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Tóm tắt
Nghiên cứu nhằm tìm hiểu vai trò của axit oxalic đến tốc độ phát triển và phân giải lignin của giống nấm C. subvermispora. Rơm thí nghiệm được axit hóa ở các mức khác nhau: pH 6, pH5, pH4, pH3 và đối chứng, sau đó được nén vào trong các ống nghiệm, thanh trùng ở 121C. Sau khi để nguội thì nấm CS được cấy vào mặt trên ống nghiệm và để trong tủ nuôi cấy với giao động ẩm độ 70-80% và nhiệt độ từ 24-28C. Sử dụng kính hiển vi soi nổi quan sát tốc độ phát triển của nấm cho đến khi nấm mọc xuống đáy ống nghiệm thì dừng lại. Sau 7 tuần tính từ ngày cấy, rơm ủ được lấy ra khỏi ống nghiệm, sấy khô và đem đi phân tích hàm lượng lignin. Kết quả cho thấy bổ sung axit oxalic có tác động tích cực đến tốc độ phát triển của nấm C. subvermispora. Sau 20 ngày nuôi cấy, nấm phát triển mạnh nhất trên rơm pH3 (108mm) và tốc độ giảm dần ở nhóm pH4, 5 và 6. Nấm phát triển chậm nhất trên rơm đối chứng  (48mm). Tuy nhiên khả năng phân giải lignin cao nhất lại ở 2 nhóm pH5 và pH6 (1,8% so với 3.9% ở nhóm rơm đối chứng).  Điều này đã chứng minh được vai trò quan trọng của axit oxalic đến tốc độ phát triển của nấm C. subvermispora cũng như khả năng phân giải lignin của giống nấm này. 
Từ khóa: Rơm, nấm rễ trắng, gia súc, dinh dưỡng 
Abstract
This study aimed to investigate the role of oxalic acid in the growth and lignin degradation efficiency of Ceriporiopsis subvermispora. Rice straw was acidified to five pH levels (control, pH 6, pH 5, pH 4, and pH 3), then packed into tubes and sterilized at 121°C. After cooling, C. subvermispora was inoculated on top of each tube and incubated in a controlled environment chamber at 70–80% relative humidity and 24–28°C. Fungal growth was monitored twice weekly using a stereomicroscope, and treatment was terminated once the mycelium reached the bottom of the tube. After 7 weeks, the colonized straw was removed, dried, and analysed for lignin content. The results showed that oxalic acid positively influenced fungal growth. After 20 days, the highest growth rate was observed in the pH 3 treatment (108 mm), followed by pH 4, pH 5, and pH 6, while the control group exhibited the slowest growth (48 mm). However, the most significant lignin degradation occurred at pH 5 and pH 6, with lignin content reduced to 1.8%, compared to 3.9% in the control. These findings suggest that oxalic acid enhances both the growth and lignin-degrading capability of C. subvermispora, with optimal degradation occurring under moderately acidic conditions.
Keywords:  Rice straw, white rot fungi, cattle, nutrition
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Đặt vấn đề
Rơm rạ có số lượng và sản lượng lớn nhưng việc sử dụng làm thức ăn cho trâu bò mang lại hiệu quả thấp do độ choán lớn cũng như khả năng tiêu hóa thấp. Cellulose và hemicellulose trong rơm được sử dụng như một nguồn dinh dưỡng phù hợp cho gia súc, tuy nhiên lignin với vai trò liên kết trong thành tế bào thực vật, lại là nhân tố chủ chốt gây cản trở việc sử dụng cellulose và hemicellulose, dẫn tới hiệu quả sử dụng rơm giảm so với tiềm năng của chúng. Sử dụng các giống nấm rễ trắng để phân hủy lignin của phụ phẩm nông nghiệp, đặc biệt là rơm, làm thức ăn cho gia súc đã được đánh giá có tiềm  năng, hiệu quả và thân thiện với môi trường. Cone và cộng sự (2012) đã tiến hành thí nghiệm với 11 chủng WRF trên rơm lúa mì, kết quả có 3 chủng nấm là C. subvermispora, L. edodes, P. eryngii có tiềm năng cao nhất trong việc phân giải lignin và cải thiện giá trị dinh dưỡng của rơm. Tiến hành nghiên cứu trên rơm tại Việt Nam, C. subvermispora và L. edodes đã biểu hiện ưu thế rõ rệt trong việc nâng cao giá trị dinh dưỡng của các giống rơm khác nhau (Hải, 2023) và thích nghi được với nhiệt độ ở Việt Nam (Hải, 2024), đặc biệt là giống nấm C. subvermispora. Tuy nhiên C. subvermispora lại nhạy cảm với pH trong rơm, đặc biệt với các giống có pH cao. Trong quá trình phát triển, nấm rễ trắng tiết ra nhiều loại acid hữu cơ để giảm pH cơ chất xuống mức ổn định 3,5 - 4, trong đó oxalic acid được tiết ra nhiều nhất (Leimao, 2019). Việc bổ sung axit oxalic ngay từ ban đầu có thể giúp nấm rễ trắng phát triển nhanh hơn và kích hoạt enzyme phân hủy lignin sớm hơn so với việc không bổ sung. Nghiên cứu này nhằm đánh giá ảnh hưởng của việc bổ sung axit oxalic ở các mức độ khác nhau đến tốc độ phát triển và khả năng phân giải lignin trên rơm của C. subvermispora.
Nội dung và phương pháp
Đối tượng
Giống nấm Ceriporiopsis subvermispora, thuộc nhóm nấm rễ trắng (White rot fungi, WRF).
Rơm giống Khang Dân 18 (KD18) được thu thập ở xã Nhơn Khánh, tỉnh Bình Định
Phương pháp
Chuẩn bị nguyên liệu:
Nấm C.subvermispora được cấy trên đĩa thạch MEA (Malt Extra Agar) và nuôi cấy trong điều kiện phòng thí nghiệm đến khi nấm phủ kín đĩa thạch thì được sử dụng. Rơm được xay nhỏ với kích thước 1-2mm đựng trong các hộp nhựa đậy kín nắp và được đánh mã kí hiệu. Buồng nuôi cấy được vệ sinh, sát khuẩn 2 ngày trước thí nghiệm. Buồng nuôi cấy được đảm bảo nhiệt độ giao động từ 24 – 28C, độ ẩm 70 – 85%
Phương pháp tiến hành:
Thí nghiệm gồm 5 nghiệm thức: rơm đối chứng, rơm axit hóa về pH6 (pH6), rơm axit hóa về pH5 (pH5), rơm axit hóa về pH4 (pH4), rơm axit hóa về pH3 (pH3), mỗi nghiệm thức lặp lại 2 lần.
Ở mỗi nghiệm thức, 25g rơm được thêm 500ml nước cất khuấy trong 5 phút sử dụng máy khuấy từ (800 vòng/phút) trước khi đo pH. Ngoại trừ nhóm đối chứng, axit oxalic được thêm vào, kết hợp đo pH để đưa rơm về các mức pH mong muốn. Rơm ở cả 5 nhiệm thức được ngâm trong 3 giờ, pH rơm được đo hằng giờ để điều chỉnh pH cho phù hợp.
Rơm sau đó được đem đi vắt khô cho vào các ống nghiệm đã chuẩn bị trước. Cho rơm vào ống nghiệm kết hợp dùng que sắt nén chặt xuống, đến khi rơm cách miệng ống nghiệm 3-4cm thì dừng lại và đậy nắp. Rơm được thanh trùng ở nhiệt độ 121C trong 30 phút. Các mẫu sau đó được để nguội đến nhiệt độ phòng trước khi tiến hành cấy giống. 
Trước khi cấy giống dùng bút kẻ quanh miệng ống ở phần chất nền được nén để làm điểm khởi đầu, kẻ thêm 6 đường thẳng kéo dài từ miệng ống đến đáy ống để đánh dấu vị trí nấm phát triển sau này.
Phương pháp cấy giống :
 Cấy giống được thực hiện trong tủ cấy vi sinh. Que cấy được hơ nóng trên máy tiệt trùng điện. Dưới đáy mỗi đĩa thạch sẽ được vẽ các ô vuông kích thước 3-4mm2, sau đó cắt theo ô vuông được vẽ sẵn dưới đáy đĩa thạch, cho phần nấm vừa cắt vào ống nghiệm. Kỹ thuật này nhằm đảm bảo lượng giống cấy vào mỗi ống nghiệm là đồng đều nhau. Tiến hành cấy nấm cho các ống nghiệm còn lại. Sau khi cấy xong, 10 ống nghiệm vừa cấy được đưa vào tủ nuôi nấm. Tủ nuôi nấm đảm bảo nhiệt độ từ 24 – 28 , độ ẩm 70 – 85%. 
Chỉ tiêu và phương pháp theo dõi
Chỉ tiêu tốc độ phát triển tuyệt đối (mm) : Theo dõi sự phát triển tích luỹ sợi tơ của nấm và sự thay đổi hàm lượng lignin của các nghiệm thức.      
Theo dõi sự phát triển của nấm cố định hai ngày/tuần vào 8h sáng. Sử dụng kính hiển vi quan sát các sợi tơ nấm phát triển trong ống nghiệm, dùng bút đánh dấu vị trí cuối cùng của sợi nấm trên vạch kẻ sẵn, tiến hành đo bằng thước palme tính từ điểm cấy giống. Ngừng đánh giá tốc độ sinh trưởng khi nấm C. subvermispora đầu tiên phát triển chạm đáy ống nghiệm.
Các nghiệm thức được tiếp tục theo dõi trong tủ nuôi cấy đến đủ 7 tuần thì đem sấy để xác định hàm lượng Vật chất khô (VCK) và tiến hành phân tích hàm lượng Lignin trong mẫu.
Xử lý số liệu
Các số liệu thu thập trên phầm mềm Excel 2000 và phân tích bằng phần mềm SPSS 20.0 theo mô hình thống kê Yi = µ + Ti + ei
Trong đó Yi là biến phụ thuộc, Ti là ảnh hưởng của các mức bổ sung oxalic, ei là sai số ngẫu nhiên. Các nghiệm thức được cho là sai khác khi P < 0,05. Giá trị trung binh và khoảng tin cậy 95% được trình bày.
Kết quả và thảo luận
Tốc độ phát triển của giống nấm C. subvermispora 
Tốc độ phát triển tích lũy sợi nấm của giống nấm C. subvermispora sau 20 ngày được thể hiện trong biểu đồ 4.1. Biểu đồ 4.1 cho thấy, sau 20 ngày nấm được cấy trên rơm có bổ sung axit oxalic đều phát triển nhanh hơn so với trên rơm nguyên trạng (P< 0.001). Lượng axit oxalic càng cao (pH càng thấp) thì tốc độ phát triển của nấm CS càng nhanh. Ở nghiệm thức pH3, nấm phát triển được 108 mm cao hơn toàn bộ các nghiệm thức còn lại. Sự sai khác này có ý nghĩa về mặt thống kê. Tốc độ phát triển này nhanh gấp 2 lần ở rơm nguyên trạng. Nấm trên các nghiệm thức pH4, pH5 và pH6 sau 20 ngày phát triển đến 98, 89 và 81 mm (biểu đồ 4.1). Qua đó có thể thấy, việc bổ sung axit oxalic vào rơm đã tạo môi trường thích hợp cho nấm, làm tăng tốc độ phát triển của nấm C. subvermispora.


[bookmark: _Toc167100038]Biểu đồ 4.1. Tốc độ phát triển của nấm C. Subvermispora (mm) trên rơm ở các mức pH khác nhau

VCK, pH và hàm lượng Lignin sau 7 tuần ủ
[bookmark: _Toc167100036]Qua bảng 4.1 hàm lượng VCK, pH và lignin đều có sự khác nhau giữa các nghiệm thức.
	Tỷ lệ VCK sau 20 ngày cao nhất ở nghiệm thức PH6 với 37.2 % và thấp nhất ở nghiệm thức PH5 là 30.8 %. Sự khác biệt này có ý nghĩa về mặt thống kê. Các nghiệm thức còn lại không có sự khác biệt đáng kể. 
Bảng 4.1. VCK, pH và hàm lượng lignin của rơm KD18 sau 7 tuần ủ 
	Nghiệm thức
	DM (%)
	pH 
	Lignin  (%) 

	Không bổ sung
	32.5ab ± 1.41
	4.0a ± 0.05
	3.9a ± 0.49

	pH 3
	33.4ab ± 2.55
	3.7b ± 0.13
	2.3b ± 0.57

	pH 4
	33.8ab ± 1.13
	3.0d ± 0.02
	2.4ab ± 0.21

	pH 5
	30.8b ± 0.21
	3.3cd ± 0.00
	1.8b ± 0.28

	pH 6
	37.2a ± 1.00
	3.5bc ± 0.05
	1.8b ± 0.14

	
	
	
	

	P
	0.05
	<0.001
	0.013


Sau 7 tuần ủ, toàn bộ các nghiệm thức đều có pH dao động trong khoảng từ 3 đến 4, với pH cao nhất là nhóm rơm không bổ sung axit oxalic. Điều này phù hợp với các nghiên cứu trước đây trên giống nấm C. subvermispora. Nghiệm thức PH4 và PH5 có pH rơm thấp nhất là 3,0 và 3,3 (bảng 4.1). Trong thời gian ủ, nấm rễ trắng nói chung và C. subvermispora nói riêng sản xuất ra một lượng lớn axit hữu cơ trong vài tuần đầu và đưa pH của cơ chất về khoảng pH 3 – 4 và giữ ổn định ở mức pH này. Sau 7 tuần toàn bộ rơm của thí nghiệm đều được đưa về khoảng pH này, chứng tỏ nấm đều phát triển tốt trong suốt giai đoạn thí nghiệm.    
Hàm lượng lignin bị phân giải ở các nghiệm thức khác nhau là khác nhau. Sau 7 tuần ủ, rơm nguyên trạng có hàm lượng lignin cao nhất: 3,9 %, các nghiệm thức còn lại hàm lượng lignin giao động từ 1,8 đến 2,4 % (P = 0.013) (Bảng 4.1). Hai nghiệm thức PH5 và PH6 cho thấy xu hướng phân giải lignin tốt nhất tuy nhiên không có sự khác biệt có ý nghĩa so với nhóm PH3 và PH4. 
Mặc dù tốc độ phát triển của C. subvermispora trên hai nghiệm thức PH3 và PH4 là nhanh nhất. Tuy nhiên C. subvermispora lại có xu hướng phân giải lignin tốt hơn đối với rơm tại nghiệm thức PH5 và PH6, Điều này cho thấy tốc độ phát triển nhanh hay chậm của nấm không phản ánh được khả năng phân giải chất dinh dưỡng của giống nấm rễ trắng này mà phải dựa thêm các chỉ tiêu khác, ví dụ như pH kết thúc của rơm ủ.
Tương quan giữa pH rơm và khả năng phân giải lignin của C. subvermispora

[bookmark: _Toc167100039]Biểu đồ 4.2. Tương quan giữa pH của rơm sau 7 tuần ủ và khả năng phân giải lignin của nấm C. subvermispora
Biểu đồ 4.2 thể hiện sự tương quan giữa pH rơm sau 7 tuần ủ và khả năng phân giải lignin của giống nấm C. subvermispora. Qua biểu đồ có thể thấy mối liên hệ chặt chẽ giữa pH rơm ủ và khả năng phân giải lignin của nấm C. subvermispora (R2 = 0.9655).
Theo biểu đồ, C. subvermispora phân giải lignin tốt nhất khi pH rơm nằm trong khoảng 3.2 đến 3.6. pH rơm sau 7 tuần ủ càng lên cao thì lượng lignin không được chuyển hóa càng lớn. Ở chiều ngược lại, chúng tôi cũng nhận thấy khả năng phân giải lignin giảm khi pH rơm sau ủ về mức thấp hơn 3.2. Kết quả này có ý nghĩa đặc biệt quan trọng trong các nghiên cứu tiếp theo cũng như khi áp dụng ra thực tiễn sản xuất. Việc xác định pH của khối ủ sẽ giúp ước tính được sự hiệu quả về khả năng phân giải lignin của nấm rễ trắng, đặc biệt là C. subvermispora.
Kết luận
Việc bổ sung axit oxalic có hiệu quả rõ rệt đến khả năng sinh trưởng của giống nấm C. subvermispora, cũng như khả năng phân giải lignin trong rơm của giống nấm này
	
	Trần Thanh Hải  & cs
	AVS2025 proceedings




Copyright © avsconference.com | 2

Lời cám ơn
Nghiên cứu nhận được sự hỗ trợ kinh phí của trường đại học Wageningen – Hà Lan
Thông tin tác giả
1Trường Đại học Nông Lâm Đại học Huế; *Tác giả liên hệ: tranthanhhai@hueuni.edu.vn
Sự đóng góp của tác giả
1Tiến hành thí nghiệm, thu thập số liệu và chuẩn bị bản thảo; 2Xây dựng đề cương nghiên cứu, xử lý số liệu và chỉnh sửa bài viết.
Cam kết của tác giả
 *Tác giả liên hệ hoàn toàn chịu trách nhiệm nếu có xung đột lợi ích hay nội dung công bố trong bài báo này.
Tài liệu tham khảo
1. Cone, J.W., Baars, J.J.P., Sonnenberg, A.S.M. and Hendriks, W.H., 2012. Fungal strain and incubation period affect chemical composition and nutrient availability of wheat straw for rumen fermentation. Bioresource Technology, 111, pp.336-342.
2. Hai, T.T., van Peer, A., Cone, J.W., Schonewille, J.T., Baars, J.J.P., Phung, L.D. and Hendriks, W.H., 2023. Lignocellulose degradation efficacy of various rice straw cultivars by white-rot fungi. The 45th Animal Nutrition Research Forum, p17.
3. Hai, T.T., van Peer, A., Cone, J.W., Schonewille, J.T., Baars, J.J.P., Phung, L.D. and Hendriks, W.H., 2024. Incubation temperature affects growth and efficacy of white-rot fungi to improve the nutritive value of rice straw. Animal Production Science, 64(8).
4. Mao, L., van Arkel, J., Hendriks, W.H., Cone, J.W., de Vos, R.C. and Sonnenberg, A.S., 2021. Assessing the nutritional quality of fungal treated wheat straw: Compounds formed after treatment with Ceriporiopsis subvermispora and Lentinula edodes. Animal Feed Science and Technology, 276, p.114924.
5. 

ADL	3.94	4.01	3.43	3.5	3.28	3.28	3.02	3.05	3.57	3.75	3.5183476277175831	4.1581148398495156	1.6840184230230613	1.9123418492198234	2.037312059072188	1.5958448875237305	2.1847718103103642	2.4524706858910492	1.9188322574672467	2.716550355824781	PH SAU 7 TUẦN NUÔI CẤY
HÀM LƯỢNG LIGNIN (%)
pH3	0	0.25980762113533162	2.3570226039551501E-2	0.29227080289043883	5.8925565098880639E-2	1.2492219800962332	0.34176827757350869	2.6162950903902278	3.5944594710316231	3.4294678887547514	0	0.25980762113533162	2.3570226039551501E-2	0.29227080289043883	5.8925565098880639E-2	1.2492219800962332	0.34176827757350869	2.6162950903902278	3.5944594710316231	3.4294678887547514	0	1	2	3	4	5	6	7	8	9	10	11	12	13	14	15	16	17	18	19	20	0	0.15	1.5999999999999999	8.326666666666668	21.608333333333334	36.133333333333333	57.241666666666667	77.133333333333326	95.991666666666674	108.22499999999999	pH4	0	0	0.8013876853447538	0.64818121608766877	0.69532166816677488	4.9851028073651626	2.2863119258365043	2.7577164466275192	3.1348400632603433	1.8620478571245798	0	0	0.8013876853447538	0.64818121608766877	0.69532166816677488	4.9851028073651626	2.2863119258365043	2.7577164466275192	3.1348400632603433	1.8620478571245798	0	1	2	3	4	5	6	7	8	9	10	11	12	13	14	15	16	17	18	19	20	0	0	0.56666666666666665	8.1083333333333325	19.55833333333333	35.541666666666657	54.05	70.55	88.066666666666663	97.566666666666663	pH5	0	0	0.35991254081656759	1.7516130132389822	1.2001543110660264	2.4381421281453313	3.64890902010958	4.6653966525822765	5.5978501164220136	6.0745675047998633	0	0	0.35991254081656759	1.7516130132389822	1.2001543110660264	2.4381421281453313	3.64890902010958	4.6653966525822765	5.5978501164220136	6.0745675047998633	0	1	2	3	4	5	6	7	8	9	10	11	12	13	14	15	16	17	18	19	20	0	0	1.3388888888888888	4.6722222222222234	17.644444444444446	30.027777777777782	49.472222222222229	65.238888888888894	82.277777777777771	92.211111111111109	pH6	0	0	8.2495791138430558E-2	2.2156012477178488	0.25927248643506773	0.22391714737574239	0.73067700722609774	1.4377837884126454	1.4849242404917458	2.0034692133618912	0	0	8.2495791138430558E-2	2.2156012477178488	0.25927248643506773	0.22391714737574239	0.73067700722609774	1.4377837884126454	1.4849242404917458	2.0034692133618912	0	1	2	3	4	5	6	7	8	9	10	11	12	13	14	15	16	17	18	19	20	0	0	1.125	4.3666666666666671	14.750000000000002	25.725000000000001	42.65	55.866666666666667	71.166666666666671	80.933333333333337	Không bổ sung	0	0	0.17677669529663814	0.25927248643506712	0.35355339059327379	0.43604918173170465	2.5220141862320218	2.8873526898450605	3.2526911934581246	4.5490536256334586	0	0	0.17677669529663814	0.25927248643506712	0.35355339059327379	0.43604918173170465	2.5220141862320218	2.8873526898450605	3.2526911934581246	4.5490536256334586	0	1	2	3	4	5	6	7	8	9	10	11	12	13	14	15	16	17	18	19	20	0	0	1.2250000000000001	3.2833333333333332	9.9500000000000011	17.258333333333333	27.966666666666661	35.575000000000003	42	48.5	THỜI GIAN (NGÀY)
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