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Tóm tắt. Trichoderma là chi nấm nổi tiếng với khả năng sinh enzzyme cellulase vượt trội 

và đã được ứng dụng trong sản xuất. Ứng dụng Trichoderma trong chuyển hóa phế phụ 

phẩm nông nghiệp thành các sản phẩm có giá trị đã được nghiên cứu khá nhiều. Chủng 

Trichoderma harzianum SP12176 được phân lập từ đất rừng ngập mặn, có khă năng sinh 

cellulase khá cao và được tăng cường bởi CMC và bột giấy (hoat tính > 10 IU/ml). Bột bã 

mía có khả năng làm tăng mạnh sự biểu hiện cellulase của chủng, hoạt tính tăng hơn 2,4 lần 

so với CMC và bột giấy (đạt 25,03 IU/ml). Chủng nghiên cứu sinh trưởng và sinh enzyme 

trong dải pH từ 5,5-6,5 và nhiệt độ nuôi cấy từ 27-34 oC. Đặc điểm sinh học và sinh 

enzyme của chủng phù hợp cho việc chuyển hóa bã mía thành các sản phẩm hữu hiệu, góp 

phần nâng cao chuỗi giá trị của cây mía. 

Từ khóa: Trichoderma, cellulase, sugarcane bagasse, bã mía. 

1.   Mở đầu 

Việt Nam là nước có nền kinh tế nông nghiệp với gần 70% lao động nông nghiệp trong cả 

nước [1]. kim ngạch xuất khẩu nông nghiệp năm 2018 lên tới hơn 40 tỷ đô la Mỹ [2]. Trong 

nông nghiệp, ngành sản xuất mía đường là một ngành quan trọng, chiếm 5% diện tích nông 

nghiệp của cả nước, với hơn 1,2 triệu tấn đường mỗi năm [3]. Bên cạnh sản lượng mía đường 

lớn, lượng bã mía phế thải được tạo ra tương ứng là hơn 4,0 triệu tấn mỗi năm [3]. Hiện nay, 

các phương pháp xử lí bã mía chủ yếu là nhiệt giấy, điện, cồn sinh học, phân hữu cơ vi sinh… 

[3, 4, 5]; Tuy nhiên, các phương pháp được áp dụng vẫn chưa đáp ứng được với khối lượng lớn 

bã mía được thải ra và chưa thực sự tối ưu về mặt kinh tế, môi trường. Nghiên cứu xử lý bã mía 

thành thức ăn chăn nuôi, sử dụng các quy trình sinh học là hướng đi phù hợp với tình hình khoa 

học kỹ thuật và nền nông nghiệp của Việt Nam, góp phần làm tăng giá trị của cây mía và giảm 

thiểu ô nhiễm môi trường [6, 7].  

Trichoderma là chi nấm được tìm thấy ở hầu hết các loại đất, phong phú trong đất canh tác 

nông nghiệp và đất rừng [8]. Tổng số loài thuộc chi nấm Trichoderma được chấp nhận hiện nay 

là 308 loài [9]. Tác động có lợi của Trichoderma trong đấu tranh sinh học, trong việc cải tạo đất 

trồng đã được nhiều nghiên cứu khoa học chứng minh [7, 10]. 

Trong hơn 30 năm trở lại đây, nghiên cứu ứng dụng nấm Trichoderma trong chuyển hóa 

sinh khối thực vật thành thức ăn chăn nuôi được quan tâm và tập trung nghiên cứu [11, 12]. Tuy 

nhiên, ở Việt Nam, nghiên cứu theo định hướng này ít được đề cập [6]. Các nghiên cứu về 

Trichoderma chủ yếu tập trung vào khả năng ứng dụng trong sản xuất phân vi sinh [13]. Trong  
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bài báo này, chúng tôi trình bày các kết quả nghiên cứu đặc điểm sinh cellulase và khả năng ứng 

dụng chủng Trichoderma harzianum SP12176 trong việc chuyển hóa bã mía. 

2.   Nội dung nghiên cứu 

2.1.  Vật liệu và phương pháp nghiên cứu  

Vật liệu: Chủng Trichoderma harzianum SP12176 được thu thập từ bộ sưu tập giống của 

Bộ môn CNSH-Vi sinh, Trường Đại học Sư phạm Hà Nội. 

Hóa chất: Glucose, (NH4)2SO4, KH2PO4, FeSO4.7H2O, CaCO3, KNO3, KCl, NaCl, NaNO3, 

NaOH, NH3, Carboximethyl cellulose (CMC), bột giấy, bột bã mía, nước cất, Ethanol, Agar, 

Tris base pH8 1M, EDTA 0,5M, SDS 10%, Agarose, 3,5-Dinitrosalisylic acid. Các hóa chất 

định tính và định lượng tinh sạch ở mức phân tích. Môi trường Sabouraud được dùng để nuôi 

cấy đánh giá hoạt tính cellulase. 

Phương pháp định lượng cellulase [14]: Hoạt tính cellulase được định lượng như sau: ống 

1,5 ml chứa 450µl dung dịch CMC 0.5% trong đệm citrate 50 mM, pH 4,8 được bổ sung 50 µl 

enzyme. Hỗn hợp được ủ ấm ở 50 oC trong 30 phút. Một lượng 750 µl dung dịch DNS được bổ 

sung để dừng phản ứng. Toàn bộ hỗn hợp sau phản ứng được đun sôi trong vòng 5 phút. Làm 

nguội trong nước đá, pha loãng bằng nước cất 2 lần (mức độ pha loãng tùy thuộc vào độ đậm 

của màu) và xác định độ hấp thụ quang tại bước sóng ánh sáng 540 nm. Mẫu đối chứng được 

chuẩn bị tương tự nhưng với trình tự: dung dịch CMC được ủ ấm tại 50 oC trong thời gian 30 

phút, sau đó bổ sung DNS trước rồi mới tới enzyme, đun sôi trong 5 phút, làm lạnh và xác định 

độ hấp thụ quang ở bước sóng ánh sáng 540 nm. 

Đường chuẩn D-Glucose: 450 μl dịch cơ chất CMC 0,5% trong đệm citrate 50 mM, pH 4,8 

được ủ ở 50 oC trong 30 phút. Sau đó, 50 μl dịch glucose đã pha loãng thành các nồng độ (0,0; 

0,75; 1,25; 1,5; 1,75; 2,0 mg/ml) và 750 μl DNS được bổ sung. Hỗn hợp được đun sôi trong 

vòng 5 phút và làm lạnh bằng nước và được đo độ hấp thụ quang ở bước sóng ánh sáng 540 nm. 

Tương quan giữa độ hấp thụ quaung và lượng D-glucose được thể hiện qua phương trình: y = 

23,84x + 1,878, với hệ số tin cậy của đường chuẩn: R2 = 0,997. Trong đó: y là hàm lượng D-

glucose (mg/ml); x: là độ hấp thụ quang ở bước sóng 540 nm. Một đơn vị hoạt tính được xác 

định là lượng enzyme cần thiết để giải phóng 1 µM glucose trong 1 phút ở điều kiện thí nghiệm. 

Ảnh hưởng của pH môi trường: Môi trường Sabouraud được điều chỉnh pH từ 4-9 với bước 

nhảy 1 để nuôi cấy chủng nấm tại 30 oC, lắc 180 vòng/phút. Sau 3 ngày nuôi cấy, dịch được li 

tâm và xác định hoạt tính cellulase. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy: Chủng được nuôi cấy trong môi trường Sabouraud dịch 

thể, pH 6,7-7,0 tại 03 mức nhiệt là 25, 30 và 35 oC, lắc 180 vòng/phút. Sau 3 ngày nuôi cấy, 

dịch được li tâm và xác định hoạt tính cellulase. 

Phương pháp nghiên cứu ảnh hưởng của CMC, bột giấy, bột bã mía tới khả năng sinh 

cellulase ngoại bào: Chủng nghiên cứu được nuôi cấy trên môi trường Sabouraud lỏng có bổ 

sung bột CMC, bột giấy, bột bã mía (bã mía được thu gom từ các tại các cơ sở ép nước mía thủ 

công, phơi khô, sấy 160oC trong 2 giờ, nghiền nhỏ bằng máy nghiền công nghiệp, sau đó được 

lọc qua sàng với kích thước lỗ 3 mm) ở các nồng độ khác nhau 0 – 1%, bước nhảy 0.2, lắc 

180v/p ở 30 oC trong thời gian 48h (106 bào tử/ml). Sau đó, 2 ml dịch nuôi cấy được hút ra ống 

eppendorf vô trùng, li tâm 10000 vòng/ phút ở 4 oC trong 5 phút. Phần dịch ở trên được chuyển 

sang ống eppendorf vô trùng khác và được sử dụng để đánh giá hoạt tính cellulase. 

2.2.  Kết quả và thảo luận 

2.2.1. Đánh giá hoạt tính cellulase của chủng nghiên cứu 
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Chủng nấm Trichoderma harzianum SP12176 được nghiên cứu định tính và phát hiện khả 

năng sinh cellulase trên cơ chất CMC và bột giấy với hoạt tính tương ứng trên đĩa thạch là 17 và 

16 mm. Đây là mức độ biểu hiện khá cao khi so sánh với các chủng Trichoderma từ bảo tàng 

giống chuẩn Việt Nam (dữ liệu không công bố).  

Hoạt tính của chủng T. harzianum SP12176 được nghiên cứu định lượng trước và sau hoạt 

hóa và sử dụng cơ chất CMC trong môi trường nuôi cấy được thể hiện trong Hình 1. 

 
Hình 1. Hoạt tính cellulase của T. harzianum SP12176 trong môi trường nuôi cấy  

Cellulase gồm nhiều enzymes được ứng dụng nhiều trong công nghiệp, đặc biệt là chuyển 

hóa sinh khối thực vật, phế phẩm nông nghiệp. Hoạt tính cellulase của chủng tăng mạng sau 

hoạt hóa (từ 2,258 lên 7,129 IU/ml) và tăng khi có bổ sung CMC (từ 3,35 lên 9,74 IU/ml). Giá 

trị hoạt tính cellulase 9,74 IU/ml là khá cao khi so sánh với so với các chủng tự nhiên được công 

bố trên thế giới [15, 16].  

2.2.2. Ảnh hưởng của pH môi trường đến khả năng sinh cellulase của chủng nghiên cứu 

 
Hình 2. Ảnh hưởng của pH môi trường tới khả năng sinh cellulase  

của chủng T. harzianum SP12176  

Để có thể xác định được điều kiện nuôi cấy thích hợp cho khả năng sinh cellulase cũng như 

đánh giá đặc tính của chủng trong công nghệ lên men, điều kiện pH phù hợp cho sinh enzyme 

của chủng nghiên cứu cần được quan tâm. Kết quả hoạt tính cellulase trong dải pH được từ 4-9 

được thể hiện trong Hình 2. Mặc dù chủng nghiên cứu có khả năng sinh enzyme ở tất cả các giá 
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trị pH môi trường khác nhau, từ axit (pH 4-5, hoạt tính cellulase từ 4,29-5,96) tới trung tính, 

kiềm (pH 7-8-9, hoạt tính cellulase từ 5,56 giảm xuống tới 3,81 ). Kết quả nghiên cứu cho thấy 

giá trị pH môi trường từ 5,5-6,5 là phù hợp nhất với chủng nghiên cứu về khả năng sinh 

cellulase (hoạt tính cellulase > 8 và đạt cực đại 10,17 IU/ml tại pH 6). Khoảng pH axit yếu-

trung tính là tối ưu sinh enzyme của T. harzianum SP12176. Kết quả này tương thích với các kết 

quả nghiên cứu khác trên các chủng T. harzianum khác trên thế giới [17]. 

2.2.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy tới khả năng sinh cellulase của chủng nghiên cứu 

 Nhiệt độ là một trong những yếu tố ảnh hưởng lớn tới khả năng sinh trưởng và hoạt tính của 

sinh vật nói chung, của Trichoderma nói riêng [17]. Trong nghiên cứu này, chủng T. harzianum 

SP12176 có khả năng sinh trưởng và sinh enzyme ở 03 nhiệt độ thử nghiệm là 25, 30 và 35 oC 

(Hình 3). Kết quả nghiên cứu cho thấy, tại nhiệt độ 25 oC, hoạt tính cellulase thấp, đạt 3,65 

IU/ml. Ở 35 oC, hoạt tính enzyme vẫn được biểu hiện ở mức khá cao, đạt 6,79 IU/ml. Xét khả 

năng sinh cellulase ở mức lớn hơn 8,0 IU/ml, khoảng nhiệt độ phù hợp là từ 27-34 oC, trong đó 

hoạt tính cao nhất là 11,12 IU/ml tại 30 oC. Kết quả nghiên cứu này cho thấy chủng nghiên cứu 

thích ứng với điều kiện nhiệt độ của Việt Nam, phù hợp cho nghiên cứu phát triển công nghệ 

trong sản xuất enzyme hoặc chuyển hóa phế phụ phẩm khi lên men, góp phần làm giảm chi phí 

sản xuất [18]. 

 
Hình 3. Khả năng sinh cellulase của chủng T. harzianum SP12176  

ở các nhiệt độ khác nhau 

2.2.4. Ảnh hưởng của nồng độ CMC, bột giấy, bột bã mía đến khả năng sinh cellulase của 

T. harzianum SP12176 

       Cellulase là enzyme cảm ứng, do vậy, để tạo điều kiện cho việc sinh cellulase cao nhất của 
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trường nhằm kích hoạt sự biểu hiện của các gen mã hóa cellulase. Kết quả biểu hiện hoạt tính 

cellulase theo nồng độ cơ chất được thể hiện ở Hình 4. 
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và cực đại ở nồng độ 0,6%. Hoạt tính cũng giảm nhanh ở nồng độ 0,8 và 1 %. Tuy nhiên, mức 

độ giảm biểu hiện gen sinh cellulase của bộ giấy chậm hơn so với CMC ở T. harzianum 12176.  

 
Hình 4. Hoạt tính cellulase của chủng T. harzianum SP12176 

 trong môi trường chứa CMC, bột giấy và bột bã mía 

 Một trong những phát hiện có ý nghĩa và hấp dẫn trong nghiên cứu này là khả năng kích 

thích biểu hiện cellulase của bã mía trên chủng T. harzianum SP12176 (Hình 4). Kết quả nghiên 

cứu cho thấy chủng T. harzianum SP12176 bị cảm ứng biểu hiện rất mạnh bởi bột bã mía bổ 

sung vào môi trường khi chỉ với nồng độ 0,2% cơ chất, hoạt tính đã lên tới trên 8 IU/ml, gần cao 

bằng với khả năng biểu hiện tối đa ở 0,4% CMC hoặc 0,6% bột giấy. Ở nồng độ 0,4% bột bã 

mía, hoạt độ enzyme của chủng là 17,6 IU/ml, cao hơn 1,7 lần so với mức biểu hiện tối đa khi 

cảm ứng bằng CMC hoặc bột giấy. Cũng tương tự như bột giấy, nồng độ 0,6% bột bã mía kích 

thích biểu hiện tố đa cellulase của chủng nghiên cứu và đạt 25,03 IU/ml, cao hơn 2,4 lần so với 

mức cực đại của cơ chất CMC và bột giấy. Kết quả nghiên cứu này không chỉ có ý nghĩa cơ bản 

về đặc tính sinh học của chủng T. harzianum SP12176 mà còn có ý nghĩa trong công nghệ sản 

xuất cellulase cho các mục tiêu ứng dụng khác nhau, đồng thời khẳng định chủng T. harzianum 

SP12176 cảm ứng tốt với bã mía, là cơ sở cho việc sử dụng chủng này trong công nghệ lên men 

rắn, chuyển hóa bã mía thành thức ăn chăn nuôi.  

3. Kết luận 

Chủng Trichoderma harzianum SP12176 có khả năng sinh cellulase khá cao (> 7 IU/ml) và 

được kích hoạt lên tới trên 10 IU/ml bởi CMC và bột giấy ở nồng độ tương ứng là 0,4 và 0,6 %. 

Nhiệt độ thích hợp cho sinh trưởng và sinh enzyme là từ 27-34 oC, tối ưu ở 30 oC. Giá trị pH 

môi trường thích hợp cho chủng là từ 5,5-65, hoạt tính đạt hơn 8 IU/ml. Bã mía có khả năng 

kích hoạt biểu hiện cellulase vượt trội so với CMC và bột giấy, hoạt tính đạt cực đại 25,03 

IU/ml ở nồng độ 0,6%. Đặc điểm sinh trưởng, sinh enzyme của chủng và vai trò kích hoạt của 

bột bã mía thể hiện khả năng ứng dụng của chủng trong việc chuyển hóa sinh khối bã mía thành 

các sản phẩm có giá trị hơn ở Việt Nam.  

Lời cảm ơn. Nghiên cứu này được thực hiện với sự hỗ trợ kinh phí từ đề tài cấp Bộ Giáo dục và 

Đào tạo, mã số B2015-17-78. 
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ABSTRACT 

Application potential of cellulase-producing Trichoderma harzianum SP12176 

 in sugarcane bagasse conversion 

Duong Minh Lam*, Le Thi Hue and Nguyen Thi Kim Thao 

Faculty of Biology, Hanoi National University of Education 

Trichoderma species is famous for its cellulase producing capacitiy and have been applied 

in different industrial aspects. There have been a number of studies on converting agricultural 

wastes into valuable products using Trichoderma worldwide. The strain T. harzianum SP12176 

was isolated from mangrove soil in Vietnam and possessed reasonably high cellulase activities 

(>7 IU/ml). The cellulase expression was increased by CMC and filter papers presence in the 

culture broth (activity > 10 IU/ml). Sugarcane bagasse powder strongly stimulates the 

expression of cellulase, up to 25,03 IU/ml. It was 2,4 times higher than that stimulated by CMC 

and filter paper. The strain grew well at a pH medium between 5,5-6,5 and the temperature 

between 27-34 oC. The biological characteristics of T. harzianum SP12176 showed high 

potential of applying this strain to convert sugarcane bagasse into more valuable products, 

contributing to the improvement of the value chain of the sugarcane. 

Keywords: Trichoderma, cellulase, sugarcane bagasse, conversion.   

 


