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TÓM TẮT 

Nghiên cứu nhằ   h  nhận  à   y n ch n c c chủng nấm mốc có khả năng sinh 

enzyme chitosanase cao. Kết quả  h n  ậ  đ   h  đ ợc 18 chủng nấ   ốc    c c ng ồn     

b n đ   kh c nh      b  c sàng   c s  cấ    c định đ ợc 6 chủng có  òng  hủy  h n 

chi  s n  ố  nhấ    i đ ờng kính 7,67-20 mm. S   khi  h c hi n sàng   c  hứ cấ  đ  ch n    

đ ợc 4 chủng nấ  có h     ính chi  s n se c   nhấ  đ   0,08-1,17 UI/mL. Kết quả định danh 

bằng  h  ng  h   giải   ình    gen   ng ITS ch   hấy 4 chủng  h  c c c   ài Aspergillus 

flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus toxicarius. C c   ài này sẽ  iế    c 

đ ợc khả  s      ng   i    ờng n  i cấy  h  hợ   à  ối    đi   ki n n  i cấy  h  nhận 

enzyme chitosanase. 

Từ khóa: Nấm mốc, chitosanase, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, 

Aspergillus toxicarius. 

1. MỞ ĐẦU 

Chi  s n ses (EC 3 2 1 132)  à nhó  c c g yc sy  hydrolase  úc   c q     ình  hủy 

 h n ꞵ-1,4-glycosidic có    ng  iên kết củ  chi  s n,  ce y  hó    t ph n đ  giải  hóng 

oligosaccharide chi  s n (COS) có ứng d ng trong y h c  à  h c phẩm [1]  Vì COS kh ng 

chỉ hò    n    ng n  c, kh ng đ c h i,    ng  hích   i c c  ật li u sinh h c,  à chúng còn 

có nhi    ính chất sinh h c nh  kh ng kh ẩn, kh ng nấm, chống  ng  h , cũng nh  c c hi u 

ứng tăng c ờng miễn dịch   ên đ ng vật [2]  COS có  h  t o ra bằng  h  ng  h   hó  h c 

nh ng nhi u vấn đ  tồn t i trong sản xuấ  nh  sản   ợng thấ , chi  hí   ích  y c    à   nhiễm 

  i    ờng [3].  

Chi  s n se đ ợc sản xuất bởi nhi   nhó  sinh  ật nh  x  khuẩn, nấm, th c vậ   à  i 

khuẩn  C c nghiên cứ  đ   ì   hấy trong b  phận sinh d ỡng  à h t của m t số c y h i    

m   nh  h    ú   ì (Triticum aestivum)  à  ú    ch (Hordeum vulgare), h   đậu (Pisum 

sativum)  à    i d   ch  t (Cucumis sativus) có ng ồn chitosanase tốt nhất.   th c vậ , c c 

chitosanase đ  đ ợc c i  à     ein,  h   gi   à  c c c  chế bảo v  chống l i c c    i nấm 

g y b nh [4]. Chitosanase vi khuẩn đ ợc đặc bi t chú ý bởi có h     ính c  ,  ất quan tr ng 

đối v i vi c d y   ì c n bằng sinh  h i, đ  đ ợc sử d ng đ  nghiên cứ    c định c  chế thủy 

 h n chi  s n ở cấ  đ  sinh hó   à  h n  ử, đ ợc d ng  h n giải chi  s n  hành g  c s  ine 

oligomers m   c ch hi u quả  à có     hế trong sản xuấ  c ng nghi    T y nhiên, nấ   à    

khuẩn cũng  à ng ồn thu nhận chitosanase đ  sản xuất chitosan oligomers t  chitosan [4, 5]. 

  Vi   N  , c c nghiên cứu v  chi  s n se đ  đ ợc nhi   nhà kh   h c  ì  hi   nh  khảo 

s   đi u ki n  hích hợ  ch  q     ình sinh  ổng hợp enzyme chitosanase t  Penicillium oxalicum 
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BKH2 [6], nghiên cứu cố định chitosanase thu t  Penicillium sp. ZDZ1 bằng phản ứng  iên kết 

ché  [7], tinh s ch  à   c định đặc  ính củ  chi  s n se  à e  -β-D-glucosaminidase t  nấm 

mốc Aspergillus oryzae IAM2660 [8]. Kết quả của c c nghiên cứ   à  i n đ  cho những 

nghiên cứu tiếp theo nhằm thu nhận nguồn enzy e chi  s n se có h     ính  ố   à giả  gi  

 hành, ứng d ng thủy  h n  h  nhận COS t  nguồn chi in có    ng  ỏ    ,   t nguồn ph  

phẩm củ  c ng nghi p chế biến thủy sản dồi dà     ng n  c. 

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên liệu 

C  ,   ấu mua ở T y Ninh, đ ợc sấy t i đ  ẩ  kh ng đổi 5%, bảo quản    ng đi u ki n 

 h ờng  à đ ợc sử d ng  à    i    ờng b n  ắn n  i cấy nấm mốc. 

Chi  s n   n    ng n  c đ ợc mua t  c ng  y TNHH MTV chi  s n VN (Số 23/6 Ng  

Thời Nhi m, Tp. R ch Gi , Kiên Gi ng, Vi   N  ) có DE > 80%  

MT1: M i    ờng cấy truy n potato dextrose/gluocose agar (PDA/PGA) (Himedia-Ấn Đ ). 

MT2: Czapek-Dox (g/L) K2HPO4 1, KCl 0,5, NaNO3 2, MgSO4.7H2O 0,5, FeSO4.7H2O 

0,02,  g   15,  H 5,5  à bổ sung chitosan 0,3% [9]. 

MT3: M i    ờng sàng   c cấ  2 đ ợc chuẩn bị   i    ờng có  ỷ l  c  :  ấu = 7:3, bổ 

sung 12 mL dung dịch muối kh  ng có chứ  chi  s n 0,3% đ  đ ợc đ  ẩm 60%. 

C ch  h  d ng dịch muối bổ s ng   i    ờng b n  ắn t   đ  ẩm c n thiế  đ  n  i cấy 

mốc gồm: 1 g NaNO3, 1 g K2HPO4, 1 g MgSO4.7H2O, 1 g N C   à 3 g chi  s n;  ất cả đ ợc 

ch   à  cốc 1000  L, hò    n bằng n  c cấ   à định mức t i 1000 mL. 

C c  hiết bị đ ợc sử d ng gồ :  ò  i sóng E ec       EMM2021GW,   y đ   H 

In L b  H 7110,   y  y     He   e Z216M  à   y đ  q  ng  hổ Optima SP3000 Nano. 

Chủng MD2 (Aspergillus niger) đ ợc  h n  ậ    ên   i    ờng d a mốc kế th a t  

nghiên cứ      c [10].  

Chuẩn bị giống bà   ử: hú  10  L d ng dịch tween 80 (0,1% v/v) đ  khử    ng, ch   à  

ống giống th ch nghiêng có   i    ờng PDA n  i ủ    ng 7 ngày ở nhi   đ  27-30 °C chứa 

rất nhi   bà   ử, lắc đ  ,   ch     bà   ử   ên  ặt th ch  à ch y n dung dịch bà   ử sang ống 

nghi         ng  

Mậ  đ  bà   ử đ ợc   c định bằng ph  ng  h   b ồng đếm hồng c    à đ ợc đ   ật 

đ  quang t i b  c sóng 610 n     ng ứng ở c c nồng đ   h     ng  D ng đ ờng chuẩn 

   ng q  n giữ  gi    ị OD  à  ậ  đ  bà   ử  Gi    ị OD t  1,5-1,6 mậ  đ  đ t   10
7
 bà  

tử/mL. Bảo quản dịch bà   ử ở 4 °C ch  đến khi sử d ng [11]. 

2.2. Phƣơng pháp  

2.2.1. Phương pháp phân lập  

M    h n  ậ   à đấ  đ ợc lấy t i kh  n  iên kh    c n  i     củ  đ i  ý n  i     

Thuận Ph  ,    Bình Kh nh, h y n C n Giờ  Đấ    ờn n  i bò sữa huy n Hóc M n  Đất  

c c   ng   ồng rau ở Bình Thuận (Huy n Đức Linh  à Hà  T n)  à đấ  c   bi n ở Vũng 

Tà   C ch  ấy m   đất: ch n 5 đi   (4 góc  à giữ    ờn) đ  lấy m   đất bằng c ch cà  nhẹ 

l   đất mặ , d ng d    ắn nhẹ đồng đ u t    ên   ống (đ  s      0-30 cm), mỗi đi m lấy 

khoảng 50 gam, tr n đ    hành   u 250 gam bỏ  à   úi ni  n  Ghi  õ  ên ng ời lấy, địa chỉ 

n i  ấy, ngày  ấy m u. 
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C ch  iến hành: C n 1 g m   đấ  hò     ng    ng 99  L n  c cất khử    ng, lắc votex 

đ  đồng nhất m u. Dung dịch này có nồng đ   h     ng  à 10
-2

. T  ống nghi m 10
-2

 hú   iếp 

1  L  à ch   à  ống nghi m chứa 9 mL dung dịch  h     ng (n  c cất khử    ng) sẽ đ ợc 

m t dung dịch m i có đ   h     ng 10
-3

, tiếp
 
t c lặp l i  h     c này sẽ  h  đ ợc c c d ng 

dịch có c c đ   h     ng 10
-4

,
 
10

-5
… Hú  0,1 mL dịch  h     ng ở c c nồng đ    ên nhỏ  ên 

đĩ   e  i chứ    i    ờng PDA, d ng q e g c thủy tinh trải đ    ên b  mặt th ch, ủ c c đĩ  ở 

đi u ki n nhi   đ   hòng, s   3 ngày  ấy    q  n s    Ch n c c kh ẩn l c nấm mốc  à  iếp 

t c kỹ thuật cấy chấ  đi     ên đĩ   e   i   i chứa   i    ờng PDA đ  ch ẩn bị sẵn đ  

đ ợc c c kh ẩn l c đ n,  h  n khiết [12, 13]. 

2.2.2. Xác định chủng nấm mốc có khả năng sinh chitosanase 

  ng lọc sơ cấp đ ợc  h c hi n q   2 b  c. 

B  c 1: N  i nấm mốc   ên   i    ờng Czapek-D   có bổ sung chitosan 0,3% [3], hấp 

khử    ng ở 121 °C    ng  òng 15  hú   à  h n  hối  à  c c đĩ   e  i đ  hấp khử    ng  

D ng q e cấy lấy sinh khối của chủng nấm mốc đ   h n  ập chấ   à  giữ  đĩ   h ch. Sau 

72 giờ, nhỏ thuốc thử   g    ên đĩ   e  i ủ tiế  20  hú , q  n s    à đ  đ ờng kính  òng  hủy 

 h n [13]. 

B  c 2: Sàng   c bằng  h  ng  h   đ c lỗ th ch, nấm mốc đ ợc n  i   ên 10 g   i 

   ờng b n  ắn (c   ,   ấ ) có bổ s ng chi  s n 5%, đ  ẩ  60%    ng bình     gi c 250  L  

Cấy 1 mL giống có  ậ  đ   10
7
 bà   ử/ L  à    i    ờng, tr n đ    à ủ 96 giờ ở đi u ki n 

nhi   đ   hòng (25-30 
o
C). Sau thời gi n n  i cấy, enzy e đ ợc   ích  y    gi   h  đ   ên 

men bằng c ch bổ sung 45 mL dung dịch đ m acetate 0,2 M, pH 5,5 lắc   ên   y  ắc v i tốc 

đ   à 150  òng/ hú     ng 20  hú   L c dịch qua giấy l c đ   h  enzy e  h  [2]. 

M i    ờng  g   có bổ s ng 0,3% chi  s n đ ợc hấp khử    ng ở 121 ℃    ng 15  hú  

đ ợc  h n  hối  à  c c đĩ   e  i đ  hấp khử    ng  D ng d ng c  đ c lỗ th ch có đ ờng 

kính (d = 8 mm) tiến hành đ c 1 lỗ   ên đĩ   etri, nhỏ 0,1 mL dịch enzy e  à   ỗ th ch  à ủ 

ở nhi   đ   hòng    ng 2 ngày  H     ính enzy e chi  s n se đ ợc   c định d     ên đ ờng 

kính  òng  h n giải sau khi nhu m bằng thuốc thử lugol. Chủng nấm mốc có h     ính 

chitosanase m nh,    ng bình h ặc yếu có đ ờng kính  òng  hủy  h n D-d    ng ứng 10-20 

 à nhỏ h n 10 mm [14]. 

2.2.3. Xác định hoạt tính chitosanase 

Ho    ính chi  s n se đ ợc   c định  he   h  ng  h   Silva et al. (2012) [15]. Tất cả 

c c chủng đ  ch n q   sàng   c s  cấ  đ ợc n  i cấy trong   i    ờng b n  ắn nh  đ      ả 

ở ph n   ên  Dịch enzyme t  sinh khối  ên  en đ ợc   ích  y bằng c ch  hê  45 mL dung 

dịch đ m acetate 0,2M pH 5,5, lắc đ u tr n đ  đồng nhấ , đ    ên   y  ắc v i tốc đ  150 

 òng/ hú     ng 20  hú  ở 37 °C  S   đó   c qua giấy l c, dịch  h  đ ợc sử d ng đ    c định 

ho    ính enzy e  

M   đ n  ị ho   đ  (UI) chi  s n se đ ợc c i  à   ợng enzyme c n thiế  đ   úc   c  hủy 

 h n chi  s n, giải  hóng đ ợc 1 µ    đ ờng khử sau mỗi  hú    i đi u ki n nhi   đ   à 

pH 5,5 phản ứng q y định [15]. 

    
     

   
    (    ⁄ )  

T  ng đó: HT: H     ính enzy e chi  s n se (UI/ L);  : L ợng đ ờng khử sinh ra 

(µ   / L); F: H  số  h     ng; V: Tổng th   ích d ng dịch phản ứng (mL); v: Th   ích 

enzy e đe   à   hản ứng (mL); t: Thời gian phản ứng ( hú ); 5: H  số q y đổi v  1 mL 

dịch enzyme. 
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C ch  iến hành   c định ho    ính chi  s n se: Hỗn hợp phản ứng gồm: 0,2 mL enzyme 

chitosanase, 0,8 mL dung dịch chitosan 0,3%    ng đ m acetate 0,2M pH 5,5. Ủ phản ứng 

60  hú  ở 37 °C  S   đó,  hê  3  L DNS 1%, đ n s i    ng 5  hú   à s   đó  à    nh 

nh nh  Ly       i tốc đ  5000  òng/ hú   Th  dịch    ng  à đ  đ  hấ   h  q  ng OD   ên 

  y q  ng  hổ ở b  c sóng 540 nm. M   đối chứng đ ợc tiến hành    ng    nh ng s   khi 

ch  enzy e  à DNS d ng dịch phản ứng đ ợc đ n s i 5  hú  đ  bất ho t enzyme. D    à  

đ ờng chuẩn g  c s  ine HCL đ    c định   ợng đ ờng khử sinh ra.  

2.2.4.  Định danh 

Sử d ng khó   h n    i củ  B i X  n Đồng  à c ng s  (2000), nấ  đ ợc  h n    i 

bằng q  n s   hình  h i kh ẩn l c  à c ống sinh bà   ử kết hợp v i   c định   ình    gen 

  ng ITS  he  q y   ình củ  c ng  y Sinh hó  Ph  S  (C n Th , Vi t Nam) [16]. DNA 

nấ  đ ợc   ch  iến hành  he   h  ng  h     ch chiế  nh nh nh  s  : lấy khoảng 0,01 g 

sợi nấ  ch   à    be e  end  f 1,5  L,  hê  100 µL d ng dịch đ   TE 1X có  hành 

ph n 50 mM Tris b se  à 100  M EDTA trong 100 mL pH 8) tr n đ u bằng pipet tip. Đ n 

nóng ở nhi   đ  95 °C trong 5  hú   ồi  y     13000  òng/ hú   Dịch    ng  hí    ên đ ợc 

chuy n qua tube m i đ  sử d ng cho phản ứng PCR (Polymerase chain reaction). Khuếch đ i 

  ình    ITS1-5,8-ITS2 củ  c c chủng nấm bằng kỹ thuật PCR v i c c cặp mồi đ ợc sử d ng  à 

ITS1: 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'  à ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'. 

Sản phẩ  PCR đ ợc tiếp t c tinh s ch  à giải   ình    t  đ ng   ên  hiết bị ABI3500 (Applied 

Biosystems, Mỹ)  T ình     s   đó đ ợc xử  ý bằng ph n m   Bi edi   à s  s nh   i c c   ình    

   ng ứng   ên NCBI GenBank bằng c ng c  BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

C y  hả h  đ ợc   y d ng bằng ph n m   Meg  6 06  he   h  ng  h    hống kê 

Construct/Test UPBMA Tree, d     ên  h ậ     n g       i gi    ị Bootstrap bằng 500 l n 

lặ   à chỉ những gi    ị b   s     c   h n    i đ ợc hi n thị   ên c y [17]. 

2.2.5. Phương pháp phân tích v  xử lý số liệu  

Tất cả c c  hí nghi   đ ợc lặp l i 3 l n, c c số li u đ ợc ghi nhận  à  ử  ý bằng ph n 

m   Mic  s f  E ce  2010, đ nh gi  s  kh c bi   có ý nghĩ  giữ  c c      hí nghi   đ ợc 

th c hi n bằng  h  ng  h    hống kê An     à ki   định LSD v i đ  tin cậy 95% bằng 

S   g   hic XVI, c y  h   sinh   ài đ ợc vẽ bằng ph n m   Meg  6 06, đồ thị đ ợc vẽ bằng 

ph n m m Origin 8.5.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập các chủng nấm mốc 

T  m   đấ  đ ợc lấy t i c c đị  đi   kh c nh   ở v ng N   B , nh  huy n C n giờ, 

Hóc M n  hành  hố Hồ Chí Minh, Bình Th ận, Vũng Tà  trong thời gi n nghiên cứu t  

 h ng 9 đến  h ng 12 nă  2018  Tiến hành  h n  ập vi sinh vật   ên   i    ờng PGA, kết 

quả cho thấy ở nồng đ   h     ng 10
-4

 khuẩn l c m c rời r c dễ q  n s  , c c nồng đ  còn   i 

khuẩn l c m c dày (Hình 1)  Là   h  n c c kh ẩn l c   ên đĩ   e  i có   i    ờng PGA  à 

cấy truy n giữ giống  iên   c   ên  h ch nghiêng s   5-7 ngày ở nhi   đ   h ờng đ  th c hi n 

tiế  c c khả  s   sàng   c  Ng ài   , c c chủng giống  h n  ậ  đ ợc giữ d  i d ng bà   ử 

trong eppendorf 2,5 mL bằng  h  ng  h     nh s      ng   i    ờng có bổ sung glycerol 

10% ở nhi   đ  -80 °C  à cấy truy n sau mỗi 6  h ng [18]. 

Kết quả có 17 chủng  h n  ậ  đ ợc t  m   đất C n Giờ gồm 2 chủng CO2, CO5; Hóc 

M n có 4 chủng PM1, PM4, SM1, SM2; huy n Đức Linh (Bình Th ận) có 4 chủng gồm 

https://en.wikipedia.org/wiki/Tris
https://en.wikipedia.org/wiki/EDTA
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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DL2, DL3, DL6, DL7; huy n Hà  T n (Bình Th ận) có 3 chủng gồm BT1, BT3, BT7  à 

Vũng Tà  có 4 chủng BL1, BD3, DP2, MC2. 

B  s    ập 18 chủng nấm mốc gồm 17 chủng đ ợc  h n  ập m i  à 1 chủng MD2  à 

Aspergillus niger (kế th a t  nghiên cứ      c [10]) đ ợc sử d ng ch  sàng   c khả năng 

sinh tổng hợ  enzy e chi  s n se    ng c c  hí nghi m tiếp theo. 

 

Hình 1. M    h n  ập ở c c nồng đ   h     ng 

3.2. Tuyển chọn cấp một các chủng nấm mốc có khả năng sinh tổng hợp chitosanase 

C c chủng nấm mốc sinh enzy e chi  s n se có khả năng t    òng  hủy  h n  ì 

   ng   i    ờng có c  chất cảm ứng  à chi  s n, nấm mốc sẽ sinh tổng hợp chitosanase 

đ   h n giải chi  s n  hành c c đ  n nhỏ (chito-oligosacharide), N-acetyl glucosamine 

 à D-g  c s  ine đ  chúng sử d ng, c c chấ  này kh ng bắ   à    i thuốc thử lugol. Khi 

  c d ng v i thuốc thử   g  , đ  l n của ph n   i    ờng trong suố  ( òng  h n giải) phản 

 nh h     ính chi  s n se [19]. 

C c chủng nấm mốc đ ợc ki       khả năng sinh  ổng hợ  enzy e chi  s n se bằng 

c ch  iến hành  hử định  ính khả năng sinh chi  s n se   ên   i    ờng có bổ s ng c  chấ   à 

chitosan bằng  h  ng  h   cấy chấ  đi m sau 72 giờ n  i cấy ở nhi   đ  27 30 °C. Trong 

  i    ờng có chi  s n   i   i   ò c ng cấp nguồn c cb n  à chất cảm ứng  hì  i sinh  ật 

nà  có khả năng  ổng hợp chitosanase sẽ sinh    ởng  à  h     i n, còn  i sinh  ậ  kh ng có 

khả năng  ổng hợp chitosanase sẽ kh ng sinh    ởng  à  h     i n đ ợc. Kết quả   c định 

đ ờng kính  òng  hủy  h n của 18 chủng nấm mốc đ ợc   ình bày ở Bảng 1. 

Bảng 1. Đ ờng kính  òng  hủy  h n củ  c c chủng nấm mốc    ng   i    ờng MT2  

STT Ký hi u giống D – d (mm) STT Ký hi u giống D – d (mm) 

1 CO2 8,67
ef 
± 0,58 10 BL1 11,00

cde
 ± 2,65 

2 CO5 8,00
ef

 ± 1,00 11 BD3 7,00
f
 ± 1,00 

3 BT1 7,33
f
 ± 1,53 12 DP2 7,33

f 
± 0,58 

4 BT3 12,33
cd

 ± 3,06 13 MC2 8,67
ef

 ± 0,58 

5 BT7 9,33
def

 ± 2,08 14 SM1 8,67
ef

 ± 2,08 

6 DL2 17,33
a
 ± 3,06 15 SM2 8,00

ef
 ± 1,00 

7 DL3 13,67
bc

 ± 1,15 16 PM1 9,67
def

 ± 1,15 

8 DL6 11,00
cde

 ± 2,65 17 PM4 7,67
f 
± 1,15 

9 DL7 8,67
ef

 ± 2,52 18 MD2 16,33
ab

 ± 1,15 

abcdef  à gi    ị    ng bình c t s  s i kh c ký    có ý nghĩ  s i kh c    mặt thống kê ( <0,05) 

Kết quả trong Bảng 1 cho thấy c c chủng có đ ờng kính  òng  hủy  h n d   đ ng 

7,00-17,33     T  ng đó, chủng DL2 có khả năng   o  òng  hủy  h n  ốt nhất so v i c c 

chủng kh c  Vòng  hủy  h n của chủng này s   72 giờ n  i cấy  à 17,33   , ch   hấy ti m 

năng  ốt cho vi c sản xuấ  enzy e chi  s n se  S   đó  à chủng MD2 có đ ờng kính  òng 

thủy  h n 16,33     à chủng BD3 có đ ờng kính  òng  hủy  h n  hấp nhấ   à 7,00     6 
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chủng nấm mốc có đ ờng kính D-d (mm) th  hi n ho    ính chi  s n se   nh,    ng bình sẽ 

đ ợc tiến hành sàng   c b  c 2 d    à  đ ờng kính  h n giải chitosan của enzyme 

chi  s n se  h   

 

Hình 2. C c chủng nấm mốc có  òng  hủy  h n    ng   i    ờng có bổ sung chitosan 0,3% 

Qua số li u ở Hình 3 ch   hấy c c chủng có đ ờng kính  òng  hủy  h n d   đ ng 

7,67-20     T  ng đó, chủng BT3 có khả năng      òng  hủy  h n  ốt nhất so v i c c chủng 

kh c  Vòng  hủy  h n của chủng này s   96 giờ n  i cấy  à 20   , ch   hấy ti   năng đ  

thu nhận enzy e chi  s n se  S   đó  à chủng DL2 có đ ờng kính  òng  hủy  h n 14    

 à chủng MD2, DL6 có đ ờng kính  òng  h n giải l n   ợt  à 11  à 10,33 mm.  

 

Hình 3. Đ ờng kính  òng  h n giải của c c chủng nấm mốc có h     ính chi  s n se c      ng MT3 
(abcdef  à gi    ị    ng bình c t s  s i kh c ký    có ý nghĩ  s i kh c    mặt thống kê ( <0,05)) 

Nghiên cứu củ  Ng  X  n M nh  à cs (2009)  h  đ ợc kết quả  òng  h n giải của 4 

chủng x  khuẩn có ký hi u NN3, HS1, NN1  à NN2 l n   ợ   à 18, 23, 33, 36      ên   i 

   ờng có c  chấ   h n giải của enzyme chitosanase [19]  T  ng nghiên cứ  này, 6 chủng 

nấm mốc tiếp t c đ ợc sàng   c cấp 2. 
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3.3. Nhận diện các chủng nấm mốc đã tuyển chọn 

Đ  định d nh s  b  c c chủng có khả năng sinh enzy e chi  s n se,  iến hành q  n s   

đ i th   à  i  h      c khi tuy n ch n cấp hai. 

Kết quả q  n s   đ i th  c c kh ẩn l c đ ợc cấy chấ  đi     ên đĩ   h ch PGA, ủ ở 

nhi   đ   hòng    ng 96 giờ  C c kh ẩn l c đ ợc q  n s   ch   hấy khuẩn  y có  à    ắng  à 

bà   ử có  à    nh, đen, c   n    

Bảng 2. Kết quả q  n s   hình  h i kh ẩn l c  à  i  h  của m t số nấm mốc 

Ký hi u 

giống 
Đặc đi m khuẩn l c 

Hình ảnh đ i th  sau 96 giờ 

n  i cấy   ên   i    ờng PGA 

Hình ảnh vi th  q  n s   

 hóng đ i 400 l n 

BL1 

Mốc xanh; sợi bà   ử 

trắng; vi n ng ài   ắng; 

d ng mặt mịn, len xốp, lồi 

  

DL2 

Mốc   nh; bà   ử xanh; 

sợi bà   ử trắng; vi n 

ng ài   ắng; d ng mặ  có 

khí ,  ịn, len xốp 
  

DL3 

Mốc đen; sợi bà   ử trắng; 

 òng ng ài trắng, bà   ử 

đen 

  

DL6 

Mốc c   n  ; sợi bà   ử 

trắng;  òng ng ài   ắng; 

d ng mặt mịn, len xố , có 

khí ; có sắc tố hò    n 

  

BT3 

Mốc l c  àng; d ng mặt 

 en;  à   ặ  s   kh ng 

 à ; kh ng có gi t tiết; 

kh ng có sắc tố hò    n  
  

MD2 

Mốc đen; sợi bà  tử trắng; 

 òng ng ài   ắng; kh ng 

có sắc tố hò    n 

 
 

Q  n s    i  h  d  i kính hi n vi ở vậ  kính X40 có đ   hóng đ i 400 l n bằng  h  ng 

 h    hòng ẩm cho thấy c c chủng nấ  đ   có đặc đi    à kh ẩn  y có   ch ngăn, gi  bà  

tử tr n  h     i n t  tế bà  ch n, nh   à     nh nh của khuẩn ty, g n thẳng góc   i tr c của 

tế bà  ch n  Gi  bà   ử tr n kh ng có nh nh, có  h n đỉnh to ra  hành b ng hình ch y, hình 

e i , hình nửa c u hoặc hình c u. B ng này g i  à b ng đỉnh gi    ng c c  h  bình  C c  h  

bình này h ặc s ng s ng  à h    hành c m ở ph n đỉnh b ng, hoặc xế   hành  i  s   nh   
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  ên b  mặt b ng. Th  bình h ặc chỉ có   t t ng hoặc  à có h i   ng  C c bà   ử tr n đ ợc 

t    hành nối tiếp nhau trong mi ng th  bình,  hành ch ỗi h  ng gốc, (bà   ử ở ngay mi ng 

th  bình  à n n nhấ , càng     i ng th  bình  hì càng già) kh ng  h n nh nh  Khối bà   ử 

tr n đỉnh b ng có c c hình d ng hình c  , hình  i   ỏ    òn [20]  Kết quả  he  dõi hình  h i 

khuẩn l c nấm mốc  à q  n s    i  h  c c chủng sàng   c đ ợc, b  c đ   đ    c định đ ợc 

c c chủng BL1, BT3, DL2, DL3, DL6  à MD2 đ u thu c chi Aspergillus sp.  

Ph  ng  h   ki m tra ho    ính enzy e chitosanase nhờ  à   òng  hủy  h n  à   t 

 h  ng  h   đ n giản  à  hổ biến d ng đ  đ nh gi  s  b  ho    ính chi  s n se của nấm 

mốc    ng b  c đ    h n  ậ   Đ  có đ ợc kết quả chính   c  à ch n đ ợc chủng nấm sinh 

tổng hợ  chi  s n se c    hì 6 chủng nấm mốc sẽ đ ợc n  i cấy   ên   i    ờng b n  ắn  à 

thu dịch enzy e  h  đ    c định ho    ính   

3.3.1. Kết quả s ng lọc cấp hai các chủng nấm mốc có khả năng sinh tổng hợp enzyme 

chitosanase cao 

Sau khi tiến hành n  i cấy 6 chủng nấm mốc   ên   i    ờng MT3 có bổ sung chitosan 

0,5 ( /w), có đ  ẩm 60%. Sau 96 giờ tiếp t c thu dịch enzy e  h   à   c định ho    ính 

enzyme bằng  h  ng  h   DNS  Kết quả đ ợc   ình bày ở Bảng 3 cho thấy, c c chủng có 

ho    ính chi  s n se d   đ ng 0,08 1,17 UI/ L  T  ng đó, chủng BT3 có khả năng sinh 

tổng hợp chitosanase tốt nhất so v i c c chủng kh c  H     ính của chủng này s   96 giờ 

n  i cấy  à 1,17 UI/ L, ch   hấy ti   năng  ốt cho vi c sản xuấ  enzy e chi  s n se  S   đó 

 à chủng DL2 có ho    ính 0,32 UI/ L  à chủng BL1 có ho    ính thấp nhấ   à 0,08 UI/mL. 

Nghiên cứu của Nguyen et al. (2014) đ   h n  ậ  đ ợc 34 chủng nấm t  đất ở tỉnh Đăk Lăk 

  ng T y Ng yên của Vi   N  , sàng   c đ ợc 5 chủng sinh enzy e chi  s n se có h     ính 

cao. Chủng D4 m nh nhấ  đ  đ ợc ch n đ  tối    hó  c c q     ình  à  h ng số   i    ờng. 

D     ên hình  h i h c, chủng D4 đ  đ ợc   c định s  b  thu c   ài Penicillium. Bằng giải 

  ình    gen  RNA 18S   c định D4  à Penicillium janthinellum, D4 đ ợc n  i cấy   ên   i 

   ờng b n  ắn thu nhận đ ợc enzyme chit s n se có h     ính 2,2  UI/g [21]. T c giả Ng  

X  n M nh  à cs (2009) đ    a ch n đ ợc 4 chủng x  khuẩn (Streptomyces griceus) có khả 

năng sinh  ổng hợp chitosanase, chủng NN2 có khả năng sinh  ổng hợp chitosanase cao nhấ  đ  

đ ợc l a ch n n  i cấy   ên   i    ờng M0,  h  đ ợc enzy e chi  s n se có h     ính  à 

0,371 UI/mL [19]. T c giả Si     à cs (2012) đ  tiến hành tối      i    ờng b n  ắn n  i cấy 

chủng Trichoderma koningii sp. có khả năng sinh chi  s n se ho    ính  à 4,84 UI/g    ng ứng 

1,08 UI/mL [15]. The  nghiên cứu của Zhang et al. (2000) đ  thu nhận  à  inh s ch 

chitosanase t  Aspergillus oryzae IAM 2660 cho thấy ho    ính d ng dịch enzy e  h   h  đ ợc 

 à 0,05 UI/ L [8]. D  đó c c chủng nấm mốc  à nghiên cứ  đ   h n  ậ  đ ợc cho thấy có 

ti   năng ứng d ng đ  n  i cấy thu nhận enzyme chitosanase. 

Bảng 3. Ho    ính chi  s n se củ  c c chủng nấm mốc    ng   i    ờng MT3 

STT Ký hi u giống Ho    ính chi  s ne (UI/ L) 

1 BL1 0,08
e
 ± 0,01 

2 BT3 1,17
a
 ± 0,02 

3 DL2 0,32
b
 ± 0,02 

4 DL3 0,15
d
 ± 0,01 

5 DL6 0,24
c
 ± 0,02 

6 MD2 0,25
c
 ± 0,01 

(abcde à gi    ị    ng bình c t s  s i kh c ký    có ý nghĩ  s i kh c    mặt thống kê ( <0,05)) 
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3.3.2. Kết quả định danh chủng nấm mốc 

T  kết quả sàng   c s  cấ   à   y n ch n cho thấy 4 chủng BT3, DL2, DL6, MD2 có 

ho    ính  ố  h n s    i c c chủng còn   i. 4 chủng nấ  đ ợc ch n gửi đi định danh bằng 

 h  ng  h     c định   ình    gen   ng ITS   i c ng  y Ph  S   T ình    m t ph n đ  n 

ITS1-5  à 8S-ITS2 của 4 chủng nấ  có kích  h  c t  555 bp t i 578 b     ng đồng t  

99,65 100% so v i   ình    tham chiế    ên ng n hàng GenB nk NCBI (N  i n   Cen e  f   

Biotechonogy Information).  

 

Hình 4. C y  hả h  bi u diễn mối  iên h  giữa 4 chủng ch n l c  à c c   ài d    à    ình    ITS 

(T ình    tham chiếu thu nhận   ên c  sở dữ li u của GenBank)  

C  th , chủng BT3    ng đồng 100% v i Aspergillus flavus ID MG799220.1; chủng 

DL2 có s     ng đồng 100% so v i Aspergillus toxicarius ID MH876763 1; DL6 có s  

   ng đồng 99,65% v i Aspergillus terreus ID MK204932 1; MD2    ng đồng 99,89% v i 

Aspergillus niger ID MG675233.1. Kết hợp v i c c q  n s      hình  h i  à  h n  ích   ình 

t  gen ITS, 4 chủng nấ  đ  đ ợc định d nh BT3, DL2, DL6, MD2    ng ứng  à Aspergillus 

flavus, Aspergillus toxicarius, Aspergillus terreus, Aspergillus niger thu c c ng chi 

Aspergillus. Mối quan h   h   sinh chủng lo i của 4 chủng nấ  nghiên cứu v i m t số đ i 

di n đ ợc   ình bày ở Hình 4  C y  h   sinh chủng lo i của 4 lo i nấm cho thấy c ng ngành 

nấ   úi (Asc  yc  in ) 

Trong 4 chủng đ ợc định d nh có chủng DL2  à Aspergillus toxicarius đ ợc  ì  hi u 

thấy có í  nhấ  c c nghiên cứ   iên q  n đ ợc c ng bố. Aspergillus toxicarius l n đ u  iên 

đ ợc  h   hi n  à  nă  1966  h  c nhó  có khả năng sinh đ c tố aflatoxins cao [22]  Đ  có 

định h  ng m i ch  c c nghiên cứu tiếp theo, Aspergillus toxicarius đ ợc nghiên cứu kỹ 

h n  à đ ợc     ả hình  h i kh ẩn l c    ng 7 ngày n  i cấy. Kết quả q  n s   đ ợc th  hi n 

trong Bảng 4.  

Chủng nấm mốc Aspergillus toxicarius đ ợc n  i cấy   ên đĩ   e  i có   i    ờng 

PGA, hình  h i kh ẩn l c có  i n trắng, b  mặt nhăn, h  sợi nấ  dày b ng  ên,   ên b  mặt 

kh ng có gi t tiế   à kh ng  iết sắc tố      i    ờng,  à  sắc  à đ ờng kính kh ẩn l c thay 

đổi    ng q     ình sinh    ởng  à  h     i n, t  xanh nh t t i   nh đậm v i m    ài   ng 

đố  n  , đ ờng kính 1,0-7,5 cm trong thời gian ủ t  1-7 ngày    

 MH876763.1 Aspergillus toxicarius

 DL2

 MH876962.1 Aspergillus toxicarius

 MH876759.1 Aspergillus toxicarius

 DL6

 MH878509.1 Aspergillus terreus

 MK204932.1 Aspergillus terreus

 MH877949.1 Aspergillus terreus

 MG675233.1 Aspergillus niger

 BT3

 MH345909.1 Aspergillus flavus

 MG799220.1 Aspergillus flavus

 MK397504.1 Aspergillus sp.

 MD2

 AM270052.1 Aspergillus niger
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Bảng 4. Hình  h i kh ẩn l c DL2  q  n s      ng 7 ngày n  i cấy 

Ngày 1 2 3 4 

Hình  h i 

    

Đ ờng kính (c ) 1,0 2,5 3,6 4,6 

M   ả đặc đi m 

H  sợi trắng,  ành 

ng ài   ắng,   ên b  

mặ  kh ng có gi t tiết 

 à kh ng  iết sắc tố ra 

  i    ờng 

H  sợi trắng, xuất hi n 

bà   ử xanh nh t, vi n 

ng ài   ắng, có khí , 

  ên b  mặ  kh ng có 

gi t tiế   à kh ng  iết 

sắc tố      i    ờng 

H  sợi trắng, bà   ử   nh đậm, 

vi n ng ài   ắng, có khí ,   ên 

b  mặ  kh ng có gi t tiế   à 

kh ng  iết sắc tố      i    ờng, 

đ ờng kính kh ẩn l c  

Ngày 5 6 7 

Hình  h i 

   

Đ ờng kính (c ) 5,4 6,8 7,5 

M   ả đặc đi m 

H  sợi trắng,   ên b  

mặ  kh ng có gi t tiết 

 à kh ng  iết sắc tố ra 

  i    ờng, t         

ng ài bà   ử   nh đậm 

chuy n sang xanh 

nh t, vi n ng ài   ắng 

H  sợi trắng m c dày b ng  ên,   ên b  mặ  kh ng có 

gi t tiế   à kh ng  iết sắc tố      i    ờng. Khuẩn l c 

nhăn, có  à    nh nh     ên b  mặ  đĩ   e  i  à   nh 

đậm ở mặ  s    Bà   ử b n đ    à    nh s   ch y n 

s ng  à  n    Đ ờng kính kh ẩn l c t  6 7 cm, cao 

nhấ   à 8 c     ng  hời gian ủ khoảng 1 tu n ở 30 
o
C 

[22]. 

   

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứ  đ   ấy 5 m   đất ở c c đi m kh c nh   ở   ng N   B   h n  ậ  đ ợc 18 

chủng nấm mốc. T  những c   h   h n  ập đ  ch n đ ợc c c chủng có   i n v ng ở b  c 1  à 

b  c 2 l n   ợ   à 6  à 4 chủng thu c   ài Aspergillus có ho    ính chi  s nse    ng   i    ờng 

b n  ắn có bổ sung chitosan. Ho    ính cao nhất của chủng có   i n v ng  à 1,17 UI/mL. C c đi u 

ki n n  i cấy nấm mốc sẽ đ ợc tiến hành  ối    ở những nghiên cứu tiếp theo nhằm thu nhận 

đ ợc enzyme chitoasane ứng d ng thủy  h n  h  nhận g  c s  in có h     ính sinh h c. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứ  này d  T  ờng Đ i h c C ng nghi   Th c  hẩ  TP. Hồ Chí 

Minh bả    ợ  à cấ  kinh  hí  he  Hợ  đồng số 56/HĐ-DCT  T  n    ng cả   n Kh   C ng 

ngh  Sinh h c đ      đi u ki n  à c c b n sinh  iên  à  đồ  n ch yên ngành CNSH 

06DHSH đ  giú  đỡ nhó    c giả h àn  hành nghiên cứ  này  
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ABSTRACT 

SCREENING CHITOSANASE-PRODUCING FUNGI FROM SOIL SAMPLES  

IN SOUTHERN VIETNAM 

Dao Thi My Linh*, Nguyen Thi Quynh Mai,  

Pham Thi Phuong Thuy, Ho Thi Mai, Pham Thị Ki  Ng n 

Ho Chi Minh City University of Food Industry 
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This study aimed to isolate fungal strains capable of producing chitosanase with high 

activity. From 18 isolates obtained from different sources, only 6 isolates were selected 

based on the size of the chitosan hydrolysis zone (7,67-20 mm). Among these, 4 strains with 

highest chitosanase activity (0,08-1,17 UI/mL) were analyzed by the ITS sequence. The 

identified strains were confirmed to be Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus 

terreus and Aspergillus toxicarius. Those are considered potential producers of chitosanase 

and would be subjected to further investigation of optimum culture conditions for maximal 

chitosanase activity production. 

Keywords: Fungal strains, chitosanase, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus 

terreus, Aspergillus toxicarius. 


