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TÓM TẮT  

Nấm mốc đã được nghiên cứu và ứng dụng để sản xuất nhiều loại enzym khác nhau, trong đó có chitinase. 

Nghiên cứu này tập trung vào quá trình tuyển chọn, định danh chủng nấm mốc có hoạt tính chitinase cao được 

phân lập từ đất vườn, trầm tích rừng ngập mặn, ao nuôi tôm... và đánh giá các điều kiện ảnh hưởng đến hoạt tính 

chitinase của chủng nấm mốc được tuyển chọn. Từ 9 mẫu đất vườn, trầm tích rừng ngập mặn, ao nuôi tôm... ở 

thành phố Huế, đã phân lập được 36 chủng nấm mốc, kết quả sơ tuyển chọn được chủng M11 phân lập từ trầm 

tích ao nuôi tôm có khả năng phân giải chitin với kích thước vòng phân giải lớn nhất (36,2 ± 0,31 mm). Kết quả 

định danh bằng phân tích trình tự ITS và so sánh với ngân hàng dữ liệu NCBI, chủng M11 được xác định là loài 

Aspergillus oryzae.  iều  iện nuôi cấy tối ưu cho sinh trưởng và t ng hợp chitinase của A. oryzae M11  à  thời 

gian nuôi cấy    giờ, p     . , chất cảm ứng  à  ột chitin với n ng độ 1   à thích hợp nhất và cho hoạt độ 

chitinase cao nhất. Kết quả điện di SDS-PAGE của chế phẩm chitinase được  ết tủa  ằng ethano  từ dịch chiết 

enzyme của chủng A. oryzae M11 có sự hiện diện của chitinase với trọng  ượng phân tử khoảng 26 ~ 35 kDa. 

Nghiên cứu này cho thấy tiềm năng ứng dụng của chủng nấm mốc A. oryzae M11 có hoạt tính chitinase cao trong 

việc sản xuất các chế phẩm từ vỏ tôm là ngu n phế phụ phẩm của ngành chế biến thủy sản, góp phần bảo vệ môi trường. 

Từ khóa: Nấm mốc, chitinase, Aspergillus oryzae. 

MỞ ĐẦU 

Chitin là một polymer sinh học có trữ lượng đứng thứ 2 trong tự nhiên chỉ sau cellulose (Dutta P.K. et al., 2004). 
Chitin phân bố rất rộng rãi ở dạng cấu trúc cơ bản trong thành tế bào của nấm v  l  cấu tạo p  n v  ngo   của 
tôm, cua và côn trùng... Đây l  một polymer có trọng lượng phân tử cao, k ông tan trong nước, chứa các đơn 
phân là N-acetyl-glucosamine liên kết bởi liên kết 1,4-β-glucoside (Trang Sĩ Trung v  đồng tác giả, 2010). Chitin 
không có khả năng  òa tan trong nước nên việc sử dụng chúng rất hạn chế. Vì thế để nâng cao giá trị sử dụng 
của c  t n, người ta nghiên cứu t eo  ướng sản xuất các chế phẩm từ chitin n ư: ol goc  t n, glucosam ne, 
c  tosan… có t ể  òa tan để mở rộng phạm vi ứng dụng và giải quyết các nguồn phế phẩm từ ngành chế biến 
thủy sản của nước ta, nhằm giảm tác hại gây ô nhiễm mô  trường. Những năm g n đây có n  ều công trình 
nghiên cứu tập trung vào chitinase do tiềm năng ứng dụng to lớn của enzyme này trong nhiều lĩn  vực khác nhau 
n ư trong t u n ận tế bào tr n (thể nguyên sinh), sản xuất chitin oligosaccharide, glucosamine và N-acetyl 
glucosamine, sản xuất thuốc trừ sâu sinh học, trong việc kiểm soát nấm ký sinh trên cây trồng, ứng dụng trong y 
học… (Tr n Thị Luyết v  đồng tác giả, 2006). Những nguồn để thu nhận c  t nase đáng kể là các chủng vi khuẩn 
thuộc các chi Enterobacter và Streptomyces, các chủng nấm sợi thuộc các chi Asperillus, Penicillium, Trichoderma và 
một số động vật nguyên sinh. 

Do đó, việc phân lập và chọn lọc các chủng vi sinh vật có khả năng s n  tổng hợp chitinase mạnh cũng n ư tối 
ưu  óa các đ ều kiện thu nhận chitinase từ các chủng này được quan tâm nghiên cứu trong những năm g n đây. 
Trong nghiên cứu này, c úng tô  đã p ân lập, tuyển chọn v  định danh chủng nấm mốc có khả năng sinh tổng 

hợp chitinase ngoại bào có hoạt tính cao v  xác địn  các đ ều kiện thích hợp cho quá trình sinh tổng hợp 
chitinase của chủng được tuyển chọn. Nghiên cứu này tạo cơ sở cho việc thu nhận chitinase ngoạ  b o cũng n ư 
ứng dụng trong việc tạo chế phẩm sinh học để ứng dụng trong nhiều lĩn  vực khác nhau. 

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP  

Nguyên liệu 

Chủng nấm mốc có hoạt độ chitinase cao được phân lập từ các nguồn khác nhau tại thành phố Huế, tỉnh Thừa 
Thiên Huế: đất vườn, tr m tích rừng ngập mặn, ao nuôi tôm... M u đất sau k   t u về được  ong k ô trong k ông 
khí ở nhiệt độ p òng, sau đó ng  ền n   v  lọc qua rây để loạ  b  rác, c o v o tú  n lon để bảo quản c uẩn bị c o 
p ân lập. 

V  tôm thẻ chân trắng được thu nhận tại nhà máy chế biến thủy sản P ú Song Hường, thành phố Huế. 
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Hóa chất: 3,5-acid dinitrosalicylic (DNS) của hãng Sigma Aldrich, agar (Thái Lan), các hóa chất t ông t ường 
(Trung Quốc). 

Phƣơng pháp  

Bột chitin và chitin huyền phù 

Bột chitin: V  tôm thẻ chân trắng được rửa sạch, sấy k ô. Sau đó xử lý tách protein bằng dung dịch NaOH 5% ở 

70-75
o
C trong 4 giờ, rửa sạch bằng nước cất. Tiếp tục tách khoáng bằng dung dịch HCl 10% ở nhiệt độ phòng 

trong 16 giờ, rửa sạch bằng nước cất. Sấy khô, nghiền nh  thành dạng bột. 

Chitin huyền phù 1%: Dung dịch chitin huyền p ù 1% được chuẩn bị n ư sau: 1g bột c  t n được cho từ từ vào 

20ml HCl đậm đặc, khuấy đều và để qua đêm ở 4
o
C. Thêm vào hỗn hợp 200ml ethanol lạnh, khuấy đều và ủ qua 

đêm. Ly tâm  ỗn hợp ở 5000 vòng/phút trong 20 phút, thu lấy kết tủa và rửa bằng nước cất c o đến khi pH trung 

tín . T êm nước cất vào tủa c o đủ thể tích 100ml (Nguyễn Thị Hà, 2012). 

Phân lập các chủng nấm mốc 

Sử dụng p ương p áp Koc  để phân lập nấm mốc trên mô  trường Czapeck có thành ph n n ư sau: 20 g 

saccharose, 1g KH2PO4, 0,01 g  FeSO4, 0,5 g MnSO4, 3g NaNO3, , 20 g agar, nước cất vừa đủ 1000 ml (Nguyễn 

Lân Dũng v  đồng tác giả, 2003).  

Cân 1g m u,  òa tan v o 9ml nước cất vô trùng, k uấy đều, ta t u được dung dịc  có độ p a loãng l  10
-1
. Từ 

dung dịc  trên t ến   n  p a loãng m u ở các độ p a loãng t ếp t eo 10
-2

, 10
-3

,10
-4

, 10
-5

. Lấy dịc  p a loãng ở 

các độ pha loãng ở trên n   lên đĩa Petr  c ứa mô  trường Czapeck, mỗ  đĩa 1 g ọt. Dùng que gạt được k ử 

trùng trên ngọn lửa đ n cồn v  l m nguộ , trả  đều g ọt dịc  k ắp mô  trường nuô  cấy c o đến k   k ô. Đậy nắp 

đĩa, g   c ú các t ông t n n ư: ng y cấy, t ông t n m u, độ p a loãng.  ó  các đĩa petr  bằng g ấy báo v  nuô  

trong tủ ấm 30
o
C, trong 3 ng y, sau đó t u được k uẩn lạc r êng r  trên đĩa t ạc , từ các k uẩn lạc đơn đó cấy 

truyền qua ống t ạc  ng  ên để g ữ g ống. 

Xác định khả năng phân giải chitin của nấm mốc  

Trên mô  trường thạch có chứa chitin, nấm mốc s  tiết ra chitinase ngoại bào phân hủy cơ c ất để s n  trưởng và 

l m c o mô  trường trong  ơn k   n uộm màu bằng thuốc thử Lugol. Độ lớn của khuẩn lạc và khoảng mô  trường 

trong suốt phản ánh khả năng p ân g ải chitin của nấm mốc (Phạm Thị Ngọc Lan, 2012).  

Phương pháp phân loại chủng nấm mốc 

Quan sát hình thái: Quan sát đại thể trên mô  trường thạc  đĩa. Sử dụng p ương p áp nuô  cấy nấm mốc trên 

phiến kín  để quan sát cơ quan s n  sản (Nguyễn Lân Dũng v  đồng tác giả, 2003). 

Phương pháp định danh: Chủng nấm mốc có hoạt tính chitinase mạn  được giải trình tự tạ  Công ty TNHH Dịc  

vụ v  T ương mại Nam Khoa (Thành phố Hồ C í M n ). P ương p áp n y được tiến hành như sau: Hệ sợi nấm 

được sử dụng cho tách chiết DNA t eo p ương p áp của Gardes và Bruns (1993): 50mg sợi nấm được nghiền 

trong 5 phút, thêm 500µl dung dịc  tríc  ly, voxtex v  để ở nhiệt độ p òng 10 p út, sau đó ly tâm rồi thu lấy dung 

dịc  p ía trên. DNA được tủa bằng cồn 96
0
 và rửa 2 l n bằng cồn 70

0
. DNA sau đó được sấy chân không 10 

phút ở 45
0
C rồi hòa tan trong 100µl TE 0.1X. Cuố  cùng DNA được kiểm tra chất lượng t ông qua quá trìn  đo 

quang phổ v  đ ện di trên gel agarose 0,8%. Những sản phẩm đạt yêu c u được bảo quản ở -20
0
C cho những 

bước tiếp theo. 

Phản ứng PCR được thực hiện với cặp mồ  ITS1 v  ITS4 (ITS1: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’; ITS4: 5’-

TCCTCCGCTTA TTG ATATGC-3’) t eo p ương p áp của White et al, (1990). Sản phẩm PCR s  được phân tích 

trên gel agarose v  sau đó giải trình tự theo nguyên lý của p ương p áp Sanger cải tiến, sử dụng máy đọc trình 

tự tự động ABI 3130XL. Phân tích kết quả bằng p  n mềm Sequencing Analysis 5.3 và cuối cùng trình tự này 

được so sánh với các trình tự ITS trên ngân hàng dữ liệu NCBI bằng công cụ BLAST để phân loại chủng nấm 

mốc (Sambrook and Russell, 2001). 

Các trình tự được sắp gióng bằng ph n mềm ClustalW. Cây phả hệ thể hiện mối quan hệ di truyền giữa m u 

nghiên cứu và các loài thuộc chi Aspergilus hiện có trên dữ liệu  enBank được xây dựng bằng ph m mềm 

ME A 11 t eo p ương p áp Max mum Pars mony vớ   ệ số t n tưởng (bootstrap) 100%. 

Xác định hoạt độ chitinase bằng phương pháp Bernfeld 

Hoạt độ chitinase của enzyme ngoại bào từ nấm mốc được xác địn  t ông qua lượng đường khử tạo thành sau 

phản ứng giữa dịch enzyme thô và chitin huyền phù 1%. P ương p áp n y dựa trên cơ sở sử dụng thuốc thử 

3,5-acid dinitrosalicylic (DNS) có màu vàng sau khi cho phản ứng vớ  đường khử (sản phẩm thủy phân của 

chitin) s  tạo thành 3-amino,5-n tro sal cyl c ac d m u đ  cam có khả năng  ấp thụ cực đạ  bước sóng 540nm 

(Bernfeld P. 1955).  
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Nuôi chủng nấm mốc trong đ ều kiện bán rắn để thu nhận dịch thô chitinase ngoại bào. Dịch enzyme cho phản 
ứng với dung dịch huyền phù chitin 1% trong 10 phút và thuốc thử DNS được t êm v o để xác địn  lượng đường 
khử giải phóng sau phản ứng. Đơn vị hoạt tính (UI) của chitinase được xác định bằng lượng enzyme c n thiết để 
giả  p óng 1 m cromole đường khử ở 37

o
C trong 3 phút (Da Silva et al, 2012). 

Xác định ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy đến hoạt tính của chitinase  

T ến   n  nuô  cấy nấm mốc trong mô  trường cám gạo có bổ sung chitin trong các khoảng thời gian nuôi cấy 
khác nhau (24, 48, 72, 96, 120, 144 và 168 giờ). Xác định hoạt độ chitinase và tìm ra được thời gian tố  ưu c o 
quá trình sinh tổng hợp chitinase của nấm mốc. 

pH tố  ưu được xác định bằng cách thực hiện nuôi cấy nấm mốc tại thời gian tố  ưu v  các pH k ác n au, sử 
dụng hệ đệm phù hợp n ư: sod um c trate có pH 4; 5,0 v  sod um p osp ate có pH 6,0; 7,0 (Nguyễn Thị Hà, 2012). 

Xác định thành phần protein enzyme  

Sử dụng p ương p áp đ ện di SDS-PAGE theo Andrew. Phân tích kết quả đ ện d  để xác định trọng lượng phân 
tử của protein emzyme dựa trên thang chuẩn protein Prestained Protein Ladder, 10 - 180 kDa của hãng Thermo 
Scientific (B.N. Andrew, 2014). 

Các p ân tíc  được thực hiện trong ba l n lặp lại, kết quả là giá trị trung bìn  ± độ lệch chuẩn. Tất cả các số liệu 
được xử lý bằng c ương trìn  MS. Excel 2016 (Đặng Văn   áp, 2000) 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Từ 9 m u đất t u t ập ở các địa đ ểm k ác n au trên địa b n tỉn  T ừa T  ên Huế, bằng p ương p áp p ân lập 
trên mô  trường Czapek, đã p ân lập được 36 c ủng nấm mốc. T ến   n  cấy các c ủng nấm mốc đã p ân lập 
trên mô  trường Czapek t ạc  đĩa có bổ sung cơ c ất c  t n. Xác địn  k ả năng p ân g ả  c  t n của nấm mốc 
bằng các  đo đường kín  vòng p ân g ả  cơ c ất, dựa trên k ả năng s n  trưởng mạn  trong mô  trường v  t ết 
enzyme để p ân g ả  cơ c ất. Vòng p ân g ả  được p át   ện bằng t uốc n uộm lugol v   oạt tín  được xác địn  
bằng   ệu số vòng p ân g ả . 

Trong 36 c ủng đã p ân lập được t ì c ỉ có 1 c ủng có k ả năng p ân g ả  c  t n rất mạn  c  ếm 2.78% số 
c ủng, 19.44% c ủng có k ả năng p ân g ả  mạn , 27.77% c ủng có k ả năng p ân g ả  c  t n trung bìn  v  
50.00% c ủng còn lạ  p ân g ả  c  t n ở mức yếu (Bảng 1). 

 ảng     hả năng ph n giải  hitin      á   h ng n    ố  tr n   i trƣ ng    p   – chitin 

       ph n giải Đƣ ng   nh v ng ph n giải   – d (mm) Số  h ng T   ệ   

 ếu < 10 18 50.00 

Trung bìn  10 - 15 10 27.77 

Mạn  > 15 - 20 7 19.44 

Rất mạn  > 20 1 2.78 

Đặ   iểm hình thái và phân loại c a ch ng n m mốc 

Qua kết quả sơ tuyển, chúng tôi lựa chọn được chủng M11 được phân lập từ tr m tích ao nuôi tôm có đường 
kính vòng phân giải chitin lớn nhất (36,2 ± 0,31 mm) và khác biệt có ý ng ĩa t ống kê với các chủng còn lại với 
độ tin cậy 95% để khảo sát về mặt  ìn  t á , đồng thời giải trình tự gen bằng p ương p áp PCR để định danh 
khoa học. 

Đặc điểm hình thái: Khuẩn lạc tròn, mặt phả  lúc đ u màu trắng có sợi mịn n ư n ung, về sau chuyển d n sang 
màu vàng hoa cau, không tiết sắc tố, mép khuẩn lạc xẻ rãnh nh , sợi nấm mọc t a tròn. Sợi nấm màu xanh lục 
có vác  ngăn, p ân n án . Cuống sinh bào tử không phân nhánh. Thể bình một t ng hoặc hai t ng. Bào tử tr n 
hình c u k ông có vác  ngăn ( ìn  1). Kết quả giải trình tự gen 28S rRNA được thể hiện ở Hình 1.  
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A 

 

B 

 

C 

Hình 1. Đặ   iểm hình thái c a ch ng n m mố       ƣợc tuyển chọn (Ảnh: Tác giả) 

A: Hình thái khuẩn lạc;         B: Bào tử (10×10);         C: Vòng phân giải chitin của khuẩn lạc. 

Sử dụng công cụ Blast Searc  để tra cứu v  so sán , đố  c  ếu trìn  tự n y trên Ngân   ng gene. Kết quả c o 
t ấy trìn  tự đoạn gen 28S rRNA của c ủng nấm mốc M11 được tuyển c ọn có độ tương đồng 100% vớ  trìn  tự 
đoạn gen 28S rRNA của c ủng Aspergillus oryzae RIB40 DNA, SC206 (Bảng 1 và Hình 2). N ư vậy, c ủng nấm 
mốc được xác địn  l  t uộc lo   Aspergillus oryzae M11.   

 ảng 2  Đánh giá        tƣơng  ồng trình tự  oạn g n 28S RNA 

Tên loài T n  h ng  ã số truy  ập Đ  tƣơng  ồng ( ) 

Aspergillus oryzae RIB40 DNA, SC206 DQ155287.1 100 

 

Hình 2.  ết quả giải trình tự g n 28S rRNA      h ng     

Cây p át s n  c ủng loạ  được xây dựng dựa trên trìn  tự 28S rRNA của c ủng ng  ên cứu v  các c ủng có 
quan  ệ  ọ   ng g n t uộc chi Aspergillus được t ể   ện qua Hình 3. 
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Hình 3. Cây phả hệ thể hiện mối quan hệ di truyền c a ch ng Aspergillus oryzae  M11 

  hi ch    hủng nghi n c u đư c đánh   u   ng   i t n  

Ảnh hƣởng c a m t số  iều kiện nuôi c y  ến hoạt    chitinase c a A. oryzae M11 

Ảnh hưởng của thời gian 

T ến   n  nuô  cấy chủng A. oryzae  M11 trong mô  trường cám gạo có bổ sung chitin sau các khoảng thời gian 
24, 48, 72, 96, 120, 144 và 168 giờ, thu dịc  enzyme v  xác định hoạt độ chitinase, kết quả được thể hiện ở Hình 4. 

 

Hình 4. Biến thiên hoạt    chitinase c a ch ng A. oryzae  M11 theo th i gian nuôi c y 

Kết quả nghiên cứu cho thấy: k   tăng t ời gian nuôi cấy thì sự s n  trưởng và khả năng p ân g ải chitin của 
chủng nấm mốc đều tăng n ưng k   vượt quá thời gian nuôi tố  ưu t ì hoạt độ chitinase giảm mạnh. Thời gian 
nuôi cấy tố  ưu c o s n  tổng hợp chitinase của nấm mốc A. oryzae M11 là 72 giờ với hoạt độ enzyme là 1,38 
IU/g, sau đó  oạt độ g ảm d n t eo t ờ  g an. Kết quả n y c o t ấy vớ  mỗ  loạ  VSV có g ớ   ạn t ờ  g an t íc  
 ợp để s n  enzyme. 

Kết quả n y p ù  ợp vớ  ng  ên cứu của Lê T ị Huệ (2010) k   ng  ên cứu về c ủng Aspegillus sp. s n  
c  t nase có  oạt độ cao n ất k   nuô  cấy ở 72 g ờ. Tuy n  ên k ác vớ  kết quả của Braze nska M.S. (2012) k   
ng  ên cứu về c ủng A. niger tổng  ợp c  t nase đạt  oạt độ cao n ất k   nuô  ở 144 g ờ. Qua kết quả từ Hình 4, 
c úng tô  c ọn t ờ  g an nuô  cấy l  72 g ờ c o các t í ng  ệm t ếp t eo của c ủng A. oryzae  M11. 

Ảnh hưởng của pH 

Sau k   k ảo sát t ờ  g an nuô  cấy t íc   ợp, t ến   n  k ảo pH mô  trường để b ết được sự ản   ưởng của pH 
đến k ả năng s n  tổng  ợp c  t nase. Chủng nấm mốc A. oryzae M11 được nuôi trong môi trường cám gạo có 

nguồn chitin trong thời gian tố  ưu với các giá trị pH khác nhau (4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 và 7,0); sau 72 giờ tiến 
hành thu dịch chiết enzyme v  xác định hoạt độ chitinase. Kết quả nghiên cứu cho thấy, hoạt độ enzyme cao 
nhất là 1,79 IU/g ở pH=5,5 (Hình 5). 

Kết quả cho thấy chủng A. oryzae M11 sinh tổng hợp chitinase ở một khoảng pH rộng từ 4,5 - 6,5 và sinh tổng 

hợp chitinase mạnh nhất ở khoảng pH từ 5,5 - 6,0 với hoạt độ chitinase cao nhất ở pH 5,5 (1,79 UI/g). K   tăng 
pH mô  trường t ì sự tổng  ợp c  t nase để p ân g ả  c  t n trong mô  trường của c ủng nấm mốc cũng tăng 
n ưng k   vượt qua pH mô  trường nuô  cấy tố  ưu t ì  oạt độ c  t nase g ảm mạn . 

Kết quả của c úng tô  l  p ù  ợp với của Lê Thị Huệ (2010) k   xác địn  pH ban đ u của mô  trường nuôi cấy 
thích hợp cho Aspegillus sp. sinh tổng hợp chitinase hoạt độ cao trong khoảng pH 5 – 6. Theo nghiên cứu của 
Gunalan et al., (2012) khi sản xuất và tố  ưu  óa chitinase từ A. flavus C10M3 đã xác định pH của mô  trường nuôi 
cấy thích hợp để A. flavus C10M3 sinh tổng hợp chitinase là 6.5. N ư vậy tùy từng chủng nấm sợi khác nhau mà 
s  có giá trị pH thích hợp cho sự s n  trưởng và phát triển của từng loài. 
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Hình 5. Biến thiên hoạt    chitinase c a ch ng A. oryzae  M11 theo pH 

Ảnh hưởng của cơ chất  

Qua k ảo sát t ờ  g an v  pH tố  ưu, c úng tô  c ọn được t ờ  g an nuô  cấy l  72 g ờ vớ  pH   5.5 để t ếp tục 
k ảo sát các loạ  cơ c ất ản   ưởng đến k ả năng s n  tổng  ợp c  t nase của c ủng A. oryzae M11.  

Dùng mô  trường cám gạo v  l n lượt các loạ  cơ c ất k ác n au: bột v  g  , bột v  cua đồng, bột v  tôm và bột c  t n 
vớ  tỉ lệ 1%. T ến   n  nuô  ở đ ều k ện 30

o
C v  pH   5.5 trong 72 g ờ. T u dịc  enzyme v  t ến   n  xác địn  

 oạt độ c  t nase, kết quả g   n ận được ở  ìn  6. 

 

Hình     iến thi n hoạt     hitin s  c a ch ng A. oryzae  M11 th o  oại  ơ  h t 

Kết quả c o t ấy: cơ c ất có ản   ưởng lớn v  k ác n au đến sự s n  trưởng cũng n ư  oạt độ c  t nase của A. 
oryzae M11. Đố  vớ  cơ c ất l  bột v  tôm, v  cua đồng v  v  g   t ì  oạt độ c  t nase của A. oryzae M11 t ấp 
 ơn so vớ  bột c  t n. 

Nguyên n ân l  do bột v  tôm, v  g  , v  cua đồng l  nguồn cơ c ất k ó p ân g ả , do t  n  p  n cấu tạo của 
c úng ngo   c  t n, còn có rất n  ều tạp c ất v  k oáng c ất k ác nên c  t nase tổng  ợp trong mô  trường không 
t ể p ân g ả   o n to n để tạo sản p ẩm cuố  cùng l  N-acetyl-D-glucosam ne. Vớ  cơ c ất cảm ứng l  bột c  t n 
t ì  oạt độ c  t nase cao  ơn đáng kể, vì c  t n đã trả  qua bước loạ  b  prote n, loạ  b  các muố  calc um 
carbonate, p osp ate calc um v  các sắc tố. Cấu trúc c  t n bây g ờ k ông còn ở dạng p ức  ợp l ên kết vớ  các 
c ất k ác n ư ở bột v  tôm, cua, g   t ô (Nguyễn T u H ền, 2012). Theo Đ n  M n  H ệp (2007) k   ng  ên cứu 
nồng độ cơ c ất bổ sung v o mô  trường nuô  cấy Trichoderma atroviride để t u c  t nase đã kết luận nồng độ 
c  t n t ô 10% l  t íc   ợp n ất c o quá trìn  tăng trưởng v  s n  tổng  ợp c  t nase. 

Đánh giá thành phần protein enzyme bằng  iện di SDS-PAGE 

Để xác định chính xác thành ph n chitinase trong hỗn hợp dịch 
enzyme t u được, chúng tôi tiến   n  p ân tíc  đ ện di SDS-PAGE, 
kết quả được thể hiện ở Hình 7.  

Kết quả đ ện di SDS-PAGE của chế phẩm chitinase được kết tủa bằng 
ethanol 96

0
 cho thấy có hiện sự diện rõ nét của band là có trọng lượng 

phân tử khoảng 26 ~ 35 kDa (Hình 7).  

Theo nghiên cứu của Beltagy k   đ ện di SDS-PAGE chitinase tinh 
khiết thì cho trọng lượng phân tử ước tính khoảng 30 kDa (Beltagy et 
al, 2018). 

Theo Moore, trọng lượng phân tử t u được k   đ ện di SDS-PAGE của 
c  t nase t u được từ A. flavus là 29 kDa (Moore et al., 2003) 

 

 

Hình 7. Kết quả  iện di SDS 
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KẾT LUẬN 

Từ các m u đất vườn, tr m tích rừng ngập mặn, ao nuôi tôm... ở thành phố Huế, đã phân lập được 36 chủng 
nấm mốc, kết quả sơ tuyển chọn được chủng M11 phân lập từ tr m tích ao nuôi tôm có khả năng phân giải chitin 
vớ  kíc  t ước vòng phân giải lớn nhất (36,2 ± 0,31 mm). Phân tích trình tự ITS và so sánh với ngân hàng dữ liệu 
NCBI, chủng M11 được xác định là loài Aspergillus oryzae. Đ ều k ện nuô  cấy tố  ưu c o sự s n  trưởng v  tổng 
 ợp c  t nase của A. oryzae M11  l : thời gian nuôi cấy 72 g ờ, pH   5.5, c ất cảm ứng l  bột c  t n vớ  nồng độ 
1% l  t íc   ợp n ất v  c o  oạt độ chitinase cao nhất. Kết quả đ ện d  SDS-PA E của c ế p ẩm chitinase 
được kết tủa bằng et anol từ dịc  c  ết enzyme của c ủng A. oryzae M11 có sự   ện d ện của chitinase vớ  trọng 
lượng phân tử khoảng 26 ~ 35 kDa. 
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF MOLD STRAINS WITH HIGH 
CHITINASE ACTIVITY 

Ngo Ngoc Lan Anh, Nguyen Thi Thuy Linh, Ho Dang Quoc Huy, Nguyen Minh Tri
*
 

Hue University of Science, Hue University 

SUMMARY 

Molds have been studied and applied to produce many different types of enzymes, including chitinases. This 

study focuses on the selection and identification of mold strains with high chitinase activity isolated from garden 

soil, mangrove sediments, shrimp ponds, etc., and evaluates the conditions affecting the chitinase activity of the 

selected mold strains.  

From 9 samples of garden soil, mangrove sediments, shrimp ponds... in Hue city, 36 mold strains were isolated. 

The preliminary selection results showed that strain M11 isolated from shrimp pond sediments had the ability to 

decompose chitin with the largest resolution ring size (36.2 ± 0.31 mm). The identification results were obtained 

by ITS sequence analysis and comparison with the NCBI database, strain M11 was identified as Aspergillus 

oryzae. The optimal culture conditions for growth and chitinase synthesis of A. oryzae M11 were: culture time of 

72 hours, pH = 5.5, the inducer was chitin powder with a concentration of 1% which was the most suitable and 

gave the highest chitinase activity. The SDS-PAGE electrophoresis results of the chitinase preparation 

precipitated with ethanol from the enzyme extract of A. oryzae M11 strain showed the presence of chitinase with 

a molecular weight of about 26 ~ 35 kDa. This study shows the potential application of the mold strain A. oryzae 

M11 with high chitinase activity in the production of products from shrimp shells, a by-product of the seafood 

processing industry, contributing to environmental protection. 

Keywords: Mold strains, chitinase, Aspergillus oryzae. 
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