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Nghi n  ứu sử dụng enzyme phyt za từ Bacillus subtilis  

để  huyển hó  phyt te trong sữ  ngũ     th nh d ng ph t phát 

v  kim lo i dễ hấp thu 
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Tóm tắt: Phyt te l  d ng d  trữ ph t pho  hủ yếu  ủ  nhiều lo i ngũ      đồng thời  ũng l  một 

 hất kháng dinh dưỡng trong th   phẩm v  thứ  ăn  hăn nu i.  ặ  t nh kháng dinh dưỡng n y thể 

hi n th ng qu  khả năng li n kết t o phứ   ủ  phyt te với nhiều ion kim lo i (Fe
3+,

 Zn
2+

, Cu
2+

, 

Mn
2+

, Ca
2+

, Mg
2+
) trong điều ki n trung t nh v  kiềm   ũng như với  á  protein v  tinh bột trong 

điều ki n  xit.  rong báo  áo n y enzyme phyt z  kiềm B  P  ó nguồn g   từ Bacillus subtilis 

đượ  sử dụng để lo i bỏ phyt te trong sữ  ngũ     (  ng thứ : 60g đ u n nh + 40g k  + 20g yến 

m  h/l t sữ ). Bổ sung B  P với liều lượng 40 IU/l ở 65
o
C trong 30 phút đ i với sữ  th nh trùng 

v  60 phút đ i với sữ  khử trùng đã xú  tá  giải phóng 20 - 30% lượng ph t phát v   ơ từ phyt te 

v n  ó trong sữ  ngũ    . Xử l  phyt te bằng enzyme phyt z  B  P kh ng  hỉ l m tăng g   ph t 

phát trong dị h sữ  m   òn  ải thi n h m lượng  á  khoáng  hất thiết yếu (C   Fe  Zn) hò  t n 

trong sữ  ngũ    .  ết quả nghi n  ứu  ho thấy enzyme phyt z  B  P  ó tiềm năng ứng dụng   o 

trong vi   lo i bỏ t nh kháng dinh dưỡng  ủ  phyt te trong sữ  ngũ       huyển hó  phyt te th nh 

d ng ph t phát v   á  khoáng  hất dễ hấp thu. 

Từ khóa: Phyt te  enzyme phyt z  B  P  sữ  ngũ    . 

1. Đặt vấn đề

 

Ngũ     l  nguồn  ung  ấp năng lượng 

 h nh yếu trong mỗi bữ  ăn  ủ   húng t . 

Chúng b o gồm: lú  g o  lú  mỳ  ng   k   lú  

m  h    o lương v   á  lo i đ u. Ngũ      hứ  

một lượng lớn  hất xơ  h m lượng  hất béo thấp 

(2 – 5%)  h m lượng   rbonhydr te   o (65 – 

75%)  gi u vit min nhóm B v   hứ  đầy đủ  á  

_______ 

 á  giả li n h .   .: 84-903286585. 
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khoáng vi lượng qu n tr ng (Fe  Zn  Mg  

C  …) với h m lượng tương đ i   o.  

Axit phytic (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 

hex kis dihydrogen phosph te) l  d ng d  trữ 

ph t pho  h nh v   hiếm 75 – 85 % tổng s  

ph t pho d  trữ trong  á  lo i h t ngũ     v  

 á  lo i đ u [1]. D ng mu i  ủ   xit phyti  li n 

kết  hặt  hẽ với  á  nguy n t  khoáng như: Ca, 

Mg  Fe v  Zn … hoặ   á   xit  min   á  protein 

g i l  phyt te h y phytin [2].  hả năng hình 

th nh li n kết m nh mẽ  ủ   xit phyti  với  á  

yếu t  dinh dưỡng l  nguy n nhân gây ứ   hế 

quá trình tiêu hóa, làm giảm khả năng hấp thụ 

 á   hất khoáng v  protein  ủ   ơ thể người v  
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động v t [3]. Lo i bỏ  xit phyti  trong ngũ     

v  đặ  bi t trong sữ  ngũ     l  vi   l m  ần 

thiết nhằm nâng   o giá trị dinh dưỡng  ủ  lo i 

sản phẩm n y. 

Phytaza (myo-inositol hexakisphosphate 

phosphohydrol se) l  enzyme xú  tá  phản ứng 

thủy phân myo-inositol hexakisphosphate (axit 

phyti ) th nh những g   phosph te v   ơ v  

 á  dẫn xuất đơn giản hơn  ủ  myo-inositol 

phosphate [4].  i n n y  enzyme n y đượ  sử 

dụng  hủ yếu trong thứ  ăn  hăn nu i   ó rất  t 

 á    ng trình nghi n  ứu về ứng dụng  ủ  

phytaza v o th   phẩm [5]  do v y   húng t i 

tiến h nh nghi n  ứu đề t i: “Nghi n  ứu sử 

dụng enzyme phytaza từ Bacillus subtilis để 

 huyển hó  phyt te trong sữ  ngũ     th nh 

d ng ph t phát v  kim lo i dễ hấp thu”. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu  

2.1. V t liệu 

Enzyme phytaza BacP (250 IU/ml) từ 

Bacillus subtilis MD2 do Bộ m n CN   - Vi 

sinh   ho   inh h     rường     ư ph m    

Nội  ung  ấp [1]. 

Cá  hó   hất  dung m i  dung dị h  huẩn: 

Natri-phytate (Sigma, P3168), ammonium 

molypdate (Merck), tricloroaxetic acid (TCA – 

 rung Qu  ); dung dị h  huẩn 1000 ppm Fe
3+

, 

Zn
2+

 và Ca
2+
 (  h rl u   ây B n Nh ) v   á  

hó   hất phân t  h th ng dụng khá : 

FeSO4.7H2O, NaOH, HCl, H2SO4, C2H5OH, 

NaH2PO4, NH4OH,… đều tinh s  h ở mứ  phân 

tích.  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Xác định hàm lượng phytate trong 

các loại hạt ngũ c c và sữa ngũ c c [6]  

D   tr n đặ  t nh kết tủ  m nh với ion Fe
3+

 

 ủ  phyt te  chúng tôi dùng một lượng dư Fe
3+

 

để kết tủ  to n bộ phyt te trong  á  mẫu sữ . 

 ừ h m lượng sắt  ó trong kết tủ  với phyt te 

(đã đượ  rử  s ch Fe
3+

 dư) để tính hàm lượng 

 ủ  phyt te trong sữ  theo   ng thứ : mphytate 

trong sữ  = 2,98 x mFe trong kết tủ  với phyt te. 

2.2.2. Quy trình sản xuất sữa ngũ c c. 

Cân 60g đ u n nh  40g h t k   20g yến 

m  h  đem ngâm trong nướ  ấm khoảng 50
o
C 

trong 2 – 3 giờ. Cá  lo i h t đượ  vớt r   rử  

s  h  s u đó đượ  nghiền bằng máy nghiền 

đồng thể v  bổ sung nướ  khử ion để thu đượ  

1 l t dị h đồng thể. Dị h n y đượ  l   qu  vải 

b ng để thu sữ  ngũ     th .  un thanh trùng 

sữ  ngũ     th  ở 95
o
C trong 5 phút để thu sữ  

ngũ     th nh phẩm.  ữ  ngũ     n y đượ  bảo 

quản ở 4
o
C để sử dụng  ho  á  th  nghi m. 

2.2.3. Xác định hàm lượng và thời gian xử 

lý phytate trong sữa ngũ c c bằng enzyme BacP 

trong quy trình sản xuất sữa thanh trùng hoặc 

khử trùng 

Cá  bình t m giá  sữ  ngũ     đượ  bổ 

sung enzyme BacP ở  á  nồng độ khác nhau: 

15  20  25  30  40  50 IU/l. Ủ  á  bình th  

nghi m ở  á  nhi t độ 50
o
C và 65

o
C v  lấy mẫu 

li n tụ  trong một giờ với khoảng  á h giữ  h i 

lần lấy mẫu kế tiếp l  10 phút. Bổ sung 15% 

 CA v o mẫu theo tỉ l  thể t  h l  1:1 để dừng 

phản ứng  li tâm 10000 vòng/phút trong 10 phút 

v  thu dị h nổi.  iến h nh phản ứng m u với 

Molibdate ammon để xá  định lượng ph  phát 

    ơ (Pvc) giải phóng trong dị h nổi. 

2.2.4. Xác định hàm lượng kim loại tự do 

được giải phóng trong quá trình xử lý sữa bằng 

phương pháp đo phổ hấp thụ nguyên tử. 

 ể xá  định h m lượng kim lo i Fe
3+

, Ca
2+ 

bằng phương pháp đo phổ hấp thụ nguy n tử thì 

 á  mẫu sữ  kh ng v   ó xử l  enzyme sẽ đượ  

xử lý bằng dung dị h 2%  NO3;  òn để xá  

định h m lượng Zn
2+
   á  mẫu sữ  đượ  xử lý 

bằng dung dị h 1%  Cl theo tỷ l  thể t  h 1:1. 

Li tâm 10.000 vòng/phút trong 10 phút để thu 

dị h nổi. Dị h nổi đượ  l   qua màng l   kích 

thướ  lỗ 0 45 µm trướ  khi xá  định h m lượng 

 á  kim lo i  ó trong dung dị h bằng máy đo 

qu ng phổ hấp thụ nguy n tử (AA ) ở bướ  

sóng tương ứng với từng kim lo i. Dung dị h 

mẫu đượ  trộn với hỗn hợp kh  C2H2 và không 

kh   s u đó đượ  phun sương t o th nh đám hơi 

nguy n tử trong buồng phản ứng. D   v o m i 

qu n h  giữ   ường độ  ủ  v  h hấp thụ v  

nồng độ  ủ  từng nguy n t  trong đám hơi để 
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xá  định nồng độ  ủ  nguy n t   ần phân t  h 

[7] d   tr n đồ thị  huẩn tương ứng. 

3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

3.1. Xây dựng công thức và xác định hàm lượng 

phytate trong sữa ngũ c c 

   kết hợp  á  lo i ngũ     khá  nh u l m 

 ho th nh phần dinh dưỡng  ủ  sữ  ngũ     

phong phú v  đ  d ng hơn do  á  lo i ngũ     

đã bổ sung  ho nh u đảm bảo  ung  ấp đầy đủ 

 á   hất dinh dưỡng  ho  ơ thể  on người.   u 

n nh l  lo i ngũ     gi u đ m v    nxi  đượ  sử 

dụng phổ biến để  hế biến sữ  đ u n nh; th m 

v o đó  đ u n nh  òn  hứ   xit béo omeg -3, 

le ithin v  isofl vone  lo i phytohoo mon giúp 

 ân bằng h m lượng estrogen trong  ơ thể  hỗ 

trợ điều trị b nh tim m  h v  thoái hó  khớp 

[8]. Yến m  h tuy  ó h m lượng protein thấp 

nhưng rất giầu  hất xơ hò  t n  đặ  bi t  ó  hứ  

β – glu  n   ven nthr mides   á  hợp  hất 

phenoli s  gluten v  lignin l  những hợp  hất 

đượ   hứng minh l   ó giá trị trong điều trị 

b nh tim m  h  ung thư vú  giảm  holesterol v  

tăng  ường miễn dị h t  nhi n [9].   t k  l  

lo i ngũ      ung  ấp đầy đủ  á  vit min  ần 

thiết  ho  ơ thể  on người  nhiều nhất l  

vitamin PP, B2, B5, B6, K, E,..     òn  hứ  

le ithine v   holine t  do  giúp bồi bổ não  ho 

những người l m vi   tr  ó  nhiều  tăng  ường 

tr  nhớ v  l m giảm quá trình lão hó  [10]. D   

tr n giá trị dinh dưỡng  ủ  từng lo i ngũ     

[1], chúng tôi đã l    h n đ u n nh  h t k  v  

yến m  h l m nguy n li u để sản xuất sữ  ngũ 

    với tỉ l  ph i trộn đ u n nh: k : yến m  h 

theo kh i lượng l : 60:40:20 g/l; nhằm đảm bảo 

 ho h m lượng protein trong sữ  ngũ     kh ng 

dưới 15%. 

  m lượng phyt te  ủ  từng lo i ngũ     v  

 ủ  sữ  ngũ     đượ  xá  định trong bảng 1. 

Theo bảng 1 thì h m lượng phyt te trong 

đ u n nh l  1 535 g/l  yến m  h l  0 999 g/l. 

Cá  kết quả n y phù hợp với những nghi n  ứu 

trướ  đó  ủ    dvégi v   s năm 2002 [12]. 

 heo đó  h m lượng phyt te trong đ u n nh từ 

1,2 – 1 75 g/100g v  trong yến m  h khoảng 

0,90 – 1,42 g/100g [12]. Chúng t i đã xá  định 

đượ  h m lượng phyt te  ó trong h t k  l  

0 906 g/l tương ứng với 0 906 g/100g. Chư   ó 

nghi n  ứu n o về h m lượng phyt te trong h t 

k  đượ  báo  áo.  

Bảng 1.   m lượng phyt te trong một s  lo i ngũ 

    v  sữ  ngũ     

Lo i ngũ     
Fe-phytate 

(µg/ml) 

Phytate 

(g/100g) 

  u n nh 1030,241 1,5350 

Kê 608,333 0,9064 

Yến m  h 671,048 0,9998 

 ữ  ngũ     937,049 1,3962 

Hàm lượng phytate có trong sữ  ngũ     là 

1,3962 mg/ml. Theo kết quả này thì khi u ng 1 

l t sữ  ngũ       ơ thể sẽ phải hấp thu khoảng 

1,4 g phyt te  một lượng kh ng nhỏ  hất kháng 

dinh dưỡng. Do đó  vi   l m giảm h m lượng 

mu i phyt te trong quá trình  hế biến sữ  ngũ     

l  rất  ần thiết.  

3.2. Lựa chọn nồng độ enzyme BacP và thời gian 

để xử lý phytate trong sữa ngũ c c thô trong quy 

trình sản xuất sữa thanh trùng và khử trùng 

Phyt te trong sữ  ngũ     th   ũng  ó thể 

đượ  xử lý trướ  khi th nh trùng/khử trùng sữ  

hoặ  ng y trong quá trình th nh trùng sữ  để 

t n dụng nhi t độ  ủ  gi i đo n th nh trùng. Ở 

th  nghi m n y   húng t i tiến h nh thử nghi m 

xử lý phyt te trong sữ  ngũ     th  với  á  

nồng độ enzyme B  P khá  nh u  ở nhi t độ 

65
o
C v  theo dõi h m lượng Pvc giải phóng 

trong 60 phút. 

Kết quả th  nghi m ở 65
o
C (Hình 1) cho 

thấy:  ó thể l    h n đượ   á  nồng độ enzyme 

phytaza B  P từ 25 - 50 IU/l để bổ sung v o 

sữ  ngũ     nhằm thủy phân phyt te v  giải 

phóng từ 20 đến 30% lượng Pvc v n  ó trong 

phyt te  ủ  sữ  ngũ    .  ể giải phóng đượ  ~ 

30% lượng ph t phát trong phyt te  ủ  sữ  ngũ 

     tứ  l   á  dẫn xuất  ó   h  ủ  IP6 như IP2, 

IP3 và IP4 t o r  nhiều nhất, thì n n sử dụng 

nồng độ 30 - 40 IU/l. 
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Hình 1.  ộng thái giải phóng Pvc trong sữ  ngũ     

đượ  xử lý với phyt z  B  P ở nhi t độ 65⁰C. 

Khi xem xét về mứ   hi ph   ho vi   gia 

nhi t v  h m lượng enzyme B  P  ần bổ sung, 

 húng t i đã l    h n h m lượng enzyme B  P 

bổ sung l  40 IU/l ở nhi t độ 65
o
C trong 30 

phút đ i sữ  sữ  th nh trùng v  60 phút đ i với 

sữ  khử trùng để đảm bảo lượng Pvc giải phóng 

nằm trong khoảng 20 – 30%  v  tiết ki m chi 

phí nhất. 

3.3. Nghiên cứu khả năng giải phóng các kim loại 

tự do trong sữa ngũ c c được xử lý bằng enzyme 

BacP 

Axit phyti   ó khả năng t o phứ   hặt  hẽ 

với  á  ion kim lo i v  với  á  hợp  hất khá  

như  xit  min  protein  t o n n  á  mu i 

(phyt te  phytin) gây ứ   hế  á  enzyme ti u 

hó   ngăn  ản s  hấp thu  á   hất  ủ   á   ơ 

thể s ng [11]. Vì thế  xit phyti  đượ   oi l  một 

yếu t  kháng dinh dưỡng trong thứ  ăn v  th   

phẩm  l m giảm s  hấp thu sắt  kẽm    nxi … 

 ủ   ơ thể [14]. Chúng t i đã tiến h nh nghi n 

 ứu khả năng giải phóng  á  kim lo i từ d ng 

li n kết với phyt te s ng d ng   tion t  do 

trong sữ  ngũ     s u khi đượ  xử lý bằng 

enzyme BacP.   

3.3.1. Sự giải phóng ion kim loại sắt trong 

sữa ngũ c c 

 ết quả trình b y trong hình 2  ho thấy  so 

với mẫu sữ  th  kh ng đượ  xử l  enzyme thì 

 á  mẫu sữ  đượ  xử l  bằng enzyme B  P s u 

khi th nh trùng/khử trùng  ó h m lượng Fe
3+

 

tăng từ 3 58 l n 4 59 mg/l đ i với mẫu th nh 

trùng; từ 3 29 l n 4 88 mg/l đ i với mẫu khử 

trùng.  iều n y  ó nghĩ  l  lượng Fe
3+

 t  do 

trong dị h sữ  tăng tỷ l  nghị h với h m lượng 

phyt te dưới tá  dụng  ủ  enzyme B  P.  

 rong quá trình th nh/khử trùng h m lượng 

Fe
3+

 trong  á  mẫu sữ   ũng tăng l n một lượng 

nhỏ   hứng tỏ nhi t độ trong quá trình 

th nh/khử trùng đã l m phyt te phân giải một 

phần.   u 3 ng y ở điều ki n bảo quản thì h m 

lượng Fe
3+

 trong các mẫu sữ  để ở điều ki n 

bảo quản kh ng đổi. 

   

 

 

 

 

 

 

Hình 2.   m lượng Fe
3+
giải phóng trong quá trình 

xử lý sữ  bằng enzyme B  P 

3.3.2. Sự giải phóng ion kim loại kẽm trong 

sữa ngũ c c 

 heo kết quả tr n hình 3 thì h m lượng Zn
2+

 

trong dị h sữ  ngũ     kh ng xử l  bằng 

enzyme trướ  khi th nh trùng/khử trùng khoảng 

1,91 – 1,92 mg/l còn dị h sữ  đượ  xử l  bằng 

enzyme trướ  khi th nh/khử trùng  ó h m 

lượng Zn
2+

 khoảng 2 55-2,80 mg/l. Sau quá 

trình th nh/khử trùng  dưới tá  dụng  ơ h    ủ  

nhi t độ l m  ho h m lượng Zn
2+

 tăng th m 

một lượng nhỏ nữ . Ở điều ki n bảo quản  ho t 

tính enzyme kh ng  òn n n h m lượng Zn
2+

 

kh ng tăng l n so với mẫu sữ  s u khi 

th nh/khử trùng. Như v y  enzyme BacP giảm 

h m lượng phyt te trong dị h sữ  ngũ    , làm 

tăng s  giải phóng Zn
2+

 trong dị h sữ   qu  đó 

tăng h m lượng kẽm dễ ti u đến ruột non  ho 

 ơ thể hấp thụ [15]. 
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Hình 3.   m lượng Zn
2+

 giải phóng trong quá trình 

xử lý sữ  bằng enzyme B  P. 

3.3.3. Sự giải phóng ion kim loại canxi 

trong sữa ngũ c c. 

H m lượng C 
2+

 trong sữ  ngũ     th  

kh ng  đượ  xử lý bằng enzyme phytaza trướ  

khi th nh/khử trùng l  13 36 v  12 82 mg/l v  

s u khi xử lý sữ  bằng enzyme B  P đ i với 

sữ  th nh trùng l  18 92 mg/l v  đ i với sữ  

khử trùng l  19 65 mg/l (Hình 4).    tăng lượng 

Ca
2+

 t  do trong dị h sữ   ho thấy enzyme 

B  P đã phân giải đặ  hi u  ơ  hất phyt te 

trong sữ  ngũ     giải phóng đồng thời Pvc và 

Ca
2+ 
trong sữ . 

   

 

 

 

 

Hình 4.   m lượng C 
2+

 trong sữ  ngũ     đượ  xử 

lý bằng enzyme B  P. 

Ng y s u khi th nh/khử trùng  á  mẫu sữ  

kh ng xử l  v  xử l  enzyme  h m lượng C 
2+

 có 

tăng l n  hút  t do nhi t độ   o trong quá trình 

th nh/khử trùng đã l m phyt te trong sữ  ngũ 

    bị phân giải một phần. Ngo i r   nhi t độ 

 ủ  quá trình th nh trùng (70
o
C) nằm trong 

ngưỡng nhi t độ ho t động  ủ  phytaza BacP 

nên sau khi thành trùng và trong thời gi n bảo 

quản  lượng C 
2+

  ũng tăng l n khoảng 10%. 

Cá  sản phẩm sữ  đượ  xử lý bằng enzyme 

phytaza BacP  ho h m lượng các ion t  do như 

sắt  kẽm v    nxi   o sẽ l   ơ sở để tăng khả 

năng hấp thụ khoáng  ủ   ơ thể  góp phần ngăn 

ngừ  một s  b nh lý về xương  răng và máu cho 

những người sử dụng  á  sản phẩm sữ  n y; 

đồng thời giảm  ho ph   ho vi   bổ sung 

khoáng v o sữ  ngũ    . 

4. Kết luận và kiến nghị 

4.1. Kết lu n 

1. Xây d ng đượ    ng thứ  sữ  ngũ    : 

60g đ u n nh  40g h t k   20g yến m  h. 

2.   m lượng B  P  ần bổ sung trong quy 

trình sản xuất sữ  ngũ     l  40 IU/l ở 65
o
C 

trong 30 phút đ i với sữ  th nh trùng v  60 

phút đ i với sữ  khử trùng. 

3.  ánh giá đượ  ảnh hưởng t  h      ủ  s  

giảm h m lượng phyt te trong sữ  ngũ     bởi 

enzyme B  P tới s  giải phóng  á  kim lo i 

như Fe
3+

, Zn
2+

, Ca
2+ 
trong sữ . 

4.2. Kiến nghị 

C ng thứ  sữ  ngũ      ũng như quy trình 

sản xuất và xử lý phyt te sữ  ngũ      ần đượ  

tiếp tụ  nghi n  ứu để đ t điều ki n dinh dưỡng 

t i ưu nhất  ho sản phẩm n y. 

Lời cảm ơn 

Nhóm tác giả xin b y tỏ lời  ảm ơn tới  ề 

án phát triển v  ứng dụng   ng ngh  sinh h   

trong lĩnh v     ng nghi p  hế biến đến năm 

2020  ủ  Bộ C ng  hương  đề t i mã s  

  .03.15/CN  CB đã t i trợ kinh phí cho các 

nghi n  ứu trong b i báo n y. 
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Transforming Phytate in Cereals Milk 

 into Digestible Phosphates and Metal Ions  

by Phytase from Bacillus subtilis 

Mai Thi Ngoc, Nguyen  hị  hu  uyen, Tran Thi Thuy 

Faculty of Biology, Hanoi National University of Education, 136 Xuan Thuy, Hanoi, Vietnam 

 

Abstract: Phytate phosphorus reserves are the main phosphate storage in variety of cereals. 

Phytate is also considered as an anti nutrient in food and feeds. This anti-nutrient effect is expressed 

through the ability of phytate to bind many metal ions (Fe
3+

, Zn
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

, Mg
2+

) in neutral 

and alkaline conditions, as well as with the protein and starch in acidic conditions. In this study, 

alkaline phytase enzyme (BacP) originated from Bacillus subtilis was used to remove the anti-nutrient 

effect of phytate in cereal milk. Using 40 IU/l BacP at 65ºC to treat pasteurized and sterilized cereals 

milk from 30 to 60 minutes induced the liberation of 20-30% inorganic phosphate from available 

phytate in cereals. Cereal milk was treated by enzyme BacP increases the level of digestible not only 

phosphate but also mineral ions (Ca, Fe, Zn). The results showed that the phytase BacP has a potential 

to apply in removing anti-nutrient effect of phytate in cereal milk, transforming it into digestible 

phosphate and metal ions. 

Keywords: Phytate, phytase enzyme BacP, cereal milk.  


