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ABSTRACT 

Twenty seven strains of black fungi isolated from the peels of citrus fruits 
(oranges, lemons, grapefruits), apples and figs, and 2 control strains grew 
on casein agar (0.5 % glycerol, 0.3 % yeast extract, 0.5 % NaCl, 2% agar 
and 1 % casein w/v at pH 5) to evaluate their proteolytic activities. The 
results showed that those strains could efficiently secrete protease when 
they grew on casein agar. Among these isolates, 4 strains (namely N1, R1, 
R4, Sa2 which were isolated from the peels of Citrus lemon -“chanh num”, 
Citrus maxima - “Nam Roi” pomelo and Citrus nobilis - “cam sanh”) 
were screened based on the average clear zone diameters (d) which were 
larger than 10 mm, and the ratio of clear zone diameters (d) to colony 
diameter (D) ranging from 0.62-0.65. The highest protease activity (1.26 ± 
0.16 U/mL) was observed when the combination of 2 strains Sa2 and R4, 
with the ratio of 1:3 respectively, fermented for 2 days in liquid culture, 
using Czapeck Dox with 1% casein as substrate. The identification 
by sequencing of 28S rRNA gene revealed that 2 selected isolates, Sa2 and 
R4, had 99 ÷ 100% identity to Aspergillus niger. 

TÓM TẮT 

Hai mươi bảy (27) dòng nấm sợi đen có nguồn gốc từ vỏ các loại quả 
citrus (cam, chanh, bưởi), táo, sung và 2 dòng Aspergillus niger đối chứng 
được chủng vào môi trường agar – casein (glycerol 0,5 %; dịch chiết nấm 
men 0,3%; NaCl 0,5 %, agar 2 % và casein 1 %, w/v ở pH 5) để đánh giá 
khả năng sinh protease. Kết quả cho thấy tất cả các dòng nấm khảo sát 
đều có khả năng tiết ra protease khi phát triển trên môi trường agar – 
casein. Trong đó, 4 dòng nấm (ký hiệu N1, R1, R4, Sa2 có nguồn gốc từ 
chanh núm, bưởi Năm roi và cam sành) được tuyển chọn dựa trên tỷ lệ 
đường kính vòng thủy phân casein (d) lớn hơn 10 mm và tỷ lệ giữa đường 
kính vòng thủy phân casein (d) và đường kính vòng phát triển của nấm 
mốc (D) đều từ 0,62-0,65. Sự kết hợp của 2 dòng Sa2 và R4 với tỷ lệ 1:3 
cho kết quả sinh tổng hợp protease tốt nhất, hoạt tính protease sau 2 ngày 
lên men lỏng trong môi trường Czapeck Dox có bổ sung 1% casein làm cơ 
chất cảm ứng là 1,26±0,16 U/mL. Kỹ thuật giải trình tự gene 28S rRNA 
cũng được áp dụng để nhận diện hai (2) dòng Sa2 và R4, kết quả cho thấy, 
2 dòng này đều thuộc Aspergillus niger với mức độ đồng hình 99 ÷ 100%. 
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1 ĐẶT VẤN ĐỀ 

Enzyme là chất xúc tác sinh học đang được sử 
dụng rộng rãi trong nhiều ngành công nghiệp khác 
nhau. Nhu cầu về enzyme ngày càng tăng do hiệu 
quả của chúng đem lại. Trong đó, các loại enzyme 
vi sinh vật có nhiều ưu điểm hơn enzyme động vật 
và thực vật do chúng có hoạt tính thủy phân cao 
hơn và sản lượng lớn hơn. Bên cạnh đó, nguồn 
cung cấp enzyme này ổn định, không phụ thuộc 
theo mùa và vi sinh vật sinh trưởng nhanh trên môi 
trường đơn giản, rẻ tiền (Nguyễn Thị Thảo và 
Quyền Đình Thi, 2004). Khoảng 2% vi sinh vật 
trên thế giới đã được thử nghiệm là có enzyme 
(Padmavathi, 2013). 

Protease (còn gọi là proteinase hoặc peptidase) 
là nhóm enzyme xúc tác cho phản ứng thủy phân 
liên kết peptide (-CO-NH-) của chuỗi polypeptide. 
Protease chiếm khoảng 60% thị trường enzyme 
công nghiệp (Rao et al., 1998), trong đó, protease 
từ vi sinh vật chiếm khoảng 40% tổng số enzyme 
được bán trên toàn thế giới (Godfrey and West, 
1996). Nghiên cứu tổng hợp protease từ vi sinh vật 
ở Việt Nam vẫn đang được tiến hành hơn thập niên 
qua, tuy nhiên những kết quả đạt được trong lĩnh 
vực này vẫn chưa đáp ứng được việc mở rộng quy 
mô sản xuất và ứng dụng của nhóm enzyme này 
trong đời sống.  

Aspergillus niger là dòng nấm sợi phân bố rất 
rộng rãi trên nhiều loại cơ chất tự nhiên và trong 
các sản phẩm nông nghiệp (Pansear et al., 2010), 
được biết đến với khả năng sinh tổng hợp nhiều 
loại enzyme, trong đó có protease (Paranthaman et 
al., 2009). Việc tuyển chọn được dòng nấm mốc 
phù hợp với điều kiện môi trường ở Việt Nam, 
giúp thúc đẩy sự tổng hợp enzyme mong muốn 
đóng vai trò rất quan trọng, là cơ sở bước đầu cho 
việc xác định tính chất và nghiên cứu khả năng ứng 
dụng của protease vào thực tế. Chính vì vậy, mục 
tiêu của nghiên cứu là tuyển chọn dòng nấm mốc 
bản địa phù hợp cho quá trình sinh tổng hợp 
protease đạt hiệu quả.  

2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Phương tiện nghiên cứu 

Thí nghiệm được tiến hành tại Bộ môn Công 
nghệ Thực phẩm, Khoa Nông nghiệp và Sinh học 
Ứng dụng, Trường Đại học Cần Thơ. 

Tổng cộng 27 dòng nấm mốc màu đen đã được 
phân lập từ vỏ các loại quả citrus, táo và sung, đã 
xác định tính chất (Trần Thanh Trúc, 2013), được 
trữ mẫu tại Phòng thí nghiệm Bộ môn Công nghệ 

Thực phẩm, Khoa Nông nghiệp và Sinh học Ứng 
dụng, Trường Đại học Cần Thơ. Các dòng nấm này 
đều đã được thử nghiệm sơ bộ cho thấy có khả 
năng sinh trưởng tốt và có khả năng sinh protease. 

Ký hiệu của các dòng nấm mốc theo nguồn 
phân lập từ cam sành (2 dòng: Sa2,

 
Sa3), cam soàn 

(1 dòng So2), hạnh (1 dòng H4), bưởi da xanh (1 
dòng X3), bưởi Năm roi (2 dòng R1 và R4), chanh 
giấy (2 dòng G2 và G4), chanh núm (1 dòng N1), 
táo Red Delicious (4 dòng Re1, Re1, Re3, Re4), táo 
Gala (4 dòng Ga1, Ga2, Ga3, Ga4), táo ta (4 dòng: 
T1, T2, T3, T4), sung (5 dòng S1, S3, S4, S5, S6).  

Hai dòng đối chứng được chọn lựa là dòng 
Aspergillus niger R92 được phân lập từ gừng, có 
nguồn gốc từ trường Đại học Lomonosov, Nga và 
dòng Aspergillus niger, ký hiệu V được phân lập  
từ đất, được trữ mẫu tạo Viện Nghiên cứu và  
Phát triển Công nghệ sinh học, Trường Đại học 
Cần Thơ. 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1 Phương pháp phân tích và đo đạc các 
chỉ tiêu 

Tuyển chọn dòng A. niger đặc hiệu đối với 
protease: Khả năng sinh protease được đánh giá 
dựa trên sự thủy phân casein thông qua đường kính 
của vòng thủy phân casein dựa vào chất chỉ thị 
màu Coomassie Brilliant Blue R-250 (Shivakumar, 
2012). 

Lên men lỏng sinh tổng hợp protease: sử dụng 
môi trường Czapeck Dox có 1% casein với thời 
gian lên men 48 giờ (Coral et al., 2003). 

Xác định hoạt tính protease: Xác định bằng 
phương pháp ACP (CD: 60743) trên nguyên tắc 

Protein + H2O      protease          peptide 

Sự hiện diện của peptide được đo lường như 
đương lượng tyrosine sinh ra bằng phương pháp 
quang phổ ở bước sóng 660 nm. Trong đó, một đơn 
vị hoạt tính (U) được định nghĩa là lượng enzyme 
tương ứng với sự biến đổi màu của một microgam 
tyrosine sinh ra từ sự thủy phân protein (casein) do 
protease trong thời gian một phút ở nhiệt độ 37C 
và pH 2,7. 

2.2.2 Phương pháp đo đạc và xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được bố trí ngẫu nhiên, lặp lại ít 
nhất 3 lần. Thông số tương ứng với kết quả khảo 
sát đã lựa chọn từ thí nghiệm trước được sử dụng 
làm nhân tố cố định cho thí nghiệm kế tiếp. Số liệu 
được thu thập và xử lý bằng phần mềm thống kê 
Statgraphics Centurion 15.2 và phần mềm Excel. 
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Phân tích phương sai (ANOVA) và kiểm định 
Duncan hay LSD để kết luận về sự sai khác giữa 
trung bình các nghiệm thức. 

2.3 Bố trí thí nghiệm 

2.3.1 Thí nghiệm 1: Khảo sát sơ bộ dòng nấm 
mốc đặc hiệu cho quá trình sinh tổng hợp protease 

Thí nghiệm được thực hiện với mục tiêu phân 
nhóm và tuyển chọn các dòng nấm mốc có khả 
năng tạo ra protease dựa trên việc đo đường kính 
vòng thủy phân casein trên môi trường casein - 
agar. Khả năng sinh protease được đánh giá dựa 
trên sự thủy phân casein thông qua đường kính của 
vòng thủy phân casein với sự nhận biết dựa vào 
chất chỉ thị Coomassie Brilliant Blue R-250 
(Shivakumar, 2012).  

Các dòng nấm mốc khảo sát được nuôi cấy trên 
đĩa petri với môi trường PDA, sau 2-3 ngày, ở 
nhiệt độ 30 ± 2°C. Sau đó, các dòng nấm này được 
pha thành dung dịch huyền phù bào tử nấm với mật 
số 105 cfu/mL (Shivakumar, 2012). Môi trường 
thạch với pH 5 gồm các thành phần chính là 
glycerol 0,5%, dịch trích nấm men 0,3%, NaCl 
0,5%, agar 2% và casein 1%. Môi trường trên được 
đun tan chảy và cho vào các dĩa petri, sau đó dùng 
khoan nút đục lỗ trên đĩa thạch (đường kính 3 
mm). Chủng vào mỗi lỗ 0,1 mL huyền phù bào tử 
nấm (mật số 105 cfu/mL) đã chuẩn bị, ủ ở nhiệt độ 
30 ± 2ºC. Sau 24 giờ ủ, nhỏ dung dịch Coomassie 
Brilliant Blue R-250 lên bề mặt thạch, để yên 2 
giờ. Đo đường kính vòng thủy phân casein (d, mm) 
và đường kính vòng phát triển của nấm mốc  
(D, mm). 

Việc chọn lựa các dòng nấm mốc có khả năng 
tổng hợp protease cao dựa vào đường kính vòng 
thủy phân casein. 

2.3.2 Thí nghiệm 2: Khảo sát khả năng kết 
hợp của các dòng nấm mốc đặc hiệu có khả năng 
sinh tổng hợp protease cao 

Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu lựa 
chọn phương án kết hợp các dòng nấm mốc đặc 
hiệu để hoạt tính protease thu được là cao nhất từ 
các dòng nấm mốc được tuyển chọn mang khả 
năng sinh protease cao ở thí nghiệm 1 (dự kiến 4 
dòng nấm, ký hiệu 1, 2, 3 và 4, kết hợp cặp đôi 
theo tỷ lệ huyền phù bào tử 1:1). 

Thí nghiệm được thực hiện tương tự thí nghiệm 
1. Các dòng nấm mốc có khả năng sinh protease 
cao trong thí nghiệm 1 được chọn và huyền phù 
được pha loãng đến mật số 105 cfu/mL. Riêng các 
nghiệm thức kết hợp của hai dòng nấm mốc, tỷ lệ 

phối trộn của hai dòng nấm mốc là 1:1 và được 
thực hiện trong điều kiện vô trùng. Huyền phù bào 
tử nấm của 4 dòng riêng lẻ và 6 nghiệm thức kết 
hợp sẽ được chủng vào môi trường casein – agar. 

Hai dòng nấm mốc kết hợp thích hợp có khả 
năng tạo ra protease nhiều nhất dựa theo đường 
kính vòng thủy phân casein d (mm) và tỷ lệ d/D 
(đường kính vòng thủy phân casein/ đường kính 
vòng phát triển của nấm mốc). 

2.3.3 Thí nghiệm 3: Khảo sát sự ảnh hưởng 
của tỷ lệ kết hợp hai dòng nấm mốc đặc hiệu đến 
khả năng sinh tổng hợp protease 

Mục tiêu của thí nghiệm này là đánh giá tác 
động của việc kết hợp 2 dòng nấm mốc đặc hiệu 
(được lựa chọn ở thí nghiệm 2) với các tỷ lệ khác 
nhau đến khả năng sinh protease vào môi trường.  

Nghiên cứu được thực hiện giống như ở thí 
nghiệm 2 với 2 dòng nấm kết hợp có tính đặc hiệu 
với protease đã được lựa chọn từ thí nghiệm 2. Tuy 
nhiên, huyền phù bào tử nấm mốc của 2 dòng ở 
cùng mật số 105 cfu/mL được phối trộn theo các tỷ 
lệ kết hợp khác nhau, thay đổi từ 1: 1, 2: 1 (1:2), 3: 
1(1: 3) và 4: 1 (1:4),... 

Bên cạnh đó, 7 tỷ lệ huyền phù bào tử của 2 
dòng nấm mốc đã được chọn lựa cũng được lên 
men lỏng để xác định hiệu quả sinh tổng hợp 
protease. Quá trình lên men trong bình tam giác 
250 mL chứa 60 mL môi trường Czapeck Dox có 
bổ sung 1% casein, thanh trùng ở 121°C trong 20 
phút. Chủng vào 1 mL hỗn hợp huyền phù bào tử  
nấm (105 cfu/mL) ở các tỷ lệ kết hợp khác nhau 
theo khảo sát và ủ ở nhiệt độ 30 ± 2°C trong 48 giờ 
(Coral et al., 2003). Enzyme thô thu được sau quá 
trình lọc sinh khối bằng giấy lọc Whatman, sử 
dụng để xác định hoạt tính protease (U/mL).  

Tỷ lệ kết hợp của 2 dòng nấm mốc được chọn 
lựa dựa trên đường kính vòng thủy phân casein d 
(mm), tỷ lệ d/D và hoạt tính protease thu được 
tương ứng từ quá trình lên men lỏng. 

2.3.4 Nhận diện dòng nấm mốc đã tuyển chọn 
bằng kỹ thuật sinh học phân tử 

Áp dụng kỹ thuật PCR giải trình tự gene 28S 
rRNA và tra cứu bằng phần mềm Blast N để định 
loại chính xác A. niger. Đoạn mồi U1/U2 (Sandhu 
et al., 1995) được sử dụng để khuếch đại một đoạn 
260 bp của khu vực D1/D2 đoạn gene 28S rDNA:  

 U1f GC (5' - CGC CCG CCG CGC GCG GCG 
GGC GGG GCG GGG GTG AAA TTG TTG 
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AAA GGG AA - 3'; Sigma) ; U2r (5' - GAC TCC 
TTG GTC CGT GTT - 3'; Sigma) 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Đánh giá khả năng sinh tổng hợp 
protease từ các dòng nấm mốc bản địa 

Vòng thủy phân casein có mối quan hệ với 
lượng protease tiết ra bởi nấm mốc (Vermelho et 
al., 1996). Dựa vào kết quả thí nghiệm, các dòng 
nấm mốc được phân thành các nhóm riêng biệt 
theo tỷ lệ giữa đường kính vòng thủy phân casein 
(d) và đường kính vòng phát triển của nấm mốc 
(D) và dao động từ 0,39 đến 0,65. Hình ảnh minh 
họa hiệu quả thủy phân casein của 2 dòng A. niger 
điển hình R4 và Re4 (Hình 1) cho thấy, đường kính 
vòng thủy phân casein của dòng Re4 khá nhỏ khi so 

sánh mẫu R4. 

 Ở tỷ lệ d/D <0,5 thể hiện khả năng thủy 
phân casein thấp gồm 4 dòng: Re1, Ga4, Nga, Re3 
có đường kính vòng thủy phân thấp 
(5,027,80mm) mặc dù đường kính vòng phát triển 
của nấm mốc tương đối lớn (12,9715,92). 

 Ở tỷ lệ (0,5  d/D <0,6) gồm 18 dòng (S3, 
S6, S4, S5, So2, T4, X3, G2, Ga2, G4, Sa3, T3, H4, Re4, 
T2, Re2, Ga3, Ga1) với khả năng thủy phân casein 
và phát triển ở mức tương đối. Các dòng này có 
khả năng sinh tổng hợp protease nhưng không phải 
là dòng đặc hiệu. 

 Các dòng còn lại có tỷ lệ d/D> 0,6 (bảng 1) 
với vòng thủy phân và phát triển lớn gồm 7 dòng: 
Sa2, R4, N1, R1, V, S1, T1 (nhóm 3). 

                    

Hình 1: Vòng thủy phân protease trên môi trường casein - agar sau 24 giờ ủ ở 30°C và nhận diện với 
thuốc thử Coomassie Brilliant Blue R-250 1% 

Bảng 1: So sánh hiệu quả thủy phân casein của các dòng A. niger mạnh 

TT Dòng A. niger 
Đường kính vòng thủy 

phân casein (d, mm) 
Đường kính phát triển 
của nấm mốc (D, mm) 

Tỷ lệ d/D 

1 T1 8,420,85b 13,961,27c 0,60 0,02c 
2 S1 10,290,43a 17,000,77a 0,61 0,02bc 
3 V 8,960,19b 14,500,32c 0,62 0,02bc 
4 N1 10,500,52a 16,960,77a 0,62 0,01bc 
5 R1 10,330,49a 16,460,89ab 0,63 0,02ab 
6 R4 10,120,41a 15,630,77b 0,65 0,02a 
7 Sa2 10,630,47a 16,380,97ab 0,65 0,03a 

Các giá trị mẫu tự đi kèm giống nhau ở cùng một cột khác biệt không ý nghĩa về mặt thống kê theo phép thử Duncan ở 
độ tin cậy 95% 

Đặc biệt dòng Sa2 có nguồn phân lập từ vỏ quả 
cam sành có tỷ lệ d/D cao nhất (0,65) trong các 
dòng khảo sát với đường kính vòng thủy phân 
casein 10,63 mm và đường kính phát triển của nấm 
mốc là 16,38 mm. Đáng chú ý là các dòng V, T1 có 

vòng thủy phân casein không cao lần lượt là 8,96 
mm và 8,42 mm nhưng tỷ lệ với sự phát triển của 
nấm mốc nên tỷ số d/D lớn. Các dòng Sa2, R4, R1, 
N1, V có tỷ lệ d/D cao (d/D ≥ 0,62) nhưng có sự 
khác biệt về đường kính vòng thủy phân casein. 
Các dòng Sa2, R4, N1, R1 có đường kính vòng thủy 
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phân casein (d) lớn dao động từ 10,12 đến 10,63 
mm nhưng ngược lại giá trị d của dòng V lại thấp 
(8,96 mm).  

Kết quả đo đạc cũng cho thấy, hầu hết các dòng 
nấm mốc có nguồn gốc từ táo Gala, Táo Red 
Delicious và gừng đều cho hoạt tính protease 
không cao (thể hiện ở giá trị tỷ lệ d/D nhỏ), trong 
khi đó không có dòng nấm được phân lập từ chanh 
giấy, bưởi da xanh, hạnh, cam xoàn có tỷ lệ d/D ≥ 
0,6. Với 4 dòng được phân lập từ táo ta đã thu 
được dòng T1 có hoạt tính protease cao. Trong 5 
dòng phân lập được từ sung, dòng S1 thể hiện khả 
năng sinh tổng hợp protease cao. Điều này góp 
phần khẳng định tác động của nguồn phân lập đến 
khả năng sinh tổng hợp một loại enzyme đặc hiệu, 
cụ thể ở đây là protease. Đồng thời, với cùng một 
nguồn phân lập, không phải tất cả các dòng nấm 
mốc cùng loài đều có khả năng sinh tổng hợp một 
loại enzyme nhất định giống nhau (Sharma and De, 
2011). Nhiều nghiên cứu tuyển chọn dòng vi sinh 
vật đặc hiệu đối với protease dựa trên đường kính 
vòng thủy phân protein đặc hiệu trên môi trường 
casein – agar hay gelatin – agar (Radha et al., 
2012; Karthic et al., 2014) cũng cho kết quả tương 
tự. Nghiên cứu gần đây nhất của Karthic et al. 
(2014) đã đề xuất sử dụng môi trường casein – agar 
ở pH 5 để tuyển chọn dòng Aspergillus oryzae đặc 
hiệu với protease ưa acid và cho thấy dòng 
Aspergillus oryzae được tuyển chọn có đường kính 
vòng thủy phân casein là 1,15 cm, tuy nhiên trong 
thành phần môi trường ngoài casein còn bổ sung 
các dưỡng chất khác (g/L) như glucose 2; KH2PO4 

1,52; KCl 0,52; MgSO4.7H2O 0,52. Shivakumar 
(2012) cũng đã tuyển chọn các dòng Aspergillus 
bản địa được phân lập từ đất ở Bangalore (Ấn Độ) 
đặc hiệu với protease ưa acid sử dụng môi trường 
casein – agar ở pH 5. Nghiên cứu cũng đề xuất  
các dòng Aspergillus có đường kính vòng thủy 
phân casein lớn hơn 10 mm vào nhóm có khả năng 
sinh tổng hợp protease mạnh. Đồng thời, dòng 
Aspergillus niger có ưu thế đối với protease  
hơn hẳn các dòng Aspergillus cùng được phân lập 
từ đất. 

Dựa trên các kết quả thu nhận, các dòng Sa2, 
R4, N1, R1 được chọn là các dòng đặc hiệu đối với 
protease ưa acid.  

Việc khảo sát sự tương tác của hai dòng nấm 
mốc cùng loại nhằm tăng cường hiệu quả hoạt 
động sinh enzyme là bước cơ bản, đầu tiên có thể 
được áp dụng (Zhong-Tao et al., 2009). Trên cơ sở 
này, tiến hành xác định khả năng kết hợp 4 dòng 
nấm mốc có khả năng sinh tổng hợp protease hiệu 
quả nhất (dòng Sa2, N1, R4, R1).  

3.2 Đánh giá khả năng kết hợp dòng nấm 
mốc đặc hiệu đến hiệu quả thu nhận protease 

Khi quan sát sự phát triển của nấm mốc và sự 
thay đổi đường kính vòng thủy phân casein trên 
môi trường casein – agarose cho thấy, việc kết hợp 
hai dòng nấm mốc ở tỷ lệ 1 : 1 cho hiệu quả cải 
thiện hơn khi sự kết hợp giữa hai dòng có hoạt tính 
mạnh tương đồng nhau (Sa2+N1) hay các sự kết 
hợp còn lại giữa một dòng yếu với một dòng mạnh. 
Kết quả được thể hiện qua Bảng 2. 

Bảng 2: Ảnh hưởng của dòng nấm mốc Aspergillus niger kết hợp đến hiệu quả thủy phân casein 

TT Dòng A. niger 
Đường kính vòng thủy phân 

casein (d, mm) 
Đường kính phát triển 

nấm mốc (D, mm) 
Tỷ lệ d/D 

1 N1 10,500,74c 17,001,01a 0,620,01e 
2 R1 10,250,20c 16,500,48ab 0,620,01e 
3 R4 10,060,31c 15,380,52bc 0,650,01d 
4 Sa2 10,560,24c 16,000,41abc 0,660,03d 
5 N1+R4 10,751,17bc 15,811,43abc 0,670,02cd 
6 R1+N1 11,500,74ab 17,000,68a 0,680,02bcd 
7 Sa2+R1 11,500,61ab 16,690,94a 0,690,01bc 
8 R1+R4 10,690,55bc 15,250,65c 0,700,02ab 
9 Sa2+N1 11,500,54ab 16,380,60abc 0,700,02ab 

10 Sa2+R4 12,130,48a 16,941,30a 0,720,03a 

Các giá trị mẫu tự đi kèm giống nhau ở cùng một cột khác biệt không ý nghĩa về mặt thống kê theo phép thử Duncan ở 
độ tin cậy 95% 

Hình ảnh minh họa hiệu quả thủy phân protein 
của 2 dòng A. niger là R1 và R4 kết hợp cho thấy, 
đường kính vòng thủy phân casein của R1+R4 
không có sự khác biệt so với hai dòng R1, R4 riêng 

lẻ. Điều này có lẽ là do 2 dòng này đều xuất phát từ 
một nguồn phân lập (bưởi Năm Roi) nên không có 
sự khác biệt rõ về đặc điểm và không có tác động 
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kích thích hoạt động, sinh tổng hợp enzyme từ nấm 
mốc này. 

 
Hình 2: Vòng thủy phân casein của 2 dòng  

A. niger R1+R4 và R1, R4 riêng lẻ 

Tuy nhiên, trường hợp kết hợp hai dòng có khả 
năng tổng hợp protease với hoạt tính cao hơn (Sa2 
và N1) lại có sự khác biệt ý nghĩa về mặt thống kê 
so với hai dòng riêng lẻ tương ứng. Bên cạnh đó, 
sự kết hợp của hai dòng Sa2 và R4 cho hiệu quả thu 
nhận protease cao vượt trội và khác biệt có ý nghĩa 
về mặt thống kê khi so sánh với các nghiệm thức 
còn lại. Tỷ lệ d/D của sự kết hợp này cũng mang 

giá trị lớn nhất (0,72). Nghiên cứu của Wang et al. 
(2006) cũng cho thấy sự kết hợp giữa hai dòng sinh 
tổng hợp protease mạnh nhất (3,385±26 U/g và 
1,049±18 U/g) lại không cho hiệu quả cao 
(1,675±22 U/g). Trong khi đó, sự kết hợp giữa 
dòng mạnh nhất (3,385±26 U/g) với một dòng yếu 
hơn (1,030±19 U/g) lại cho kết quả tốt nhất 
(3,944±34 U/g). Nghiên cứu của Colombatto et al. 
(2005) đã chứng minh sự tương tác của hai dòng 
đồng khả năng nhằm gia tăng hiệu quả sinh tổng 
hợp một loại enzyme khác (cellulase). Điều này 
hoàn toàn phù hợp với quy luật phát triển của vi 
sinh vật trong quá trình sinh trưởng và phát triển 
(Đặng Thị Thu và Nguyễn Thị Xuân Sâm, 2009). 

Dựa trên kết quả khảo sát, hai dòng nấm mốc 
R4 và Sa2 được lựa chọn để nghiên cứu tỷ lệ kết 
hợp của hai dòng này trong quá trình sinh tổng hợp 
protease. 

3.3 Đánh giá khả năng kết hợp hai dòng Sa2 

và R4 đặc hiệu theo tỷ lệ khác nhau đến hiệu 
quả sinh tổng hợp protease 

Cặp nấm mốc Sa2 và R4 được kết hợp với các tỷ 
lệ khác nhau nhằm tìm ra tỷ lệ kết hợp tốt nhất cho 
sự sinh tổng hợp protase và kết quả được tổng hợp 
ở Bảng 3. 

Bảng 3: Ảnh hưởng của tỷ lệ kết hợp hai dòng Sa2 và R4 đến hiệu quả sinh tổng hợp protease hoạt tính cao 

TT 
Tỷ lệ kết hợp 
Sa2:R4 

Đường kính vòng 
thủy phân casein 

(d, mm) 

Đường kính vòng 
phát triển nấm mốc  

(D, mm) 
Tỷ lệ d/ D 

Hoạt tính protease 
(U/mL) 

1 1:1 12,310,43bc 16,88 0,25c 0,72 0,04ab 0,73±0,08b 
2 1:2 12,440,31ab 16,9 0,31c 0,73  0,03 ab 0,73±0,11b 
3 1:3 13,130,48a 17,31 0,38bc 0,76  0,03a 1,26±0,16a 
4 1:4 12,190,24bcd 17,130,14bc 0,71  0,01b 0,69±0,09b 
5 2:1 12,630,43ab 17,190,75bc 0,74 0,02ab 0,74±0,05b 
6 3:1 11,50 0,35d 17,810,38ab 0,65  0,02c 0,46±0,07c 
7 4:1 11,630,78cd 18,63 0,92a 0,62  0,04c 0,42±0,11cd 
8 1:0 10,560,24e 16,000,41d 0,660,03c 0,32±0,05cd 
9 0:1 10,060,31e 15,380,52d 0,650,01c 0,29±0,07d 

Các giá trị mẫu tự đi kèm giống nhau ở cùng một cột khác biệt không ý nghĩa về mặt thống kê theo phép thử Duncan ở 
độ tin cậy 95% 

Từ kết quả thống kê đường kính vòng thủy 
phân casein (d) trên môi trường thạch casein thấy 
rằng sự thay đổi tỷ lệ kết hợp của hai dòng nấm 
mốc có sự khác biệt lớn đến hiệu quả sinh tổng hợp 
protease. Ở các tỷ lệ kết hợp của Sa2 và R4 là 3:1, 
4:1 đường kính vòng thủy phân casein không được 
cải thiện. Khả năng sinh tổng hợp protease ở các tỷ 
lệ kết hợp này thấp (11,50-11,63 mm) và tỷ số d/D 
nhỏ. Bên cạnh đó, tỷ lệ kết hợp của dòng Sa2 và R4 

là 1:1 và 1:2 cho hiệu quả cải thiện hoạt tính 
protease khá cao với giá trị tỷ lệ d/D là 0,72-0,73. 
Ở tỷ lệ sử dụng 1:3 hay 2:1 của hai dòng nấm mốc 
này, đường kính thủy phân casein (d) lần lượt là 
13,13 và 12,63 mm và tỷ lệ d: D tương ứng là 0,76 
và 0,74. Xét về hoạt tính protease thu được ở 7 tỷ 
lệ kết hợp khác nhau, kết quả khảo sát cũng cho 
thấy, hoạt tính protease thu được có giá trị khá thấp 
khi lên men riêng lẻ một dòng nấm mốc Sa2 hay 
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R4, trong khi đó, việc sử dụng kết hợp 2 dòng Sa2 

và R4 ở tỷ lệ 1: 3 cho hoạt tính protease cao khác 
biệt có ý nghĩa thống kê khi so sánh với các tỷ lệ 
còn lại. Sự kết hợp của 2 dòng này ở tỷ lệ 2: 1 hầu 
như không tạo ra sự khác biệt về hoạt tính protease 
khi so sánh với các tỷ lệ 1: 1 hay 1:2. Nghiên cứu 
của Wang et al. (2006) cũng tìm ra tỷ lệ 1:4 của sự 
kết hợp hai dòng A. niger sinh tổng hợp protease 
mạnh và yếu cũng như tỷ lệ 1:1 của hai dòng A. 
niger đồng khả năng là điều kiện kết hợp thích hợp 
cho sự cải thiện đáng kể sự sinh tổng hợp đồng thời 
hemicellulase, pectinase, cellulase, glucoamylase 
và protease. 

Từ các kết quả thu nhận cho thấy, việc nghiên 
cứu tuyển chọn và kết hợp hai dòng A. niger Sa2 và 
R4 trong quá trình sinh tổng hợp protease là có tính 
khả thi. Dựa trên kết quả khảo sát, mức tỷ lệ kết 
hợp của hai dòng A. niger cho các nghiên cứu tiếp 
theo về xác định các yếu tố ảnh hưởng đến quá 
trình lên men sinh tổng hợp protease. 

3.4 Nhận diện 2 dòng Sa2 và R4 và bằng kỹ 
thuật sinh học phân tử 

Hai dòng nấm mốc có khả năng sinh tổng hợp 

PME hoạt tính cao (R4 và Sa2) được tiến hành định 
danh bằng kỹ thuật sinh học phân tử. Tiến hành 
khuếch đại đoạn 260 bp của vùng 28S – rDNA 
bằng cặp mồi đặc chủng U1 và U2. Phổ điện di sản 
phẩm PCR được nhân lên từ DNA của 2 dòng nấm 
mốc R4 và Sa2 có băng tương ứng ở vị trí 260 bp so 
với thang chuẩn (Hình 3). 

 
Hình 3: Phổ điện di của sản phẩm PCR của các 

mẫu nấm được khuếch đại 

Bìa phải: thang chuẩn 100 bp plus; 3 giếng còn lại 
tương ứng với 3 mẫu nấm R4, SO2 và Sa2 

 
Hình 4: Tỷ lệ tương đồng về gene của dòng nấm Sa2 và dòng A. niger  US11 

200 bp 

300 bp 
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Hình 5: Tỷ lệ tương đồng về gene của dòng nấm R4 và dòng A. niger BBEF1

Trình tự gene 28S rRNA của hai dòng Sa2 và 
R4 được xác định gồm: 

 Trình tự gene 28S rRNA của dòng Sa2: 

CATTCGTGCCGGTGTACTTCCCCGTGGG
CGGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGGCCGGTCA
AAGGCCCCTGGAATGTAGTGCCCTCCGGGG
CACCTTATAGCCAGGGGTGCAATGCGGCCA
GCCTGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCACG
GACGCTGGCATAATGGTCGTAAACGACCCG
TCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACAT
CTACGCGAGTGTTCGGGTGTCAAACCCGTG
CGCGCAGTGAAAG CGAACGG (Tổng số 
nucleotid: 257). 

 Trình tự gene 28S rRNA của dòng R4 

CAGGCTGGCCGCATTGCACCCCTGGCTA
TAAGGTGCCCCGGAGGGCACTACATTCCAG
GGGCCTTTGACCGGCCGCCCAAACCGACGC
TGGCCCGCCCACGGGGAAGTACACCGGCA
CGAATGCCGGCTGAACCCCGCGGGCGAGT
CTGGTCGCAAGCGCTTCCCTTTCAACAATT
TCACGTGCTGTTTAACTCTCTTTTCAAAGTG
CTTTTCATCTTTCGATCACTCTACTTGTGCG
CTATCGGTCTCC GGCC (Tổng số nucleotid: 
254). 

Sử dụng phần mềm Blast N, so sánh với trình 
tự DNA của các dòng nấm mốc có trong ngân hàng 
dữ liệu NCBI cho thấy, dòng Sa2 có tỷ lệ đồng 

hình với A. niger US11 là 100% (Hình 4), dòng R4 
có tỷ lệ đồng hình với A. niger BBEF1 là 100% 
(Hình 5). 

4 KẾT LUẬN 

Từ 27 dòng nấm mốc bản địa, sau quá trình 
tuyển chọn từng dòng riêng lẻ bằng phương pháp 
đo vòng thủy phân casein trên môi trường casein – 
agar và kết hợp theo kiểu tương tác cặp đã tìm ra 2 
dòng Aspergillus niger Sa2 và R4 với tỷ lệ phối trộn 
của huyền phù bào tử nấm (mật số 105 cfu/mL) 
theo thứ tự kết hợp giữa hai dòng là 1:3 (v/v) cho 
hiệu quả thu nhận protease tốt nhất. Hoạt tính 
protease thu được thông qua phương pháp lên men 
lỏng trên môi trường Czapeck Dox có 1% casein là 
1,26±0,16 U/mL. 
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