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TÓM TẮT  

Nghiên cứu bảo quản dài hạn các chủng vi sinh vật có ý nghĩa rất lớn trong công tác xây dựng và duy trì các bộ 
sưu tập nguồn gen vi sinh vật có giá trị. Trong nghiên cứu này, hai chủng nấm sợi Aspergillus gracilis BSK6.1 
và Pestalotiopsis neglecta BS3.2 phân lập từ các hòm gỗ được tiến hành bảo quản bằng phương pháp đông khô. 
Hai chủng được nuôi cấy trên môi trường thạch và thu hoạch sinh khối cho đông khô vào ba thời điểm 7, 10 và 
13 ngày sau cấy. Các công thức chất bảo vệ được sử dụng bao gồm skim milk 10%, skim milk 12% và trehalose 7%, 
skim milk 10% và inositol 5%. Kết quả cho thấy, sau 3 tháng bảo quản bằng đông khô hai chủng nấm sợi cho tỷ 
lệ sống sót đạt 100%. Thời gian thu hoạch sinh khối thích hợp cho bảo quản đông khô của cả hai chủng là 7 - 10 
ngày sau cấy. Khuẩn lạc của chủng BS3.2 sinh trưởng tốt hơn với công thức chất bảo vệ skim milk 10% và 
inositol 5%, skim milk 12% và trehalose 7%. Khuẩn lạc của chủng BSK6.1 sinh trưởng tốt hơn với công thức 
chất bảo vệ skim milk 12% và trehalose 7%, hoặc skim milk 10%. Kết quả bước đầu này nhằm mục đích xây 
dựng quy trình bảo quản hiệu quả đối với hai chủng nấm BS3.2, BSK6.1 và hướng tới áp dụng cho các loài nấm 
sợi khác. 

Từ khóa: Bảo quản dài hạn, đông khô, chất bảo vệ, nấm trên gỗ, phá hủy sinh học. 

MỞ ĐẦU 

Vi sinh vật có khả năng trao đổi chất rất linh hoạt, do đó có thể dễ dàng phát triển trong nhiều điều kiện môi 
trường khác nhau. Chính vì vậy, vi sinh vật trong đó có nấm sợi có thể làm hỏng vật liệu gốc hữu cơ (giấy, da, 
giấy dầu, hàng dệt hoặc gỗ) và vật liệu gốc vô cơ (thủy tinh, kim loại hoặc đá). Nấm sợi phân bố rộng rãi trong tự 
nhiên và gây hư hỏng các đồ vật bằng gỗ trong nhiều môi trường khác nhau (El-Gamal et al., 2016). Cấu trúc của 
gỗ đóng vai trò là cơ chất cho nấm sinh trưởng và phát triển. Do đó, việc thu thập và lưu giữ các chủng nấm sợi 
gây phá huỷ vật liệu gỗ là rất quan trọng trong việc tìm kiếm các biện pháp bảo vệ phù hợp cho loại vật liệu này. 

Nhiều phương pháp bảo quản đã được nghiên cứu ứng dụng trên nấm sợi bao gồm những phương pháp đơn 
giản và ít tốn kém như nuôi cấy liên tục, bảo quản trong dầu khoáng, trong nước, trong đất và trong silica gel. 
Các phương pháp phức tạp và đòi hỏi trang thiết bị phù hợp như đông khô và bảo quản lạnh trong nitơ lỏng 
(Ozerskaya et al., 2022). Các nghiên cứu cho thấy không có phương pháp nào là phổ quát để bảo quản các loài 
vi sinh vật và luôn cần phải cân bằng ưu điểm và nhược điểm của các phương pháp khác nhau. Vì vậy, nên chọn 
nhiều phương pháp để bảo quản chủng giống và bằng cách này sẽ làm giảm khả năng mất chủng hoặc mất các 
đặc tính sinh học quan tâm (Ayala-Zermeño et al., 2017). 

Đông khô là một kỹ thuật tiềm năng để bảo quản lâu dài và được sử dụng phổ biến tại nhiều cơ sở nghiên cứu 
và bảo tàng chủng giống vi sinh vật. Hầu hết vi khuẩn và nấm hình thành bào tử hoặc bào tử đính đều tồn tại 
trong quá trình đông khô (Croan, 2000). Trong đông khô, skim milk được sử dụng phổ biến như chất bảo vệ do 
có tác dụng bao phủ và làm ổn định các thành phần cấu tr c màng tế bào cũng như cung cấp năng lượng cho 
quá trình phục hồi của vi sinh vật (Chin et al., 2021). Bên cạnh đó, một số hợp chất như trehalose, inositol, 
sodium glutamate... đã được bổ sung nhằm tăng hiệu quả bảo vệ (Tan et al., 2007). 

Mục tiêu của nghiên cứu này là xác định thời gian nuôi cấy thích hợp của các chủng nấm khi đưa vào bảo quản 
và tìm kiếm chất bảo vệ thích hợp cho việc đông khô và bảo quản sau đông khô các chủng này. Từ các kết quả 
bước đầu này sẽ xây dựng quy trình bảo quản các chủng nấm sợi nói chung bằng phương pháp đông khô nhằm 
nâng cao hiệu quả lưu giữ chủng giống vi sinh vật phục vụ nghiên cứu ứng dụng tại Trung tâm Nhiệt đới Việt - Nga. 

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP  

Nguyên liệu 

Chủng nấm sợi Aspergillus gracilis BSK6.1 và Pestalotiopsis neglecta BS3.2 phân lập từ vật liệu gỗ tại kho K620 
(Thái Nguyên) được lưu giữ tại Phòng Vi sinh, Phân viện Công nghệ sinh học (Trung tâm Nhiệt đới Việt - Nga). 

1128 



HỘI NGHỊ KHOA HỌC TOÀN QUỐC VỀ CÔNG NGHỆ SINH HỌC 2024 

 

Các chủng nấm được nuôi cấy trên môi trường Potato Dextrose Agar PDA (Himedia, Ấn Độ) và lưu giữ ở 4
o
C. Một 

số hoá chất dùng trong nghiên cứu có xuất xứ Ấn Độ, Canada, Đức. 

Phƣơng pháp  

Phương pháp đông khô  

Các chủng nấm sợi được nuôi cấy trên môi trường thạch đĩa ở 30
o
C. Bổ sung 3 mL dung dịch chất bảo vệ lên bề 

mặt tản nấm và dùng que cấy vô trùng cào nhẹ để thu bào tử và sợi nấm. Chuyển toàn bộ dung dịch bảo vệ 

chứa bào tử và sợi nấm sang ống Eppendorf 5 mL, vortex thật kỹ. Hút 200 µL dịch huyền phù cho vào ống 

cryovial 2 mL vô trùng, đông lạnh ở −80
o
C trong 2 giờ. Tiến hành đông khô sinh khối nấm sợi trong máy đông 

khô chân không  L H   -  LD plus ở nhiệt độ bình ngưng -45
o
C và áp suất buồng    a trong    giờ. Các ống 

cryovial được đậy nắp vặn và bảo quản ở nhiệt độ +4
o
C. 

Các chủng nấm được đưa vào bảo quản tại các thời điểm 7 ngày, 10 ngày và 13 ngày tuổi. Các công thức chất 

bảo vệ được sử dụng bào gồm: CT1 (skim milk 10%), CT2 (skim milk 12% và trehalose 7%), CT3 (skim milk 10% 

và inositol 5%) (Ryan & Smith, 2007; Tan et al., 2007; Ozerskaya et al., 2013). Trehalose và inositol được khử 

trùng riêng ở 121°C trong 15 phút. Skim milk được khử trùng 2 lần ở 105°C trong 20 phút.  

Đánh giá khả năng tồn tại và sinh trưởng sau bảo quản 

Trước khi tiến hành đông khô, đặc điểm hình thái và sinh trưởng của các chủng nấm trên đĩa thạch Sabouraud 

Dextrose Agar SDA (Merck, Đức) được xác định và được sử dụng làm tiêu chuẩn tham khảo để đánh giá khả 

năng sống sót, độ thuần khiết, hình thái, màu sắc khuẩn lạc... của chúng sau khi đông khô và theo thời gian bảo 

quản. Hút 10 µL dịch huyền phù sinh khối nấm và các chất bảo vệ nhỏ vào giữa đĩa thạch SDA, ủ đĩa ở 30°C và 

theo dõi khả năng sinh trưởng ở thời điểm 4, 7, 10 và 13 ngày. Khả năng sống sót và độ thuần khiết của các 

chủng nấm được theo dõi tại thời điểm sau đông khô và sau 1 và 3 tháng bảo quản. Để phục hồi chủng giống, 

các ống mẫu đông khô được bổ sung  00  L dung dịch đệm Phosphate Buffered Saline PBS (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 

1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4, nước cất   lít), ủ ở nhiệt độ phòng 30 phút. Hút 10 µL dịch hoàn nguyên nhỏ 

vào giữa đĩa thạch SDA, ủ đĩa ở 30°C và theo dõi khả năng sinh trưởng ở các thời điểm tương tự như mẫu trước 

đông khô. Chụp ảnh và đo đường kính khuẩn lạc. Đường kính tản nấm được tính bằng hiệu số D - d (trong đó D 

là đường kính khuẩn lạc (mm), d là đường kính của giọt dịch). Nếu sự phát triển, màu sắc và hình thái khuẩn lạc 

của các chủng nấm giống với các đặc điểm được ghi nhận trước đông khô có nghĩa là đã bảo tồn khả năng sống 

sót của các chủng này. Độ thuần khiết của các chủng nấm mốc cũng được đánh giá khi xác định khả năng sống 

sót (Berikten, 2021). 

Xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được thực hiện lặp lại 3 lần. Kết quả được tính toán bằng phần mềm Excel 2017 (Microsoft Corporation, 

Redmond, WA, USA). 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ảnh hƣởng của thời gian nuôi cấy đến khả năng sinh trƣởng và hình thái khuẩn lạc của các chủng nấm 

sau đông khô 

Nhằm lựa chọn được thời điểm thu sinh khối thích hợp nhất cho bảo quản đông khô, các chủng nấm sợi được 

nuôi cấy trên đĩa thạch PDA và sinh khối nấm được đưa vào bảo quản ở các độ tuổi 7, 10 và 13 ngày sau cấy. 

Kết quả cho thấy độ tuổi của hai chủng nấm nghiên cứu có ảnh hưởng đến tốc độ phát triển của khuẩn lạc của 

chúng ở các thời điểm kiểm tra khác nhau sau đông khô (Hình 1). Trên môi trường SDA, chủng BS3.2 có khuẩn 

lạc dạng tỏa tròn, màu trắng, bề mặt bông xốp. Chủng BSK6.1 có khuẩn lạc dạng tỏa tròn, màu xanh lục xám, 

viền ngoài màu trắng, bề mặt dạng bột mịn, phẳng. Kiểm tra sau khi đông khô 48 giờ và sau bảo quản 1 và 3 

tháng cho thấy, cả hai chủng vẫn đảm bảo khả năng sống sót 100% và giữ được các đặc điểm hình thái đặc 

trưng (Hình 2). Quan sát thí nghiệm cho thấy ở 4 ngày và 7 ngày sau khi hoàn nguyên mẫu đông khô và cấy dịch 

hoàn nguyên lên đĩa thạch SDA, có sự khác nhau rõ rệt về tốc độ phát triển giữa các mẫu đông khô ở cả ba thời 

điểm kiểm tra đối với cả 2 chủng nấm. Sau 10 và 13 ngày theo dõi, khuẩn lạc từ mẫu đông khô hoàn nguyên của 

mẫu 7 ngày tuổi và 10 ngày tuổi có tốc độ phát triển tương đương nhau và cao hơn hẳn so với mẫu 13 ngày tuổi. 

Nhìn chung, đối với cả hai chủng độ tuổi nấm 7 - 10 ngày là phù hợp nhất khi tiến hành bảo quản bằng phương 

pháp đông khô. 
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Hình 1. Đƣờng kính hệ sợi của mẫu 7 ngày tuổi, 10 ngày tuổi và 13 ngày tuổi của chủng BS3.2 (A) và BSK 6.1 (B) trƣớc 

và sau đông khô tại các thời điểm theo dõi khác nhau 

 

Hình 2. Hình ảnh hệ sợi của chủng BS3.2 ở các độ tuổi khác nhau trƣớc đông khô (A - F) và sau đông khô 3 tháng  

(G - L) sau 13 ngày theo dõi. Mẫu 7 ngày tuổi trƣớc đông khô (A: mặt trên, D: mặt dƣới) và sau đông khô (G: mặt trên, 

J: mặt dƣới). Mẫu 10 ngày tuổi trƣớc đông khô (B: mặt trên, E: mặt dƣới) và sau đông khô (H: mặt trên, K: mặt dƣới). 

Mẫu 13 ngày tuổi trƣớc đông khô (C: mặt trên, F: mặt dƣới) và sau đông khô (I: mặt trên, L: mặt dƣới). 

Ảnh hƣởng của các chất bảo vệ đến khả năng sống sót và sinh trƣởng của các chủng nấm sau đông khô 

 ới mục tiêu lựa chọn được công thức dung dịch bảo vệ thích hợp hướng tới bảo quản lâu dài và duy trì được 

khả năng sống sót cao, hai chủng nấm sợi BS3.2 và BSK6.1 được thử nghiệm bảo quản với ba công thức chất 

bảo vệ khác nhau. Kết quả tại hình 3 ch  ra cả ba công thức chất bảo vệ sử dụng đều cho hiệu quả bảo vệ cao, 

thể hiện ở t  lệ sống sót của cả   chủng giống sau đông khô và sau bảo quản 1 và 3 tháng đạt 100%. Đối với 

chủng BS3.2, công thức chất bảo vệ 3 (CT3: skim milk 10%, inositol 5%) và công thức chất bảo vệ số 2 (CT2: 

skim milk 12%, trehalo 10%) có tốc độ tăng đường kính khuẩn lạc cao hơn đáng kể so với công thức 1 (skim milk 

10%). Sau bảo quản 3 tháng, CT3 cho đường kính khuẩn lạc đạt 40,67±0,58 mm và 71,17±0,76 mm; CT2 cho 

đường kính khuẩn lạc đạt 26,67±1,53 mm và 69,00±1,73 mm ở ngày thứ 5 và ngày 14 sau cấy. Trong khi đó, ở 

CT , đường kính khuẩn lạc ch  đạt 16,33±0,58 mm và 60,50±2,29 mm ở cùng thời điểm kiểm tra (Hình 3A, Hình 4).  
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Hình 3. Đƣờng kính hệ sợi của chủng BS3.2 (A) và BSK 6.1 (B) trƣớc và sau đông khô  

với các công thức chất bảo vệ khác nhau 

 

Hình 4. Hình ảnh hệ sợi của chủng BS3.2 trƣớc đông khô (A - F) và sau đông khô 3 tháng (G - L) với các công thức 

chất bảo vệ khác nhau sau 14 ngày theo dõi. Công thức 1 trƣớc đông khô (A: mặt trên, D: mặt dƣới) và sau đông khô 

(G: mặt trên, J: mặt dƣới). Công thức 2 trƣớc đông khô (B: mặt trên, E: mặt dƣới) và sau đông khô (H: mặt trên, K: mặt 

dƣới). Công thức 3 trƣớc đông khô (C: mặt trên, F: mặt dƣới) và sau đông khô (I: mặt trên, L: mặt dƣới). 

Công thức chất bảo vệ   cũng cho tốc độ sinh trưởng khuẩn lạc cao khi kiểm tra sau đông khô và sau bảo quản 1 

và 3 tháng đối với chủng BSK6.1 (Hình 3B). Công thức chất bảo vệ 1 cho hiệu quả tương đương công thức 2. 

Công thức 3 cho kết quả tốt khi kiểm tra sau khi đông khô. Tuy nhiên, ở thời điểm 1 và 3 tháng bảo quản sau 

đông khô công thức 3 cho tốc độ sinh trưởng khuẩn lạc thấp hơn hẳn so với 2 công thức còn lại, tương ứng đạt 

33,83±0,29 mm và 32,83±2,47 mm (CT3), 37,67±2,25 mm và 38,33±2,52 mm (CT1), 37,67±1,15 và 37,50±1,52 mm 

(CT2) sau 13 ngày theo dõi (Hình 3B). Các công thức chất bảo quản có ảnh hưởng đến hình thái khuẩn lạc sau 

đông khô và bảo quản. Cụ thể tại thời điểm 3 tháng sau đông khô, khuẩn lạc ở cả ba công thức chất bảo quản 

xuất hiện các đường xẻ rãnh từ tâm và các vòng đồng tâm có màu sắc khác nhau, bề mặt khuẩn lạc gồ ghề, 

dạng hạt hơi lồi ở tâm, nhất là ở công thức 3 (Hình 5).  
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Hai chủng nấm sợi thể hiện khả năng sống sót  00% sau quá trình đông khô khi ch  sử dụng skim milk hoặc skim 

milk kết hợp với inositiol hoặc trehalose như chất bảo vệ. Đặc biệt, cả hai chủng có khả năng phục hồi tốt sau 

đông khô và 3 tháng bảo quản với chất bảo vệ là skim milk kết hợp với trehalose. Trong tự nhiên, trehalose được 

sản xuất trong các bào tử và bào tử đính của nấm và nấm men để bảo vệ màng và các protein của chúng (Tan et 

al., 2007). Trehalose nội bào tích lũy trong giai đoạn tăng trưởng ổn định và đóng vai trò dự trữ carbohydrate 

(Croan, 2000). Các nghiên cứu gần đây đã chứng minh rằng trehalose là một trong những chất bảo vệ hiệu quả 

nhất đối với bảo quản vi sinh vật (Han et al., 2022).  

Chủng BS3.2 thể hiện khả năng sinh trưởng tốt nhất sau đông khô và 3 tháng bảo quản với công thức chất bảo 

vệ skim milk kết hợp với inositiol nhưng chủng BSK6.  thì ngược lại. Điều này cho thấy, quy trình bảo quản và 

khả năng phục hồi có sự khác biệt đáng kể giữa các nhóm phân loại khác nhau thậm chí giữa các loài trong cùng 

một nhóm (Ibatsam et al., 2012).  

Tốc độ sinh trưởng của hai chủng nấm khảo sát bị ảnh hưởng bởi quá trình đông khô và bảo quản tuy nhiên, sự 

thay đổi về đặc điểm hình thái khuẩn lạc là không lớn. Tóm lại, phương pháp đông khô sử dụng trong nghiên cứu 

có thể bảo tồn hiệu quả các chủng nấm sợi Aspergillus gracilis BSK6.1 và Pestalotiopsis neglecta BS3.2 phân lập 

từ vật liệu gỗ và có thể áp dụng cho cả nhiều loài nấm sợi khác.  

 

Hình 5. Hình ảnh hệ sợi của chủng BSK6.1 trƣớc đông khô (A - F) và sau đông khô 3 tháng (G - L) với các công thức 

chất bảo vệ khác nhau sau 13 ngày theo dõi. Công thức 1 trƣớc đông khô (A: mặt trên, D: mặt dƣới) và sau đông khô 

(G: mặt trên, J: mặt dƣới). Công thức 2 trƣớc đông khô (B: mặt trên, E: mặt dƣới) và sau đông khô (H: mặt trên,  

K: mặt dƣới). Công thức 3 trƣớc đông khô (C: mặt trên, F: mặt dƣới) và sau đông khô (I: mặt trên, L: mặt dƣới). 

KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã xác định thời gian nuôi cấy ban đầu và công thức chất bảo vệ thích hợp cho đông khô và bảo 

quản sau đông khô hai chủng nấm sợi Pestalotiopsis neglecta BS3.2 và Aspergillus gracilis BSK6.1. Thời gian 
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nuôi cấy ban đầu thích hợp là 7 - 10 ngày trên môi trường thạch PDA ở 30
o
C. Công thức chất bảo vệ thích hợp 

đối với chủng Pestalotiopsis neglecta BS3.2 là skim milk 10% và inositol 5% hoặc skim milk 12% và trehalose 

7%. Công thức chất bảo vệ thích hợp đối với chủng Aspergillus gracilis BSK6.1 là skim milk 12% và trehalose 7% 

hoặc skim milk 10%.   

Lời cảm ơn: Công trình này được thực hiện nhờ sự hỗ trợ kinh phí của Đề tài: Xây dựng bộ cơ sở dữ liệu nguồn gen vi sinh 

vật của Trung tâm Nhiệt đới Việt - Nga. Mã số SH.N2.01/23. 
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SUMMARY  

Research on the long-term preservation of microbial strains is significant in setting and maintaining valuable 

collections of microbial genetic resources. In this study, two strains of filamentous fungi Aspergillus gracilis 

BSK6.1 and Pestalotiopsis neglecta BS3.2 isolated from wooden material for preservation purpose were 

preserved by freeze-drying. Two strains were cultured on agar dishes and their biomass was harvested for freeze-

drying on 7, 10, and 13 day-after-inoculation. Skim milk 10%, skim milk 12% and trehalose 7%, skim milk 10% 

and inositol 5% were used as protectant formulations. The results showed that after 3 months of freeze-drying 

preservation, two filamentous fungi strains had a survival rate of 100%. The appropriate time point for biomass 

harvesting for both strains is 7 - 10 days after incubation. Colonies of strain BS3.2 grew better with skim milk 

10% and inositol 5%, skim milk 12% and trehalose 7%. While colonies of strain BSK6.1 grew better with skim 

milk 12% and trehalose 7%, or skim milk 10%. This preliminary result allows the development of an effective 

preservation process for the two fungi strains BS3.2, and BSK6.1, and possibly for other filamentous fungi species. 

Keywords: Biodegradation, long-term preservation, lyophilization, protectant agents, wooden fungi. 
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