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TÓM TẮT 

Nghiên cứu này nhằm xác định khả năng phân giải một số hợp chất hữu cơ của 

nấm mốc Aspergillus niger T2. Kết quả cho thấy nấm mốc A. niger T2 có khả năng 

phân giải các cơ chất hữu cơ như: carboxylmethyl cellulose (CMC), gelatine, tinh 

bột, trong đó khả năng phân giải gelatine là mạnh nhất, tiếp đến là CMC và thấp 

nhất là tinh bột. Nuôi cấy nấm mốc A. niger T2 trong môi trường Czapek bổ sung 

tinh bột làm nguồn carbon, nguồn nitrogen là NH4Cl, pH môi trường 7, thời gian 

nuôi cấy lắc là 72 giờ, tỷ lệ 8 mL nước/10 g cơ chất, nhận thấy hoạt tính protease và 

sự tích lũy sinh khối đạt cực đại. Thử nghiệm khả năng phân giải các chất hữu cơ 

trong bã đậu nành của nấm mốc A. niger T2 cho thấy hiệu suất phân giải protein 

lớn nhất đạt 14,21% và hiệu suất phân giải tinh bột là thấp nhất chỉ đạt 2,07%. 

Từ khóa:  Aspergillus niger, bã đậu nành, cơ chất hữu cơ, protease. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Đậu nành là loại cây họ Đậu (Fabaceae) có hàm lượng protein cao, được trồng 

để làm thức ăn cho người và gia súc. Sản phẩm từ cây đậu nành được sử dụng rất đa 

dạng như dùng trực tiếp hạt thô hoặc chế biến thành đậu khuôn, ép thành dầu đậu 

nành, nước tương, làm bánh kẹo, sữa đậu nành… đáp ứng nhu cầu đạm trong khẩu 

phần ăn hàng ngày của con người và gia súc. Tuy nhiên, trong quá trình chế biến 

thường kèm theo một lượng lớn chất thải bã đậu nành ra môi trường. Dẫn đến các chất 

hữu cơ trong bã bị phân hủy, tạo mùi hôi, gây ô nhiễm môi trường. Do vậy, vấn đề đặt 

ra là phải có phương pháp xử lí bền vững và thân thiện với môi trường. Dựa trên cơ sở 

vi sinh vật tiết hệ enzyme ngoại bào phân giải chất hữu cơ trong bã đậu nành, sản 

phẩm sau khi xử lí có thể làm nguồn thức ăn cho gia súc hoặc phối trộn với các chủng 

vi sinh vật có ích cho cây trồng để tạo phân bón hữu cơ vi sinh, mang lại lợi ích kinh tế 

cho ngành nông nghiệp vừa góp phần bảo vệ môi trường. Thực tiễn sản xuất và đời 

sống thì không thể phủ nhận vai trò của vi sinh vật nói chung và của nấm mốc nói 
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riêng. Trong nông nghiệp, nấm mốc được sử dụng làm phân bón sinh học, thuốc trừ 

sâu sinh học, kích thích sinh trưởng (gibberellin)…Trong công nghiệp, nấm mốc được 

ứng dụng để sản xuất enzyme, làm thực phẩm (sản xuất nước tương, chao, acid hữu 

cơ…) và chiết xuất kháng sinh, dược chất cho ngành y dược [5].  

  Bên cạnh đó, người ta sử dụng nấm mốc cùng với một số chủng vi khuẩn, xạ 

khuẩn để tạo nên chế phẩm sinh học nhằm xử lí chất thải rắn, nước thải chứa nhiều 

chất hữu cơ, xử lí hầm cầu, xử lí mùi hôi… 

Nhằm tạo tiền đề đa dạng hóa các chế phẩm sinh học xử lí ô nhiễm môi trường 

chúng tôi “Nghiên cứu khả năng phân giải một số hợp chất hữu cơ của nấm mốc 

Aspergillus niger T2”. Từ đó làm cơ sở ứng dụng vào thực tiễn xử lí ô nhiễm môi 

trường do bã đậu nành gây ra, nhằm tận dụng thành phẩm sau khi xử lí làm phân bón, 

thức ăn gia súc…                                           

 

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên liệu 

Đối tượng nghiên cứu: nấm mốc Aspergillus niger T2 (A. niger T2) được phân lập 

từ rễ cây hồ tiêu, huyện Vĩnh Linh, tỉnh Quảng Trị, đang lưu giữ tại phòng thí nghiệm 

Sinh học Ứng dụng, khoa Sinh học, trường Đại học Khoa học, Đại học Huế.  

Đối tượng thử nghiệm: bã đậu nành từ các cơ sở sản xuất đậu khuôn trên địa 

bàn thành phố Huế. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

- Phương pháp hoạt hóa nấm mốc: sử dụng môi trường khoai tây-glucose để 

hoạt hóa nấm mốc [2].  

- Phương pháp nhân giống nấm mốc: sử dụng môi trường Czapek [7]. 

- Xác định khả năng phân giải cellulose, protein, tinh bột của nấm mốc A. niger T2 

Nguyên tắc: trên môi trường chứa cơ chất thích hợp (CMC, tinh bột, gelatine), 

nấm mốc sẽ tiết ra enzyme ngoại bào để phân giải cơ chất, từ đó làm cho môi trường 

trong hơn khi nhuộm bằng thuốc thử (Lugol hoặc Fraziae). Độ lớn giữa vạch thủy 

phân và kích thước vạch cấy phản ánh khả năng phân giải cơ chất.  

Thăm dò một số điều kiện nuôi cấy tối ưu cho sự sinh trưởng và tổng hợp 

enzyme của nấm mốc A. niger T2: tiến hành nuôi cấy lắc, trong môi trường Czapek 

dịch thể với thời gian, pH, nguồn carbon, nguồn nitrogen khác nhau; trên môi trường 

xốp ở tỷ lệ nước/cơ chất khác nhau. Thu dịch lọc,  xác định hoạt tính enzyme bằng 

phương pháp khuếch tán trên thạch và xác định sinh khối của bằng phương pháp cân [2].  

- Xác định một số thành phần của bã đậu nành trước và sau khi cho nấm mốc A. 

niger T2 phân giải 
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Xác định hàm lượng cellulose bằng phương pháp cân [1] 

Xác định hàm lượng protein bằng phương pháp Bradford [8] 

Xác định hàm lượng tinh bột theo phương pháp thủy phân bằng acid [1] 

2.3. Xử lý số liệu 

Thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Số liệu được tính giá trị trung bình và phân tích 

ANOVA (Duncan’s test p<0,05) qua chương trình SPSS. 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Đánh giá khả năng phân giải cellulose, protein, tinh bột của nấm mốc A. niger T2 

Để đánh giá khả năng phân giải cellulose, protein, tinh bột, chúng tôi đã tiến 

hành cấy vạch chủng  A. niger T2 lên đĩa Petri chứa môi trường Czapek với: nguồn 

carbon thay thế là CMC hoặc tinh bột nhằm xác định khả năng phân giải cellulose hoặc 

tinh bột, nguồn nitrogen thay thế là gelatine nhằm xác định khả năng phân giải 

protein. Dùng thuốc thử thích hợp để phát hiện vạch phân giải. Kết quả được trình bày 

ở bảng 1, hình 1. 

Bảng 1. Kích thước vạch phân giải cellulose, protein, tinh bột của A. niger T2 

STT Nguồn cơ chất Kích thước vạch phân giải (mm) 

1 CMC 22,50a 

2 Gelatine 16,33b 

3 Tinh bột 15,87b 

Ghi chú: các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác trung bình mẫu có ý nghĩa 

thống kê với p<0,05 (Duncan’s test). 

Kết quả trên cho thấy khả năng sinh trưởng phát triển trên các chất hữu cơ của 

A. niger T2 là tương đối mạnh: trong đó khả năng phân giải CMC là mạnh nhất (22,5 

mm), tiếp đến là khả năng phân giải protein (16,33 mm) và phân giải tinh bột thì yếu 

hơn (15,87 mm).  

 
Hình 1. Vạch phân giải và khuẩn lạc trên môi trường chứa cơ chất CMC, 

gelatine, tinh bột của A.  niger T2 
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3.2. Xác định hoạt tính amylase, cellulase và protease của nấm mốc A. niger T2 

Để xác định hoạt tính cellulase, protease và amylase xem hoạt tính enzyme nào 

mạnh nhất, chúng tôi tiến hành nuôi cấy lắc trong môi trường Czapek dịch thể với 

nguồn cơ chất khác nhau tương ứng từng loại enzyme. Sau 72 giờ thu dịch lọc, xác 

định hoạt tính enzyme bằng phương pháp khuếch tán trên thạch. Kết quả được trình 

bày ở bảng 2 và hình 2. 

Bảng 2. Đường kính vòng phân giải CMC, gelatine, tinh bột của  A. niger T2 

        STT      Nguồn cơ chất     Đường kính vòng phân giải (mm) 

1 CMC 17,93a 

2 Gelatine 28,00b 

3 Tinh bột 11,67c 

Ghi chú: các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác trung bình mẫu có ý nghĩa 

thống kê với p<0,05 (Duncan’s test). 

 

Hình 2. Vòng phân giải tinh bột, gelatine, CMC của dịch enzyme tách  từ A. niger T2 

sau 72 giờ nuôi cấy 

Từ kết quả cho thấy, hoạt tính protease thể hiện rất mạnh (vòng phân giải đạt 

28,00 mm), hoạt tính cellulase thể hiện ở mức trung bình (17,93 mm). Trong khi đó hoạt 

tính amylase là rất yếu (11,67 mm), phù hợp với kết quả sơ tuyển khả năng phân giải 

cellulose, protein, tinh bột bằng phương pháp đánh giá trực tiếp. Kết quả này cho thấy 

hoạt tính protease của chủng nấm mốc A. niger T2 là mạnh nhất nên chúng tôi sẽ chỉ 

tập trung nghiên cứu điều kiện nuôi cấy ảnh hưởng đến sinh trưởng, phát triển và 

tổng hợp protease trong các thí nghiệm tiếp theo. 

3.3. Thăm dò một số điều kiện nuôi cấy đến sinh tổng hợp enzyme protease của A. 

niger T2 

Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

Để thăm dò ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy, tiến hành nuôi cấy lắc nấm mốc 

trong môi trường Czapek dịch thể sau các khoảng thời gian nhất định, thu dịch lọc, xác 

định hoạt tính enzyme bằng phương pháp khuếch tán trên thạch và xác định sinh khối 

của nấm mốc này bằng phương pháp cân. Kết quả được trình bày ở hình 3a và 3b.  

Gelatine 
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Qua kết quả nghiên cứu cho thấy, khi kéo dài thời gian nuôi cấy thì hoạt tính 

enzyme protease và sự tích lũy sinh khối tăng lên, nhưng khi vượt qua ngưỡng thời 

gian thích hợp thì hoạt tính enzyme và sinh khối đều giảm khá mạnh. Cụ thể trong 

khoảng thời gian từ 12 giờ đầu tiên cho đến thời điểm 36 giờ thì hoạt tính enzyme và 

sự tích lũy sinh khối tăng khá nhanh, giai đoạn tăng mạnh nhất là từ 48 giờ tiếp theo 

đến thời điểm 72 giờ, đường kính vòng phân giải và sinh khối khô đạt cực đại (35,07 

mm và 6,55 mg/ml), các khoảng thời gian từ 84 giờ đến 132 giờ hoạt tính enzyme và 

sinh khối đều giảm nhanh. 

Do vậy yếu tố thời gian ảnh hưởng rất lớn đến sự tổng hợp protease và tích lũy 

sinh khối nấm mốc, cần chú ý theo dõi trong quá trình nuôi cấy. 

 

Hình 3.a. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến hoạt 

tính protease và sự tích lũy sinh khối của A. niger T2 

Hình 3.b. Vòng phân giải gelatine 

của dịch enzyme tách từ A. niger T2 

sau 72 giờ nuôi cấy 

Ảnh hưởng của pH môi trường 

Để thăm dò ảnh hưởng của pH môi trường, tiến hành nuôi cấy lắc chủng nấm 

mốc trong môi trường Czapek dịch thể sau thời gian 72 giờ, thu dịch lọc, xác định hoạt 

tính enzyme bằng phương pháp khuếch tán trên thạch và xác định sinh khối của nấm 

mốc theo phương pháp cân. Kết quả được trình bày ở hình 4a và 4b.  

Qua kết quả nghiên cứu nhận thấy, pH tối thích cho hoạt tính protease và sự 

tích lũy sinh khối là 7, đường kính vòng phân giải gelatine đạt 36,00 mm, sinh khối khô 

đạt 8,55 mg/ml. Nấm mốc A. niger T2 sinh trưởng phát triển và tạo enzyme thích hợp 

khoảng pH từ 5-7,5. 

Đ
ư

ờ
n

g
 k

ín
h

 v
ò
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Hình 4.a. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính protease và 

sự  tích lũy sinh khối của A. niger T2 sau 72 giờ nuôi cấy 

Hình 4.b. Vòng phân giải gelatine 

của dịch enzyme tách từ A. niger T2 

trong môi trường Czapek ở pH 7 

Với kết quả này cho thấy sự thích nghi của A. niger T2 chủ yếu ở vùng pH từ 

acid đến trung tính. Khi tăng pH môi trường nuôi cấy thì hoạt tính enzyme protease và 

sự tích lũy sinh khối tăng, khi vượt qua ngưỡng pH 7 tối thích, kéo theo hoạt tính 

enzyme protease và sự tích lũy sinh khối đều giảm. Nguyên nhân có thể do nấm mốc 

là nhóm vi sinh vật thích nghi với môi trường có độ acid yếu đến trung tính nên khi 

tăng pH vượt ngưỡng tối thích sẽ gây ức chế tổng hợp enzyme cũng như sự tạo thành 

sinh khối.  

Ảnh hưởng của nguồn carbon 

Để thăm dò ảnh hưởng của nguồn carbon, tiến hành nuôi cấy lắc nấm mốc 

trong môi trường Czapek dịch thể với các nguồn cacbon khác nhau như: CMC, 

glucose, lactose, mannitol, rỉ đường, tinh bột, saccharose. Sau 72 giờ, thu dịch lọc, xác 

định hoạt tính enzyme bằng phương pháp khuếch tán trên thạch và xác định sinh khối 

bằng phương pháp cân. Kết quả được trình bày ở bảng 3.  

Bảng 3. Ảnh hưởng của nguồn carbon đến hoạt tính protease và tích lũy sinh khối 

của A. niger T2 

Nguồn carbon Đường kính vòng phân giải (mm) Sinh khối khô (mg /ml)  

Mannitol 27,88bc 0,91e 

Glucose 31,88a 1,09d 

Lactose 31,33a 1,49c 

CMC 27,88bc 1,46c 

Tinh bột 32,00a 3,64a 

Saccharose 31,20a 1,64b 

Rỉ đường 28,70b 0,37f 

Ghi chú: các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác trung bình mẫu có ý nghĩa 

thống kê với p<0,05 (Duncan’s test). 
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Qua kết quả nghiên cứu cho thấy, nguồn carbon tối thích cho tổng hợp enzyme 

protease và sự tích lũy sinh khối là tinh bột, đường kính vòng phân giải đạt 32 mm, 

sinh khối khô đạt 3,64 mg/ml. Từ đó chúng tôi nhận định rằng nguồn carbon ảnh 

hưởng rất lớn đến hoạt tính enzyme protease và tích lũy sinh khối. Khả năng sinh 

trưởng và phát triển của nấm mốc tùy thuộc đặc tính nguồn carbon cũng như tính chất 

sinh lý của loài. 

Ảnh hưởng của nguồn nitrogen 

Để thăm dò ảnh hưởng của nguồn nitrogen, tiến hành nuôi cấy lắc nấm mốc 

trong môi trường Czapek dịch thể với các nguồn nitrogen khác nhau như: cao thịt, cao 

nấm men, NH4Cl, NH4NO3, NaNO3, KNO3, peptone. Sau 72 giờ, thu dịch lọc, xác định 

hoạt tính enzyme bằng phương pháp khuếch tán trên thạch và xác định sinh khối bằng 

phương pháp cân. Kết quả được trình bày ở  hình 5a và 5b. 

Kết quả trên cho thấy: nguồn nitrogen tối thích cho hoạt tính protease và sự tích 

lũy sinh khối là NH4Cl, đường kính vòng phân giải đạt 37,60 mm, sinh khối khô đạt  

6,18 mg/ml. Như vậy mức độ thích hợp của nguồn nitrogen để thể hiện hoạt tính 

enzyme protease theo thứ tự là: NH4Cl - NH4NO3 - cao thịt – peptone - NaNO3 - cao 

nấm men - KNO3. Mức độ thích hợp của nguồn nitrogen cho sự tích lũy sinh khối theo 

thứ tự là: NH4Cl - NH4NO3 - KNO3 - cao nấm men - cao thịt - peptone - NaNO3. Với kết 

quả này, chúng tôi nhận thấy nguồn nitrogen vô cơ là thích hợp hơn nguồn nitrogen 

hữu cơ, điều này sẽ thuận lợi cho việc ứng dụng vào thực tiễn sản xuất. 

 
1. NaNO3  2. KNO3  3. NH4Cl  4. NH4NO3  

 5. Peptone  6. Cao thịt  7. Cao nấm men 
Hình 5a. Ảnh hưởng của nguồn nitrogen đến hoạt tính 

protease và sự  tích lũy sinh khối của A. niger T2 

Hình 5b. Vòng phân giải gelatine của 

dịch enzyme tách  từ A. niger T2 sau 

72 giờ nuôi cấy với nguồn nitrogen là 

NH4Cl 

Ảnh hưởng của tỷ lệ nước/cơ chất 

Chúng tôi đã nuôi cấy nấm mốc A. niger T2 trên môi trường xốp là bột đậu 
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iả
i 

(m
m

) 

   NH4Cl 

S
in

h
 k

h
ố

i 
k

h
ô

 

(m
g

/m
L

) 



 

 

Nghiên cứu khả năng phân giải một số hợp chất hữu cơ và thử nghiệm phân hủy bã đậu nành … 

174 

nành: bổ sung môi trường Czapek dịch thể(với nguồn carbon là tinh bột, nguồn 

nitrogen là NH4Cl) so với lượng bột đậu nành theo tỷ lệ là: 4/10, 5/10, 6/10, 7/10, 8/10, 

9/10 (mL/10 g). Sau 72 giờ thu dịch lọc và xác định hoạt tính enzyme bằng phương 

pháp khuếch tán trên thạch. Kết quả được trình bày ở hình 6a và 6b. 

 
Hình 6.a. Ảnh hưởng của tỷ lệ nước/cơ chất đến 

hoạt tính protease của A. niger T2 

Hình 6.b. Vòng phân giải gelatine của 

dịch enzyme tách  từ A. niger T2 sau 72 

giờ nuôi trên môi trường tỷ lệ nước/cơ 

chất là 8 mL /10 g 

Qua kết quả nghiên cứu cho thấy: trong số các tỷ lệ trên, tỷ lệ nước/cơ chất 

thích hợp nhất cho hoạt tính enzyme protease là 8 mL/10 g, đường kính vòng phân giải 

đạt 45,67 mm. Nguyên nhân có thể là do khi độ ẩm thấp, nội bào mất đi môi trường 

solvat hóa, các quá trình trao đổi chất bị hạn chế, từ đó làm giảm khả năng sinh tổng 

hợp protease, nhưng nếu độ ẩm cao sẽ ảnh hưởng đến độ thoáng khí, hoạt tính 

enzyme thu được cũng không cực đại.  

3.4. Thử nghiệm khả năng phân hủy bã đậu nành của A. niger T2 

Trước khi phối trộn, bã đậu nành phải đem sấy khô và điều chỉnh về mức pH 7, 

sau đó khử trùng trong nồi áp lực 1 atm/30 phút. Tiến hành nuôi cấy A. niger T2 trong 

môi trường Czapek dịch thể tối ưu. Sau đó ly tâm thu sinh khối, phối trộn sinh khối 

thu được với bã đậu nành theo tỷ lệ 1 g sinh khối : 50 g cơ chất, bổ sung thêm 40 mL 

nước vô trùng. Sau 3 ngày ủ, tiến hành xác định khả năng phân giải một số thành phần 

có trong bã đậu nành, như xác định hàm lượng cellulose, tinh bột, protein có trong bã 

đậu nành trước và sau khi phối trộn. Kết quả được trình bày ở bảng 4. 

Bảng 4. Khả năng phân giải một số hợp chất hữu cơ trong bã đậu nành của A. niger T2 

Chỉ tiêu 

phân tích 

Hàm lượng trong 

mẫu đối chứng (%) 

Sau khi ủ 

Hàm lượng (%) Hiệu suất phân giải (%) 

Cellulose 11,43 ± 0,08  11,04 ± 0,42 3,41 

Protein 35,26 ± 0,23  30,25 ± 0,31 14,21 

Tinh bột 7,72 ± 0,33    7,56 ± 0,53  2,07 
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Qua kết quả ở bảng trên chứng tỏ nấm mốc A. niger T2 đều có khả năng phân 

giải một số hợp chất hữu cơ trong bã đậu nành nhưng ở các mức độ khác nhau. Trong 

đó khả năng phân giải protein là mạnh nhất, hiệu suất phân giải đạt 14,21%. Khả năng 

phân giải cellulose yếu hơn, hiệu suất phân giải đạt 3,41%. Hiệu suất phân giải tinh bột 

khá thấp chỉ đạt 2,07%, như vậy khả năng phân giải tinh bột của nấm mốc A. niger T2 

là yếu nhất, điều này là phù hợp với kết quả đánh giá trực tiếp và gián tiếp ban đầu. 

 

4. KẾT LUẬN 

Từ những kết quả nghiên cứu trên chúng tôi rút ra một số kết luận sau: 

1. Nấm mốc A. niger T2 có khả năng phân giải các cơ chất hữu cơ như: CMC, 

gelatine, tinh bột. Trong đó khả năng phân giải gelatine là mạnh nhất, tiếp đến là CMC 

và thấp nhất là khả năng phân giải tinh bột. 

2. Nuôi cấy nấm mốc A. niger T2 trong môi trường Czapek dịch thể bổ sung 

tinh bột làm nguồn carbon, nguồn nitrogen là NH4Cl, pH môi trường 7, thời gian lắc là 

72 giờ; trên môi trường xốp với tỷ lệ nước/cơ chất là 8 mL/10 g nhận thấy hoạt tính 

protease và sự tích lũy sinh khối đạt cực đại. 

3. Thử nghiệm khả năng phân giải các chất hữu cơ trong bã đậu nành của nấm 

mốc A. niger T2 cho thấy: hiệu suất phân giải protein lớn nhất đạt 14,21% và hiệu suất 

phân giải tinh bột là thấp nhất chỉ đạt 2,07%.  
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Science and Technology Development, Vol. 12 (13), tr. 50-56. 
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ABSTRACT 

This study is aimed to determine the hydrolysis ability of organic compounds in 

soybean bagasse by Aspergillus niger T2 strain. The results indicated that Aspergillus 

niger T2  was capable to hydrolyze organic substrates such as carboxymethyl 

cellulose (CMC), gelatine, starch. Among these substrates, the hydrolysis ability of 

gelatine was  strongest; the hydrolysis ability of CMC was medium and the 

hydrolysis ability of starch was   lowest. In Czapek solution supplemented with 

starch as carbon source, NH4Cl as nitrogen source at pH 7.0, after 72 hours of 

shaking cultivation, A. niger T2 strain obtained maximum protease enzyme 

biosynthetic and accumulated biomass. The test of the hydrolysis ability of organic 

compounds in soybean bagasse by Aspergillus niger T2 strain showed that protein 

hydrolysis efficiency was highest (14.21%) and starch hydrolysis efficiency was 

lowest (2.07%). 

Keywords: Aspergillus niger, organic substrates, protease, soybean bagasse. 
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Đại học Khoa học, Đại học Huế. Từ năm 1985 đến nay, bà là cán bộ  giảng 
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năm 2012 và trở thành giảng viên cao cấp năm 2017. 

Lĩnh vực nghiên cứu: Sinh học phân tử thực vật, Sinh lý thực vật, Hóa sinh, 
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