
 

Nghiên cӈu khoa hҸc công nghҵ 

TҢp chí Khoa hҸc và Công nghҵ nhiҵt ĜӀi, SҺ 19, 11 - 2019 80

TӔI ѬU THÔNG SӔ LÊN MEN SINH TӘNG HӦP  
Į-L-RHAMNOSIDASE BӢI Aspergillus niger ĈH51  

SӰ DӨNG PHѬѪNG PHÁP ĈÁP ӬNG Bӄ MҺT 

ĈINH THӎ THU TRANG (1), NGUYӈN THU HOÀI (1), ĈӚ TҨT THӎNH (1),  
LÊ THӎ HUӊ (1), VŨ THӎ HҤNH NGUYÊN (2) 

1. ĈҺT VҨN Ĉӄ 

Enzyme Į-L-rhamnosidase (EC 3.2.1.40) (Rha) xúc tác phân cҳt ÿһc hiӋu ÿҫu 
Į-L-rhamnose cӫa nhiӅu hӧp chҩt tӵ nhiên nhѭ naringin, rutin, quercitrin, hesperidin 
và các glycoside khác chӭa Į-L-rhamnose [1]. Rha ÿѭӧc sӱ dөng trong nhiӅu ngành 
công nghiӋp, ÿһc biӋt là công nghiӋp thӵc phҭm. Trong sӕ các loҥi nҩm, Aspergillus 
niger ÿѭӧc coi là nguӗn vi sinh vұt tiӅm năng cho quá trình sinh tәng hӧp enzyme 
Rha không chӍ bӣi khҧ năng sinh enzyme cao mà còn do ÿѭӧc liӋt kê trong danh 
mөc vi sinh vұt an toàn cho thӵc phҭm và dѭӧc phҭm [2]. Quá trình lên men chìm 
sҧn xuҩt Rha ngoҥi bào bӏ ҧnh hѭӣng bӣi nhiӅu yӃu tӕ nhѭ thành phҫn môi trѭӡng, 
nӗng ÿӝ các chҩt cҧm ӭng, pH ban ÿҫu, ion kim loҥi, thӡi gian và nhiӋt ÿӝ lên men. 
Vì vұy, ÿӇ quá trình lên men ÿѭӧc hiӋu quҧ và әn ÿӏnh, viӋc tӕi ѭu hóa các ÿiӅu kiӋn 
là cҫn thiӃt. Phѭѫng pháp tӕi ѭu hóa truyӅn thӕng thӵc hiӋn vӟi tӯng yӃu tӕ, tuy ÿѫn 
giҧn, dӉ thӵc hiӋn nhѭng tӕn kém chi phí và thӡi gian do ÿòi hӓi bӝ dӳ liӋu thӱ 
nghiӋm lӟn. Ngoài ra, do khҧo sát ÿѫn lҿ không phҧn ánh tѭѫng tác giӳa các yӃu tӕ, 
phѭѫng pháp tӕi ѭu truyӅn thӕng thѭӡng có sӵ sai lӋch lӟn giӳa thӵc nghiӋm và mô 
hình. ĈӇ khҳc phөc nhѭӧc ÿiӇm cӫa phѭѫng pháp tӕi ѭu truyӅn thӕng, trong nghiên 
cӭu này chúng tôi sӱ dөng thiӃt kӃ tӕi ѭu ÿa yӃu tӕ theo Plackett - Burman nhҵm 
sàng lӑc các yӃu tӕ ҧnh hѭӣng [3, 4] tӟi khҧ năng sinh tәng hӧp Rha bӟi A. niger 
ĈH51. Sau bѭӟc sàng lӑc ban ÿҫu, phѭѫng pháp ÿáp ӭng bӅ mһt theo mô hình Box - 
Behnken ÿѭӧc thӵc hiӋn ÿӇ xác ÿӏnh giá trӏ tӕi ѭu.  

2. VҰT LIӊU VÀ PHѬѪNG PHÁP NGHIÊN CӬU 

Chӫng vi sinh vұt và môi trѭӡng nuôi cҩy 

Chӫng A. niger ĈH51 sӱ dөng trong nghiên cӭu ÿѭӧc tiӃp nhұn tӯ bӝ sѭu tұp 
cӫa Phân viӋn Công nghӋ sinh hӑc, Trung tâm NhiӋt ÿӟi ViӋt - Nga ӣ dҥng ӕng ÿông 
khô. Sau khi hoҥt hóa trên môi trѭӡng dinh dѭӥng, bào tӱ nҩm ÿѭӧc thu hӗi và nuôi 
cҩy trên môi trѭӡng sinh tәng hӧp Rha (thành phҫn (g/L): KCl - 0,5; KH2PO4 - 15; 
NH4Cl - 4; yeast extract - 5; dung dӏch Vishniac - 1 mL; MgSO4.7H2O 10 % (w/v) - 
5 mL; rhamnose - 1%; rutin 0,5%; pH 5,5 [5]) ӣ nhiӋt ÿӝ 30oC, tӕc ÿӝ lҳc 250 
vòng/phút trong 7 ngày. 

Xác ÿӏnh hoҥt ÿӝ enzyme Rha 

Hoҥt ÿӝ enzyme ÿѭӧc xác ÿӏnh dӵa trên phѭѫng pháp cӫa Romero và cs. [6] 
vӟi mӝt sӕ cҧi tiӃn. Cө thӇ, hút lҫn lѭӧt 0,4 ml p-nitrophenyl-Į-L-rhamnopyranoside 
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(pNPR) (Sigma) 3,5 mM; 0,5 ml ÿӋm axetat 0,1 M; 0,1 ml dӏch enzyme thô vào ӕng 
nghiӋm 5 ml. Ӫ hӛn hӧp này ӣ 50°C trong 10 phút. Sau ÿó bә sung 3 ml NaOH 0,5 
M ÿӇ dӯng phҧn ӭng. Mүu ÿӕi chӭng sӱ dөng là dӏch enzyme thô ÿѭӧc bҩt hoҥt ӣ 
95°C trong 30 phút. Hӛn hӧp phҧn ӭng cӫa mүu thí nghiӋm và ÿӕi chӭng ÿѭӧc ÿo 
mұt ÿӝ quang tҥi bѭӟc sóng 400 nm. Dӵa vào ÿѭӡng chuҭn p-nitrophenolat tính 
ÿѭӧc hoҥt ÿӝ enzyme Į-L-rhamnosidase trong dӏch thô. Mӝt ÿѫn vӏ hoҥt ÿӝ cӫa 
enzyme là lѭӧng enzyme cҫn thiӃt ÿӇ thӫy phân cѫ chҩt pNPR tҥo thành 1 ȝmol p-
nitrophenol trong mӝt phút ӣ ÿiӅu kiӋn thí nghiӋm. 

Xác ÿӏnh và tӕi ѭu hóa các yӃu tӕ ҧnh hѭӣng ÿӃn sinh tәng hӧp Rha  

Hàm mөc tiêu theo thiӃt kӃ Plackett-Burman ÿѭӧc sӱ dөng ÿӇ thӵc hiӋn 12 thí 
nghiӋm vӟi sӵ thay ÿәi cӫa 11 yӃu tӕ bao gӗm các ÿiӅu kiӋn và thành phҫn môi 
trѭӡng nhҵm xác ÿӏnh yӃu tӕ ҧnh hѭӣng tӟi sinh tәng hӧp Rha [4]. ThiӃt kӃ Box-
Behnken và phѭѫng pháp ÿáp ӭng bӅ mһt ÿѭӧc áp dөng ÿӇ xây dӵng các thí nghiӋm 
xác ÿӏnh giá trӏ tӕi ѭu cho các thông sӕ lӵa chӑn [5]. 

Hàm ÿáp ӭng ÿѭӧc chӑn hoҥt tính enzyme Rha (U/ml): y = b0 + b1A + b2B+ 
b3C + b12 AB + b23 BC + b13AC + b11A2 + b22B2 + b33C2. Trong ÿó, b1, b2, b3 là các 
bұc hӋ sӕ 1; b11, b22, b33 là các bұc hӋ sӕ 2; b12, b23, b13 là các hӋ sӕ tѭѫng tác; A, B, 
C, AB, BC, AC là các biӃn ÿӝc lұp (các yӃu tӕ tӕi ѭu). Sӕ liӋu ÿѭӧc phân tích bҵng 
phҫn mӅm Design Expert 12.0.0.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA).  

Ҧnh hѭӣng tӕc ÿӝ cҩp khí 

Thí nghiӋm trên thiӃt bӏ lên men 10 lít (chӭa 5 lít môi trѭӡng) vӟi vӟi các tӕc 
ÿӝ cҩp khí khác nhau (0,2; 0,4; 0,6; 0,7; 0,8; 1; 1,2 thӇ tích khí/thӇ tích môi 
trѭӡng/phút (vvm)). Các ÿiӅu kiӋn lên men khác cӕ ÿӏnh theo thông sӕ ÿã ÿѭӧc tӕi 
ѭu trên bình tam giác nhѭ môi trѭӡng thích hӧp, tӹ lӋ tiӃp giӕng 5%; nhiӋt ÿӝ lên 
men 30oC; pH = 5,7; thӡi gian lên men 7 ngày. 

Ҧnh hѭӣng cӫa tӕc ÿӝ khuҩy 

Thí nghiӋm trên thiӃt bӏ lên men 10 lít (chӭa 5 lít môi trѭӡng) vӟi các tӕc ÿӝ 
khuҩy khác nhau (50; 100; 150; 200; 250; 300 rpm) ӣ thӇ tích môi trѭӡng ban ÿҫu là 
5 lít. Các ÿiӅu kiӋn lên men khác ÿѭӧc cӕ ÿӏnh nhѭ môi trѭӡng thích hӧp; tӹ lӋ tiӃp 
giӕng 5%; nhiӋt ÿӝ lên men 30oC; ÿӝ sөc khí ban ÿҫu là 100% thӇ tích; tӕc ÿӝ cҩp 
khí 0,8 vvm; pH bҳt ÿҫu lên men là 5,7. 

3. KӂT QUҦ VÀ THҦO LUҰN 

3.1. Sàng lӑc các yӃu tӕ ҧnh hѭӣng ÿӃn quá trình sinh tәng hӧp Rha 

Nghiên cӭu ҧnh hѭӣng cӫa các yӃu tӕ vӅ ÿiӅu kiӋn và thành phҫn môi trѭӡng nuôi 
cҩy chӫng nҩm Aspergillus niger ĈH51 ÿӃn sinh tәng hӧp enzyme Rha ÿã lӵa chӑn 
11 yӃu tӕ vӟi các giá trӏ khác nhau thӇ hiӋn trong bҧng 1. 
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Bҧng 1. Mӭc ÿӝ ҧnh hѭӣng cúa các yӃu tӕ thiӃt kӃ trong ma trұn Plackett-Burman 

BiӃn 
sӕ Tên yӃu tӕ Ĉѫn 

vӏ 

Giá trӏ cӫa các 
yӃu tӕ Mӭc ÿӝ ҧnh hѭӣng 

Thҩp 
(-1) 

Cao 
(+1) 

Ҧnh 
hѭӣng Ĉӝ tin cұy 

X1 KCl g/L 0,1 1,0 -0,12 0,0413 
X2 Rutin % 0,1 1,0 0,535 0,0099 
X3 NH4Cl g/L 1,0 10 -0,458 0,0116 
X4 Yeast extract g/L 1,0 10 0,528 0,01 
X5 Rhamnose % 0,5 1,5 0,645 0,0082 
X6 Dung dӏch Vishniac ml/L 0,5 1,5 -0,008  
X7 KH2PO4 g/L 5 20 0,32 0,0165 
X8 MgSO4.7H2O 10% ml/L 1 15 -0,155 0,0342 
X9 Tӹ lӋ giӕng % 3 7 -0,178 0,0297 

X10 NhiӋt ÿӝ oC 28 32 -0,44 0,012 
X11 pH  4,5 6 0,61 0,0086 

Bҧng 2. Ma trұn thiӃt kӃ thí nghiӋm Plackett-Burman trên các biӃn sӕ ҧnh hѭӣng 

Thí 
nghiӋm 

BiӃn sӕ Rha (U/ml) 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 Thӵc 
nghiӋm 

Mô 
hình 

1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 0,27 0,262 
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 0,41 0,4 
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 0,97 0,962 
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 0,36 0,352 
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 2,77 2,762 
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 0,68 0,67 
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0,99 0,982 
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 0,69 0,681 
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 1,7 1,692 

10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 0,46 0,452 
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 1,12 1,112 
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 +1 0,25 0,241 
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KӃt quҧ phân tích mӭc ÿӝ ҧnh hѭӣng trên 11 yӃu tӕ cho thҩy, 3 yӃu tӕ ҧnh 
hѭӣng lӟn (giá trӏ dѭѫng) ÿӃn quá trình sinh tәng hӧp Rha là nӗng ÿӝ rutin, 
rhamnose và pH ban ÿҫu vӟi mӭc ý nghƭa Į = 0,05 (p-value < 0,05). Căn cӭ vào hӋ 
sӕ ҧnh hѭӣng, nhұn thҩy rҵng nӗng ÿӝ rhamnose có tác ÿӝng mҥnh nhҩt ÿӃn hoҥt ÿӝ 
Rha (0,645), tiӃp ÿӃn là pH ban ÿҫu cӫa môi trѭӡng (0,61) và cuӕi cùng là nӗng ÿӝ 
rutin (0,535) (bҧng 1). Vì vұy nӗng ÿӝ rhamnose, rutin và pH là nhӳng yӃu tӕ ҧnh 
hѭӣng lӟn nhҩt ÿӃn hoҥt ÿӝ enzyme Rha cӫa chӫng A. niger ĈH51 theo phѭѫng 
pháp ÿáp ӭng bӅ mһt Box-Behnken. 

3.2. Tӕi ѭu hóa các yӃu tӕ ҧnh hѭӣng ÿӃn quá trình sinh tәng hӧp Rha 

Trên cѫ sӣ khҧo sát thӵc nghiӋm các yӃu tӕ ҧnh hѭӣng ÿӃn khҧ năng tәng hӧp 
Rha cho thҩy nӗng ÿӝ rhamnose, nӗng ÿӝ rutin và pH ban ÿҫu là nhӳng yӃu tӕ ҧnh 
hѭӣng ÿáng kӇ ÿӃn khҧ năng sinh tәng hӧp Rha. Nhҵm lӵa chӑn các thông sӕ tӕi ѭu 
cho các yӃu tӕ này chúng tôi chӑn quy hoҥch bұc hai Box-Behnken, sӱ dөng tӕi ѭu 3 
yӃu tӕ vӟi 17 thí nghiӋm trong ÿó 5 thí nghiӋm lһp lҥi tҥi tâm (bҧng 3). 

Bҧng 3. Ma trұn thӵc nghiӋm Box-Benhnken ba yӃu tӕ và hoҥt ÿӝ Rha trong các 
ÿiӅu kiӋn khác nhau 

TN Rhamnose 
(%) Rutin (%) pH Hoҥt ÿӝ Rha 

(U/ml) 
1 0,5 0,2 5,5 2,72 
2 1,5 0,2 5,5 2,9 
3 0,5 0,8 5,5 2,55 
4 1,5 0,8 5,5 3,42 
5 0,5 0,5 5 2,68 
6 1,5 0,5 5 3,25 
7 0,5 0,5 6 3,2 
8 1,5 0,5 6 3,37 
9 1 0,2 5 3,11 

10 1 0,8 5 2,93 
11 1 0,2 6 3,0 
12 1 0,8 6 3,45 
13 1 0,5 5,5 3,57 
14 1 0,5 5,5 3,6 
15 1 0,5 5,5 3,63 
16 1 0,5 5,5 3,61 
17 1 0,5 5,5 3,66 
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KӃt quҧ cho thҩy hoҥt ÿӝ Rha trong môi trѭӡng nuôi cҩy ÿҥt ÿѭӧc trong 
khoҧng 2,55 ÿӃn 3,66 U/ml, tѭѫng ӭng vӟi thí nghiӋm sӕ 3 và 17. KӃt quҧ phân tích 
phѭѫng sai cӫa mô hình tӕi ѭu bҵng phҫn mӅm DX 12.0.0.6 trình bày trong bҧng 4 
cǊng cho thҩy yӃu tӕ nӗng ÿӝ rhamnose và pH ҧnh hѭӣng mҥnh ÿӃn quá trình sinh 
tәng hӧp enzym. Giá trӏ F cӫa mô hình là 68,55 vӟi p < 0,0001 (p < 0,05) cho thҩy 
dҥng mô hình ÿã lӵa chӑn ÿúng. Giá trӏ p cӫa “không tѭѫng thích” là 0,0624           
(p > 0,05) cho thҩy mô hình này phù hӧp vӟi thӵc nghiӋm. 

Bҧng 4. KӃt quҧ phân tích phѭѫng sai cӫa mô hình 

Thông sӕ Tәng bình 
phѭѫng 

Bұc tӵ 
do 

Sai sӕ 
chuҭn 

Ҧnh 
hѭӣng 

Chuҭn 
F 

Mӭc có 
nghƭa p 

Mô hình 2,11 9  3,61 68,55 < 0,0001 
A-Rhamnose 0,4005 1 0,0207 0,2237 117,08 < 0,0001 
B-Rutin 0,0480 1 0,0207 0,0775 14,05 0,0072 
C-pH 0,1378 1 0,0207 0,1313 40,29 0,0004 
AB 0,1190 1 0,0292 0,1725 34,80 0,0006 
AC 0,0400 1 0,0292 -0,1 11,69 0,0111 
BC 0,0992 1 0,0292 0,1575 29,01 0,0010 
A² 0,5427 1 0,0285 -0,357 156,88 < 0,0001 
B² 0,5502 1 0,0285 -0,3595 159,08 < 0,0001 
C² 0,0756 1 0,0285 -0,132 21,45 0,0024 
Residual 0,0213 7     
Không tѭѫng thích 0,0194 3   5,73 0,0624 
Sai sӕ 0,0045 4     
Tәng 2,13 16     

Phѭѫng trình hӗi quy biӇu hiӋn Į-L-rhamnosidase mô tҧ ҧnh hѭӣng cӫa các 
yӃu tӕ ÿӝc lұp (A, B và C) và các mӕi tѭѫng tác giӳa chúng ÿѭӧc biӇu diӉn nhѭ sau: 
Rha (U/ml) = 3,61 + 0,2237A + 0,0775B + 0,1313C + 0,1725AB - 0,1AC + 
0,1575BC - 0,357A2 - 0,3595B2 - 0,132C2. 

A 

 

B 

 

C 

 

Hình 1. BӅ mһt ÿáp ӭng cӫa hoҥt ÿӝ Rha. A - thay ÿәi nӗng ÿӝ Rhamnose và rutin 
môi trѭӡng (pH 5,5); B - thay ÿәi nӗng ÿӝ rhamnose và pH cӫa môi trѭӡng (nӗng ÿӝ 

rutin - 0,5%); C - pH và nӗng ÿӝ rutin thay ÿәi (nӗng ÿӝ rhamnose - 1,0%) 
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Mô hình ÿѭӧc kiӇm chӭng khi tiӃn hành thӵc nghiӋm ӣ giá trӏ tӕi ѭu, hoҥt tính 
Rha ÿҥt ÿѭӧc 3,67±0,02 U/ml sau 7 ngày nuôi cҩy. KӃt quҧ thu nhұn ÿѭӧc có ÿӝ 
tѭѫng thích cao so vӟi lý thuyӃt và ÿiӅu này cho thҩy, phѭѫng pháp ÿáp ӭng bӅ mһt 
ÿѭӧc lӵa chӑn ÿӇ tӕi ѭu các ÿiӅu kiӋn lên men là phù hӧp, có ÿӝ әn ÿӏnh cao. 
Phѭѫng pháp tѭѫng tӵ (thiӃt kӃ Box-Behnken) ÿã ÿѭӧc sӱ dөng ÿӇ tӕi ѭu hóa quá 
trình lên men rҳn sinh Rha bӣi A. niger và giúp tăng hiӋu quҧ lên 37% [7]. Yadav và 
cӝng sӵ sӱ dөng phѭѫng pháp Taguchi DOE ÿӇ tӕi ѭu ÿiӅu kiӋn sҧn xuҩt Į-L-
rhamnosidase tӯ Aspergillus flavus khi lên men chìm. Trong ÿó, 5 yӃu tӕ quan trӑng 
bao gӗm chҩt cҧm ӭng (naringin), thӡi gian lên men, nhiӋt ÿӝ lên men, pH môi 
trѭӡng và ion kim loҥi ÿѭӧc xác ÿӏnh và ӣ ÿiӅu kiӋn tӕi ѭu hoҥt tính Į-L-
rhamnosidase ÿҥt 3,88 U/ml [1]. 

Sӱ dөng phѭѫng pháp hàm kǤ vӑng ÿӇ tӕi ѭu hóa hoҥt ÿӝ Rha thu ÿѭӧc trong 
môi trѭӡng nuôi cҩy chӫng A.niger ĈH51 bҵng phҫn mӅm Design-Expert (DX 
12.0.0.6) cho thҩy phѭѫng án ÿӇ cӵc ÿҥi hàm mөc tiêu là: nӗng ÿӝ rhamnose 1,15%, 
nӗng ÿӝ rutin 0,59 % và pH 5,78. Khi ÿó hoҥt ÿӝ Rha ÿҥt ÿѭӧc trong các ÿiӅu kiӋn 
trên theo tính toán là 3,697 U/ml (hình 2). 

 
Hình 2. Hàm kǤ vӑng và ÿiӅu kiӋn tӕi ѭu lên men thu Rha tӯ A.niger ĈH51 

Thành phҫn môi trѭӡng lên men tӕi ѭu MT3: KCl - 0,5 (g/L); KH2PO4 - 15 
(g/L); NH4Cl - 4 (g/L); yeast extract - 5 (g/L); dung dӏch Vishniac - 1 mL; 
MgSO4.7H2O 10% - 5 mL; Rhamnose - 1,1 (%); rutin - 0,6 (%); pH 5,7 và các ÿiӅu 
kiӋn lên men: nhiӋt ÿӝ 30oC; tӹ lӋ giӕng 5%; thӡi gian nuôi cҩy 7 ngày. 

3.3. Tӕi ѭu các ÿiӅu kiӋn sinh tәng hӧp Rha trên thiӃt bӏ lên men 10 lít 

Kh̫o sát ÿ͡ c̭p khí 
Trong quá trình lên men hiӃu khí, tӕc ÿӝ cҩp khí ÿóng vai trò quan trӑng ÿӕi 

vӟi khҧ năng hòa tan oxi, khҧ năng chҧy rӕi và tӕc ÿӝ tuҫn hoàn cӫa khӕi dӏch, và do 
ÿó sӁ tác ÿӝng ÿӃn khҧ năng trao ÿәi chҩt cӫa vi sinh vұt.  

KӃt quҧ khҧo sát cho thҩy tӕc ÿӝ sөc khí có ҧnh hѭӣng rҩt lӟn ÿӃn khҧ năng 
sinh tәng hӧp Rha cӫa A. niger ĈH51. Hoҥt ÿӝ enzym Rha tăng nhanh khi tăng tӕc 
ÿӝ cҩp khí tӯ 0,2 vvm lên 0,8 vvm. Tuy nhiên khi tiӃp tөc tăng tӕc ÿӝ cҩp khí (1,0 và 
1,2 vvm) hoҥt tính Rha có xu hѭӟng giҧm dҫn (hình 3). Vӟi kӃt quҧ trên, chúng tôi 
lӵa chӑn tӕc ÿӝ cҩp khí 0,8 vvm cho các nghiên cӭu tiӃp theo cӫa quá trình lên men. 
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Hình 3. Ҧnh hѭӣng cӫa tӕc ÿӝ cҩp khí ÿӃn khҧ năng sinh Rha 

Kh̫o sát t͙c ÿ͡ khṷy 
Trong quá trình sinh trѭӣng cӫa chӫng nҩm A.niger ĈH51 trong hӋ thӕng lên 

men, tӕc ÿӝ cҩp khí và tӕc ÿӝ khuҩy cùng hӛ trӧ nâng cao khҧ năng sinh tәng hӧp 
enzyme Rha. KӃt quҧ khҧo sát ҧnh hѭӣng cӫa tӕc ÿӝ khuҩy ÿѭӧc mô tҧ trên hình 4. 
Vӟi tӕc ÿӝ khuҩy 50 rpm, hoҥt ÿӝ enzym thu ÿѭӧc ÿҥt 0,65 U/ml. Khi tӕc ÿӝ khuҩy 
tăng lên 200 rpm, hoҥt ÿӝ enzyme sinh ra cǊng tăng mҥnh và ÿҥt 3,82 U/ml. Tuy 
nhiên, khi tiӃp tөc tăng tӕc ÿӝ khuҩy (250 ppm và 300 rpm) quá trình sinh tәng hӧp 
Rha giҧm ÿi ÿáng kӇ (hình 4). ĈiӅu này có thӇ lý giҧi bӟi tӕc ÿӝ khuҩy cao có thӇ 
dүn tӟi sӵ phân cҳt sӧi nҩm và làm giҧm sӕ lѭӧng tӃ bào sӕng. Tӕc ÿӝ khuҩy 200 
rpm, cҩp khí 0,8 vvm ÿѭӧc lӵa chӑn làm thông sӕ cho quá trình lên men trên thiӃt bӏ 
lên men 10 lít. 

 
Hình 4. Ҧnh hѭӣng cӫa tӕc ÿӝ khuҩy ÿӃn khҧ năng sinh Rha 

S˯ ÿ͛ lên men sinh Rha tͳ chͯng A.niger ĈH51 trên thi͇t b͓ lên men 10 lít  
Vӟi nhӳng ÿiӅu kiӋn tӕi ѭu ÿã ÿѭӧc thiӃt lұp qua các nghiên cӭu tӕi ѭu, ÿӇ thu 

dӏch enzyme thô Rha tӯ chӫng A.niger ĈH51 trên thiӃt bӏ lên men 10 lít, nhóm 
nghiên cӭu ÿã xây dӵng sѫ ÿӗ nhѭ sau: 
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Sѫ ÿӗ 1. Sѫ ÿӗ lên men và thu dӏch enzyme Į-L-rhamnosidase  
tӯ chӫng Aspergillus niger ĈH51 trên thiӃt bӏ lên men 10L Winpact 

 
Hình 5. Lên men trên thiӃt bӏ lên men 10 lít Winpact 

 5% giӕng cҩp 1 

5% dӏch bào tӱ 

Dӏch lên 

Nhân giӕng cҩp 1 
ӣ thӇ tích 300 ml 

Môi trѭӡng lên men MT3, 
pH 5,7 
ThiӃt bӏ lên men Winpact 

Lên men chìm trên  
thiӃt bӏ lên men 10 lít 

Chӫng Aspergillus niger 
ĈH51 

 30oC, 05 ngày; 
Xác ÿӏnh sӕ lѭӧng 
bҧo tӱ ~ 106 bào tӱ 

Môi trѭӡng nhân giӕng 
MT1, pH = 5,7 

Hoҥt hóa chӫng 

250rpm, 30oC, 03 ngày 

ThӇ tích 05 lít, 200 
rpm, 30oC, 07 ngày 
Sөc khí 0,8 vvm 

Bã sinh khӕi 
lên men 

Xác ÿӏnh hoҥt ÿӝ 
enzyme Rha 

MT PDA, ÿƭa thҥch  
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4. KӂT LUҰN 

Tӯ 11 yӃu tӕ ban ÿҫu ÿã sàng lӑc và chӑn ÿѭӧc 3 yӃu tӕ ҧnh hѭӣng chính là 
nӗng ÿӝ rhamnose, nӗng ÿӝ rutin và pH bҵng thiӃt kӃ ma trұn Plackett-Burman. Sӱ 
dөng phѭѫng pháp ÿáp ӭng bӅ mһt Box-Behnken ÿã tӕi ѭu ÿѭӧc thành phҫn môi 
trѭӡng và ÿiӅu kiӋn lên men. Hoҥt tính enzyme Į-L-rhamnosidase cao nhҩt thu nhұn 
ÿѭӧc là 3,67 U/ml sau 7 ngày lên men vӟi các thông sӕ lên men ban ÿҫu 1,1% 
rhamnose; 0,6% rutin và pH 5,7. KӃt quҧ tӕi ѭu trong ÿiӅu kiӋn lên men bình tam 
giác ÿã ÿѭӧc áp dөng cho lên men trên thiӃt bӏ 10 lít Winpact vӟi các thông sӕ phù 
hӧp là tӕc ÿӝ sөc khí (0,8 vvm) và tӕc ÿӝ khuҩy (200 rpm). Quy trình cho hiӋu quҧ 
lên men cao, әn ÿӏnh và tҥo tiӅn ÿӅ cho nghiên cӭu thu nhұn enzyme Į-L-
rhamnosidase ӣ quy mô công nghiӋp. 

Lͥi c̫m ˯n: Công trình ÿ˱ͫc h͟ trͫ kinh phí tͳ ÿ͉ tài thu͡c Ĉ͉ án phát tri͋n 
và ͱng dͭng Công ngh͏ sinh h͕c trong lƭnh v͹c ch͇ bi͇n ÿ͇n năm 2020, Hͫp ÿ͛ng 
s͙ 07/HĈ-ĈT.07.18/CNSHCB. 
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SUMMARY 
OPTIMIZATION OF FERMENTATION PARAMETERS FOR PRODUCTION  

Į-L-RHAMNOSIDASE BY ASPERGILLUS NIGER ĈH51 USING  
RESPONSE SURFACE METHODOLOGY 

The Response Surface Methodology (RSM) was used to optimize the 
fermentation condition for the production of Į-L-rhamnosidase by Aspergillus niger 
ĈH51. RSM reflects the interaction and impact of different variables at a given 
moment. Among 11 surveyed factors by Plackett-Burman design, the concentrations of 
rhamnose, rutin, and pH were identified as the 3 most influencing factors on the Į-L-
rhamnosidase production (p < 0.05). The optimal conditions derived from Box-
Behnken design were: rhamnose = 1.1%, rutin = 0.6% and pH = 5.7. Under this 
condition, the highest Į-L-rhamnosidase activity obtained was 3.67 U/ml. When 
switching to fermentation in the Winpact 10 L fermentor, Į-L-rhamnosidase activity of 
3.85 U/ml was obtained at an agitation speed of 200 rpm and aeration rate of 0.8 vvm. 

Keywords: Į-L-rhamnosidase, Plackett-Burman, isoquercetin, fermentation. 
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