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TÓM TẮT 

Laccase thuộc nhóm enzyme oxi hóa nh}n đồng, có tính oxy hóa mạnh, có phổ cơ 

chất đa dạng, và là enzyme thân thiện với môi trường do trong phản ứng laccase 

chỉ cần lấy oxygen từ không khí và sản phẩm phụ duy nhất tạo thành sau phản 

ứng l| nước nên laccase được ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực khác nhau 

đặc biệt công nghiệp dệt, nhuộm và xử lý ô nhiễm môi trường. Laccase được thu 

từ nhiều nguồn kh{c nhau như thực vật, vi khuẩn, côn trùng và nhiều vi sinh vật 

khác. Dựa v|o đặc điểm khuẩn lạc và hình thái sợi nấm cùng với trình tự gen mã 

hóa 18S rRNA đã x{c định chủng F6 có độ tương đồng đến 99% với loài Polyporales 

sp khi so sánh trên GenBank (NCBI), F6 có khoảng 608bp. Loài Polyporales sp F6 có 

khả năng sinh tổng hợp enzym laccase mạnh, đạt đạt 90,37 (U/L) sau 9 ngày lên 

men. Điều kiện lên men để loài này sinh tổng hợp laccase mạnh là lên men lỏng, 

môi trường BSM bổ sung 5% cơ chất bột rơm, ở nhiệt độ 300 C, pH7. 

Từ khóa: Polyporales, laccase, nấm, phân lập, vi sinh vật.  

 

1. MỞ ĐẦU 

Ng|y nay, tốc độ ô nhiễm môi trường đang gia tăng do việc thải c{c chất thải 

v|o môi trường không kiểm so{t. C{c phương ph{p hóa học v| sinh học thông thường 

ng|y c|ng khó đạt được mức độ cần thiết để loại bỏ c{c chất ô nhiễm. Do đó, cần phải 

triển khai những phương ph{p hiệu quả v| không g}y ô nhiễm thứ cấp. Những nghiên 

cứu gần đ}y đã chứng minh được enzyme có nhiều khả năng v| triển vọng trong giải 

quyết vấn đề xử lí ô nhiễm môi trường. Enzyme có thể hoạt động trên c{c chất ô nhiễm 

đặc biệt khó xử lí để loại chúng bằng c{ch kết tủa, chuyển hóa, ph}n hủy c{c chất ô 
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nhiễm th|nh dạng kh{c. Ngo|i ra, enzyme còn có thể l|m thay đổi c{c đặc tính của 

chất thải đưa chúng về dạng dễ xử lí hoặc chuyển th|nh c{c sản phẩm có gi{ trị hơn. 

Phương ph{p xử lí bằng enzyme có những ưu điểm sau: được {p dụng với những chất 

sinh học khó xử lí, t{c dụng cả ở vùng nồng độ chất ô nhiễm môi trường cao, một số 

enzyme riêng biệt có t{c dụng trên phạm vi rộng pH, nhiệt độ,…m| không g}y ra 

những biến đổi bất thường, không g}y ra c{c cản trở ph{ vỡ c}n bằng sinh th{i. Trong 

c{c loại enzyme, thì enzyme phản ứng oxy hóa khử thuộc lớp 1 (oxidoreductase) v| c{c 

enzyme xúc t{c phản ứng thủy ph}n thuộc lớp 3 (hydrolase) có khả năng ph}n hủy c{c 

hợp chất được nêu trên rất cao (Baldrian P,2006). 

Laccase (EC 1.10.3.2, p-diphenol oxidase) thuộc nhóm enzyme oxidase, cụ thể l| 

phenol oxidase, xúc t{c qu{ trình oxi hóa nhiều hợp chất hữu cơ bao gồm diphenol, 

polyphenol, diamine, amine thơm, benzenethiol.... Laccase có tính oxy hóa mạnh, có 

phổ cơ chất đa dạng v| sử dụng oxy ph}n tử l|m chất nhận điện tử nên enzyme n|y 

được ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp, trong xử lý phụ phẩm công - nông nghiệp 

v| nguồn nước thải ô nhiễm. 

Ngo|i ra, laccase được thu từ nhiều nguồn kh{c nhau như thực vật, vi khuẩn, 

côn trùng v| nhiều vi sinh vật kh{c nữa.Trước sự ph{t triển mạnh mẽ của c{c ng|nh 

công nghiệp v| yêu cầu khắt khe về xử lý nước thải tr{nh g}y ô nhiễm môi trường, 

việc tìm ra công nghệ xử lý nước thải công nghiệp đạt hiệu quả cao, gi{ th|nh rẻ, ít sử 

dụng ho{ chất, th}n thiện với môi trường đã trở th|nh vấn đề cấp thiết. 

Trong nghiên cứu n|y, chúng tôi trình b|y một số kết quả ph}n lập chủng vi 

sinh vật có khả năng sản xuất enzyme laccase, x{c định đặc tính của enzyme laccase 

sau đó giải trình tự gen mã hóa, v| so s{nh đối chiếu kết quả giải trình tự với dữ liệu 

ngân hàng gen GenBank. 

 

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP  

2.1. Nguyên liệu 

Xác mùn thực vật lấy từ một số khu vực trên địa bàn thành phố Buôn Ma 

Thuột, agar, khoai tây, bột rơm, mùn cưa, guaiacol (0,01 %), pepton. 

2.2. Phƣơng pháp  

Lấy mẫu và bảo quản mẫu 

 Lấy mẫu: Quá trình lấy mẫu tuân theo TCVN 7538 - 2: 2005 [TCVN,2005] 

Chọn những thân cây mục có xuất hiện những quần thể nấm mục trắng, dùng 

thìa hoặc dao sạch (đã được hấp tiệt trùng) nạo lớp vỏ này cho vào túi nilong, lấy đất 

vùng tiếp giáp giữa thân gỗ mục với đất cho vào túi nilong và khít miệng túi lại. 
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 Bảo quản mẫu: Mẫu sau khi lấy sẽ được giữ trong túi nilon cho đến khi đem 

phân tích, thời gian giữ không quá 24 giờ 

 Phân lập và giữ giống 

Mẫu sau khi thu về, cân 1g cho vào cối sứ nghiền nát, cho vào ống nghiệm chứa 

9 ml nước vô trùng rồi lắc 5 phút, để lắng 30 gi}y, ta được độ pha loãng 10-1.Tiếp tục 

pha loãng đến nồng độ 10-3, 10-4. Sử dụng mẫu pha loãng ở nồng độ cuối để trải môi 

trường PDA, nuôi ở 30ºC, trong 3 ngày.Tuyển chọn những chủng nấm mốc phát triển 

mạnh, cấy chuyển sang môi trường PDA và làm thuần. Những chủng nấm nấm phân 

lập được có hoạt tính laccase, lưu mẫu ở -80°C trong glycerin 70% 

 Nuôi cấy 

Nuôi sàng lọc: Dùng que cấy xắn 1 miếng thạch khoảng 1cm2 có sợi nấm nuôi 

trên môi trường PDA của chủng nấm mốc được phân lập, để úp miếng thạch cho sợi 

nấm tiếp xúc với môi trường sàng lọc (BSM bổ sung guaiacol) *Dương Minh Lam v| cs, 

2013]. Nuôi ở 30ºC trong 2 tuần. 

Nuôi sinh khối: Sau khi chọn được các chủng nấm mốc có hoạt tính laccase 

mạnh, dùng que cấy xắn một miếng thạch khoảng 1cm2 có sợi nấm trên môi trường 

PDA, chuyển vào bình tam giác có chứa 20ml môi trường PDA lỏng, nuôi ở 30ºC, 180 

vòng/phút, trong 3 ngày. 

Nuôi sản xuất enzyme: Sau khi có sinh khối sợi nấm mốc, dùng micropipette 

hút 1ml dịch sinh khối chuyển vào bình tam giác có chứa 50ml môi trường sản xuất 

enzyme. Gồm 4 môi trường (MF1, MF2, MF3, MF4, tương ứng với, MF1: môi trường 

rơm lỏng (l| môi trường BSM (không bổ sung glucose và agar), bổ sung 5% bột rơm), 

MF2: môi trường gỗ lỏng (l| môi trường BSM (không bổ sung glucose và agar), bổ 

sung 5% bột gỗ), MF3: môi trường rơm b{n rắn (l| môi trường BSM (không bổ sung 

glucose và agar), bổ sung 10% bột rơm), MF4: môi trường gỗ bán rắn (l| môi trường 

BSM (không bổ sung glucose và agar), bổ sung 10% bột gỗ)). Nuôi ở 30ºC,180 

vòng/phút, trong 18 ng|y đối với lên men lỏng. Nuôi ở 30ºC v| 18 ng|y đối với lên 

men rắn. 

 Nghiên cứu đặc điểm sinh học của nấm 

Tiến hành quan sát trực tiếp chủng nấm mốc trên môi trường PDA bằng mắt 

thường v| quan s{t dưới kính hiển vi quang học. Quan sát một số chỉ tiêu của các 

chủng nấm mốc trên môi trường PDA: khả năng ph{t triển của khuẩn lạc, màu sắc, 

hình dáng và bề mặt khuẩn lạc. Đo kích thước đường kính khuẩn lạc sau 3 ngày nuôi 

cấy [Phạm Thị Trân Châu, 2009]. 

Quan sát một số chỉ tiêu của các chủng nấm mốc dưới kính hiển vi quang học: 

phương ph{p n|y được tiến h|nh để quan s{t đặc điểm sợi nấm, sự hình thành bào tử 
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v| đặc điểm của bào tử nấm. Quan sát ở độ phóng đại X40 trên tiêu bản. [Nguyễn Đức 

Long, 2011] 

 Sàng lọc chủng nấm sinh tổng hợp laccase 

Guaiacol (0,01 %) được sử dụng làm chất chỉ thị trong các nghiên cứu x{c định 

hoạt tính enzyme laccase. C{c chủng nấm mốc ph}n lập được, l|m thuần trên đĩa thạch 

PDA và cấy chuyển lên môi trường s|ng lọc (BSM) có bổ sung guaiacol v| nuôi ở 300 C 

trong 2 tuần. Chủng được xem l| có khả năng sinh tổng hợp laccase nếu xuất hiện 

vòng n}u đỏ quanh khuẩn lạc (Trịnh Thu Thủy và cs, 2015). Quan sát theo trực quan, 

vòng m|u n}u đỏ c|ng đậm thì hoạt tính của laccacse càng mạnh. 

Khảo sát điều kiện sinh tổng hợp enzyme laccase 

Môi trƣờng (cơ chất) 

Tiến hành nuôi các chủng nấm sàng lọc được trên 4 loại môi trường sản xuất 

enzyme: MF1, MF2, MF3, MF4. Nuôi 3 bình trên mỗi loại môi trường, nuôi 18 ngày ở 

30ºC, 180 vòng/phút thu dịch enzyme. Dựa trên sự oxi hóa ABTS (2,2'-azino-bis 3- 

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) bởi laccase thành hợp chất được hấp thụ ánh 

sáng mạnh tại bước sóng 420nm. Dựa vào kết quả thu được để x{c định môi trường 

thích hợp cho sự sinh tổng hợp laccase của chủng nấm. 

Phƣơng pháp định danh sinh học phân tử  

Sản phẩm PCR của chủng nấm được định danh tại công ty 1st BASE – 

Malaysia. Trình tự ho|n chỉnh được BLAST trên NCBI để đ{nh gi{ mức độ tương đồng 

của vùng bảo thủ ITS1-18S-ITS4 v| từ đó tìm ra lo|i tương đồng nhất với trình tự cần 

nghiên cứu. 

Phƣơng pháp xử lý thống kê 

Các số liệu được xử lý bằng phần mềm Micorosolf Excel 2010, SPSS, phần mềm 

Blast. 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Sàng lọc chủng nấm có hoạt tính laccase 

Những khuẩn lạc có hoạt tính enzyme sẽ tạo ra những thay đổi dễ nhận thấy 

bằng mắt thường trên môi trường thạch. Nếu khuẩn lạc có hoạt tính enzyme phân hủy 

hợp chất hữu cơ vòng thơm thì trên môi trường BSM có guaiacol sẽ xuất hiện vòng 

phân giải m|u đỏ tía đối với nấm. Từ 9 chủng nấm (F1-F9) phân lập chọn ra được 

chủng nấm F6 có phản ứng màu với guaiacol (đường kính 4cm), chủng nấm n|y được 

tiếp tục nghiên cứu v| định lượng sơ bộ về đặc điểm hình th{i, điều kiện thích nghi và 

khả năng sinh laccase. 
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Hình 1. Sàng lọc trên môi trường BSM bổ sung guaiacol 

Một số đặc điểm hình thái khuẩn lạc và cuống sinh bào tử của chủng nấm F6 

Chủng nấm F1 được nuôi trên môi trường PDA sau 3 đến 5 ng|y, sinh trưởng 

rất nhanh có khuẩn lạc mọc lan rộng, mọc d|y, đường kính 4,5 cm. Khuẩn ty khí sinh 

màu trắng chuyển dần ra viền ngoài màu hồng phấn, bông xốp. Khuẩn ty cơ chất có 

màu trắng. Quan sát trên kính hiển vi, sợi nấm ph}n nh{nh, có v{ch ngăn. Túi b|o tử 

nằm bên trong sợi khuẩn ty khí sinh, có bào tử vách dày, hình trứng, nằm ở đầu tận 

cùng hoặc chen giữa các sợi nấm già. Chúng có thể mọc th|nh th}n đơn hoặc thành 

chồi, chúng tách ra và mọc các ống mầm nếu bào tử gặp điều kiện thuận lợi (hình 2.) 

 

Hình 2. Khuẩn lạc sợi nấm chủng F6 

Khảo sát ảnh hưởng nguồn carbon của môi trường đến hoạt tính laccase của 

chủng nấm F6 

Kết quả khảo sát khả năng tích lũy laccase của chủng F6 trên 4 điều kiện lên 

men là MF1, MF2, MF3 và MF4 qua 18 ngày nuôi cấy, thể hiện trong bảng sau: 

Bảng 1. Hoạt độ laccase (U/l) của chủng F6 trên 4 điều kiện lên men 

Môi trƣờng 
Thời gian (ngày) 

3 6 9 12 15 18 

MT1 13,61d 64,77a 90,37e 86,72b 71,87a 50,65a 

MT2 1,32a 4,21a 8,84ab 7,08c 13,19b 11,71b 

MT3 2,22a 4,49b 5,93f 13,33a 9,49a 8,94d 

MT4 0,69c 0,83d 2,5d 5,5f 8,05c 6,31c 

Ghi chú: Các kí tự a, b, c,d,,f chỉ sự khác biệt có ý nghĩa thống kê trong cùng một cột với p<0,05 
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Chủng nấm sàng lọc được có khả năng tích lũy laccase mạnh trên môi trường 

MF1 là cao nhất đạt 90,37U/L, cao hơn so với 3 môi trường còn lại. Như vậy, nguồn 

carbon từ rơm thích hợp cho sự phát triển và sinh laccase của chủng F6, Kết quả này 

cũng tương đồng với nghiên cứu của Chunyan Xu và cộng sự (2015), khi nghiên cứu 

laccase trên nấm mục trắng, lên men sản xuất enzyme trên môi trường bổ sung cơ chất 

l| rơm lúa mạch đã kết luận, chủng T. versicolor BBEL0970 tích lũy laccase đạt cực đại 

10,3 (U/ml) tăng 58,5% so với môi trường bổ sung glucose 5,2 (U/ml), sau 20 ngày lên 

men. 

Khảo sát một số điều kiện ảnh hưởng đến hoạt tính của laccase 

Để tìm ra khoảng pH tối ưu cho hoạt động của laccase từ chủng F6, hoạt tính 

enzyme được x{c định thông qua việc đo OD phần dịch enzyme thu được với pH của 

đệm thay đổi từ 3-8 

Bảng 2. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính laccase của chủng F6 

pH pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 

Hoạt độ laccase (U/L) 80,52c 93,84a 83,07e 74,61b 29,34a 14,85a 

Hoạt độ tương đối (%) 80,46 100 86,71 68,03 31,27 15,82 

Ghi chú: Các kí tự a, b, c,d,,f chỉ sự khác biệt có ý nghĩa thống kê trong cùng một cột với 

p<0,05 

Enzyme do F6 sinh ra hoạt động xúc tác phản ứng mạnh nhất trong khoảng pH 

từ pH 3 – 5, laccase này hoạt động tối ưu ở khoảng pH4, tại đ}y hoạt tính laccase đo 

được lên đến 93,84 U/L. Kết quả n|y cũng kh{ tương đồng với một số nghiên cứu 

trước ở các chủng nấm như Muruliporia sp là pH 3,5 [Trịnh Thị Thủy, 2015]. 

 

Từ 200C đến 300C hoạt độ laccase rất thấp chỉ đạt 16,03% (15,24 U/L) đến 35,55% 

(33,79 U/L). Tăng nhiệt độ lên 400C đến 450C độ enzyme tăng cao từ 92,59% (88,02 U/L) 

đến 100%. Nhiệt độ thích hợp nhất cho laccase hoạt động là vào khoảng 450C, hoạt độ 

enzyme x{c định được lên tới 95,06 U/L, nhiệt độ này thấp hơn nhiều so với một số 

chủng nấm đảm kh{c như Pycnoporus sanguineus là 550C [Kizhekkedathu Narayanan 

Niladevi et al, 2005] 
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Đồ thị 2. Ảnh hưởng của kim loại đến hoạt tính laccase 

 

Hoạt tính laccase của chủng F6 ít bị ảnh hưởng của ion kim loại, chỉ có ion Fe2+ 

làm ức chế hoạt động của enzyme, dường như enzyme bị mất hoạt tính hoàn toàn khi 

bổ sung 5mM ion Fe2+ vào hỗn hợp phản ứng, hoạt tính giảm 91,23% so với mẫu đối 

chứng. Ở một số nghiên cứu khác, hoạt tính laccase tăng 180,5% khi bổ sung 5mM 

Mn2+ ở loài P.ostreatus, tăng 4,5 lần trong môi trường có nồng độ Mn2+0,8mM ở loài 

Coprinus comatus [Yaropolov et al, 2010.] 

Định danh chủng F6 

Trình tự ITS của F6 được nhân lên sử dụng cặp mồi ITS1 (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) v| ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’).  

Dựa trên đặc điểm khuẩn lạc và hình thái sợi nấm cùng với kết quả giải trình tự 

trên phàn mềm Blast, x{c định chủng F6 có độ tương đồng đến 99% với loài Polyporales 

sp khi so sánh trên ngân hàng dữ liệu GenBank. 

 

Hình 4. Kết quả phân tích trình tự tương đồng BLAST của đoạn ITS của chủng F6 
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4. KẾT LUẬN 

Đã phân lập v| định danh được loài Polyporales sp F6 có năng sinh tổng hợp 

laccase mạnh đạt 90,37 (U/L), cũng ghiên cứu và lựa chọn th|nh công điều kiện môi 

trường cho loài Polyporales sp F6 sinh tổng hợp laccase l| môi trường lên men lỏng bổ 

sung 5% cơ chất bột rơm sau 9 ngày lên men. Laccase từ Polyporales sp F6 có pH tối ưu 

ở pH7, nhiệt độ tối ưu l| 300C. Hoạt tính của laccase bị ảnh hưởng bởi một số ion kim 

loại như Fe2+, Mn2+, Mg2+, nhưng Fe2+ lại làm ức chế hoạt tính laccase. 
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ABSTRACT 

Laccase, which belongs to the group of copper oxidizing enzymes, has a strong 

oxidizing power, a diverse substrate, and is an environmentally friendly enzyme 

since in the laccase reaction it only takes oxygen from the air and the only 

byproduct after the reaction is water, laccase is widely applied in many different 

fields, especially in textile, dyeing and environmental pollution. Laccase is 

obtained from various sources such as plants, bacteria, insects and from many 

other microorganisms. Based on the characteristics of colonies and mycelial 

morphology, along with the gene coding 18S rRNA, the F6 strain was found to be 

99% homologous to the Polyporales sp when compared to GenBank (NCBI), the F6 

has about 608bp. Polyporales sp F6 has strong laccase enzyme biosynthesis, 

reaching 90.37 (U / L) after 9 days of fermentation. The fermentation condition for 

this species to produce strong laccase biosynthesis is liquid fermentation, BSM 

medium supplemented with 5% substrate of straw powder, at a temperature of 

300C, pH7. The activity of laccase is affected by some metal ions such as Fe2+, Mn2+, 

Mg2+, but Fe2+ inhibits the laccase activity.  

Keywords: fungi, laccase, isolation, microorganisms, Polyporales. 
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