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TÓM TẮT 

Laccase là enzyme có ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực khác nhau đặc biệt là 

công nghiệp dệt, nhuộm và xử lý ô nhiễm môi trường. Trong nghiên cứu này, 

chủng nấm sinh enzyme laccase  được phân lập từ mùn bã thực vật trên địa bàn 

thành phố Huế. Qua sàng lọc tuyển chọn được chủng có khả năng sinh tổng hợp 

laccase mạnh, đạt 3,07 U/mL sau 15 ngày lên men. Chủng nấm được định danh là 

Aspergillus nidulans HUIB03 và có khả năng  sinh tổng hợp laccase mạnh nhất ở 

điều kiện lên men dịch thể trong môi trường khoáng tối thiếu BSM (Basal Minimal 

Medium) có bổ sung 5% bột rơm, ở nhiệt độ 250C sau 9 ngày nuôi cấy. Đây là 

nghiên cứu đầu tiên phân lập và xác định chủng nấm sinh tổng hợp laccase từ 

nguồn vật liệu thu ở địa bàn thành phố Huế. Kết quả nghiên cứu cho thấy tiềm 

năng sản xuất laccase từ chủng A. nidulan HUIB03 cho các nghiên cứu thử nghiệm 

ứng dụng như loại màu thuốc nhuộm tổng hợp nhằm hạn chế ảnh hưởng bất lợi 

của chúng lên hệ sinh thái. 

Từ khóa: Aspergillus nidulans, hoạt tính, laccase, nấm sợi, phân lập. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Ngày nay, tốc độ ô nhiễm môi trường đang gia tăng do việc thải các chất thải vào 

môi trường không được kiểm soát. Các phương pháp hóa học và sinh học thông 

thường ngày càng khó đạt được mức độ cần thiết để loại bỏ các chất ô nhiễm. Do đó, 

cần phải triển khai những phương pháp hiệu quả và không gây ô nhiễm thứ cấp. 

Những nghiên cứu gần đây đã chứng minh rằng enzyme có nhiều khả năng và triển 

vọng trong vấn đề xử lí ô nhiễm môi trường. Enzyme có thể hoạt động trên các chất ô 



 

 

 Đánh giá khả năng sinh tổng hợp laccase từ chủng Aspergillus nidulans HUIB03 

76 

nhiễm đặc biệt khó xử lí để loại chúng bằng cách kết tủa, chuyển hóa, phân hủy các 

chất ô nhiễm thành dạng khác. Ngoài ra, enzyme còn có thể làm thay đổi các đặc tính 

của chất thải đưa chúng về dạng dễ xử lí hoặc chuyển thành các sản phẩm có giá trị 

hơn. Phương pháp xử lí bằng enzyme với nhiều ưu điểm như: được áp dụng với 

những chất sinh học khó xử lí, tác dụng cả ở vùng nồng độ chất ô nhiễm môi trường 

cao, một số enzyme riêng biệt có tác dụng trên phạm vi rộng về pH, nhiệt độ,… mà 

không gây ra những biến đổi bất thường, không gây ra các cản trở phá vỡ cân bằng 

sinh thái. Trong các loại enzyme, thì enzyme thuộc lớp oxidoreductase và hydrolase có 

khả năng phân hủy các hợp chất được nêu trên rất cao [1]. 

 Laccase (EC 1.10.3.2, p-diphenol oxidase) cùng với manganese peroxidase 

lignin peroxidase và versatile peroxidase thuộc nhóm enzyme có khả năng phân giải 

lignin. Laccase được phân nhóm oxidase với ion đồng nằm ở trung tâm phản ứng, xúc 

tác quá trình oxy 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 và 

sử dụng oxygen phân tử làm chất nhận điện tử nên enzyme này được ứng dụng rộng 

rãi trong công nghiệp thực phẩm, xử lý phụ phẩm nông nghiệp, công nghiệp dệt 

nhuộm, cảm biến sinh học, dược học sinh tổng hợp chất hữu cơ và phục hồi sinh học 

[6], [9]. Laccase được sinh tổng hợp trong quá trình sinh trưởng và phát triển của nhiều 

sinh vật khác nhau từ thực vật đến vi khuẩn, côn trùng. Tuy nhiên, laccase chủ yếu 

được tìm thấy ở nấm sợi. Trong tự nhiên, laccase tham gia vào quá trình chuyển hóa 

lignin, chống chịu ngoại cảnh bất lợi, xâm nhiễm vào vật chủ và nhiều quá trình sinh lý 

khác như tạo bào tử, phân hóa giới tính, phát triển quả thể của nấm. Nhiều báo cáo cho 

thấy nhiều loài nấm khác nhau có khả năng sinh tổng hợp laccase như: Melanocarpus, 

Cerrena, Magnaporthe, Trametes, Trichoderma, Fusarium và Aspergillus [2-5, 8, 12, 14]. 

 Trong nghiên cứu này, chúng tôi trình bày các kết quả phân lập và đánh giá 

khả năng sinh tổng hợp laccase từ chủng nấm Aspergillus nidulans HUIB03 phân lập 

trên địa bàn thành phố Huế. 

 

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

2.1. Nguyên liệu  

 Mùn bã thực vật lấy từ một số khu vực trên địa bàn thành phố Huế. 

2.2. Phương pháp  

Phân lập Aspergillus sinh tổng hợp laccase 

 Mẫu mùn bã thu nhận trên địa bàn thành phố Huế được chứa trong các túi 

nilon có khóa kéo, bảo quản lạnh khi đem về phòng thí nghiệm. Mẫu được cân với 

khối lượng 1 g cho vào bình tam giác chứa 9 mL nước cất vô trùng, lắc đều và làm lắng 

cặn bằng cách để yên bình tam giác trong 5 phút. Sau đó hút 1 mL dịch nổi chuyển qua 
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bình tam giác chứa 9 mL nước cất vô trùng và trộn đều. Tiếp tục như vậy để có độ pha 

loãng 10-4. Sử dụng mẫu pha loãng để cấy trải lên môi trường PDA (Potato Dextrose 

Agar), nuôi ở 30ºC, trong 3 ngày. Tuyển chọn những chủng nấm mốc phát triển mạnh, 

cấy chuyển sang môi trường PDA và làm thuần. Các khuẩn lạc có hình thái đặc trưng 

của Aspergillus với hệ khuẩn ty phân tán đều, bào tử trần khá lớn được đính chuỗi tròn 

trên thể bình sẽ được cấy chuyển sang môi trường chọn lọc laccase. Nấm được nuôi 

cấy trên môi trường khoáng tối thiểu BSM (Basal Minimal Medium) có bổ sung 0,01% 

guaiacol làm chất chỉ thị [13]. Hoạt tính laccase được đánh giá sau 24 ngày nuôi cấy 

trên môi trường chọn lọc với sự xuất hiện của vùng màu đỏ hình thành từ sản phẩm 

oxy hóa guaiacol bao quanh khuẩn lạc nấm. 

Định danh chủng Aspergillus phân lập 

DNA tổng số của chủng nấm cho hoạt tính laccase ngoại bào mạnh nhất được 

tách chiết dựa trên phương pháp tách chiết DNA tổng số dùng đệm cetyltrimethyl 

ammonium bromide (CTAB) như mô tả của Sambrook và cs (2001) [11]  với một số 

điều chỉnh nhỏ. Sợi nấm được nuôi trong 5 mL môi trường PD (Potato Dextrose) trong 

3 ngày ở 30oC. Sinh khối tươi được thu hồi bằng ly tâm lạnh 4°C trong 5 phút với tốc 

độ 14.000 vòng/phút. Sau đó rửa lại bằng nước cất vô trùng để loại bỏ hoàn toàn môi 

trường nuôi cấy và tái huyền phù trong 500 µL đệm CTAB (100 mM Tris-HCl, pH 8; 

1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB; 0,2% β-mercaptoethanol). Tế bào được phá vỡ 

bằng sóng siêu âm ở tần số 60 Hz, khoảng ngắt quãng 6 giây trong 5 phút bằng thiết bị 

siêu âm VC-130 (Sonics, Mỹ) kết hợp ủ 65°C trong 30 phút. Dịch chiết tế bào chứa 

DNA tổng số được thu hồi bằng ly tâm lạnh 4°C trong 5 phút với tốc độ 14.000 

vòng/phút. DNA tổng số được tách chiết và tinh sạch sử dụng 500 µL hỗn hợp phenol: 

chloroform: isopropanol (tỷ lệ 25:24:1), trộn đều bằng vortex và phân tách bằng ly tâm 

lạnh 4°C trong 10 phút với tốc độ 14.000 vòng/phút. Hút 400 µL hỗn hợp pha trên, 

chuyển sang ống 1,5 mL mới và DNA tổng số được kết tủa với 2 lần thể tích ethanol 

tinh khiết, rửa kết tủa bằng ethanol 70% và hòa tan trong 50 µL nước cất vô trùng. Để 

định danh phân tử chủng nấm phân lập, trình tự nucleotide của vùng bảo thủ ITS1-4 

được khuếch đại và sử dụng primer ITS1 (TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) và ITS4 

(TCC TCC GCT TAT TGA TAT GCG G) [10] .  Phản ứng PCR được tiến hành ở thể tích 

25 µL chứa 40 ng DNA tổng số, 10 pmol ITS1, 10 pmol ITS4, 1X GoTaq® Green Master 

Mix (Promega, Mỹ). Sản phẩm PCR được tinh sạch và giải trình tự nucleotide thông 

qua công ty Firstbase (Malaysia). Trình tự được hoàn chỉnh bằng BLAST trên NCBI để 

đánh giá mức độ tương đồng của vùng bảo thủ ITS1-4, từ đó tìm ra loài tương đồng 

nhất với trình tự cần nghiên cứu. Cây phả hệ di truyền của chủng nấm được so sánh và 

phân tích bằng phần mềm MEGA X với độ lặp lại boostrap 500 lần [7]. 

Khảo sát điều kiện sinh tổng hợp laccase ngoại bào 

 Hoạt độ laccase ngoại bào được khảo sát từ chủng chọn lọc thông qua nuôi cấy 
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trên môi trường tối thiểu BSM có bổ sung bột rơm (kích thước ≤ 2 mm) hoặc bột gỗ. 

Nấm được nuôi cấy giống trong 5 mL môi trường PD lỏng (2% peptone, 20% dịch chiết 

khoai tây) ở 30oC trong 3 ngày với tốc độ lắc 180 vòng/phút. Dịch nuôi được cấy 

chuyển qua bình tam giác 250 mL chứa 50 mL môi trường có 0,2 g/L KH2PO4, 0,05 g/L 

MgSO4.7H2O, 0,01 g/L CaCl2.2H2O, 0,08 g/L CuSO4.5H2O, 0,05 g/L Na2MoO4.2H2O, 

0,033 g/L MnSO4.H2O, 0,043 g/L ZnSO4.7H2O, 0,05 g/L FeSO4.7H2O và 10% bột rơm 

(môi trường bán rắn MF1) hoặc 10% bột gỗ (môi trường bán rắn MF2) hoặc 5% bột rơm 

(môi trường dịch thể MF3) hoặc 5% bột gỗ (môi trường dịch thể MF4). Quá trình nuôi 

cấy được tiến hành ở 30°C trong 18 ngày với tốc độ lắc 180 vòng/phút. Sau mỗi 3 ngày, 

dịch nuôi cấy được thu nhận và xác định hoạt độ enzyme. 

 Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp laccase được 

khảo sát với các khoảng nhiệt độ từ 25oC đến 35oC. Sợi nấm được nuôi sinh khối trên 

môi trường PD trong 3 ngày ở 30oC, lắc 180 vòng/phút. Sau đó sinh khối được cấy 

chuyển sang môi trường sản xuất laccase (môi trường MF3 và MF4). Dịch nuôi cấy 

được thu nhận sau mỗi 3 ngày và xác định hoạt độ enzyme. 

Xác định hoạt độ enzyme laccase 

Hoạt độ laccase được xác định dựa trên sự oxy hóa ABTS (2,2'-azino-bis 3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) tạo thành hợp chất được hấp thụ ánh sáng mạnh 

tại bước sóng 420 nm [13]. Một lượng dung dịch chứa enzyme được ủ với 1 mM ABTS 

trong đệm sodium acetate 100 mM, pH 4,5 trong thể tích phản ứng 1 mL. Phản ứng 

được tiến hành ở nhiệt độ ủ 40ºC trong 10 phút. Sau đó, dung dịch phản ứng được đo 

ở bước sóng 420 nm (ε420 = 36,0 mM−1/cm) bằng máy quang phổ U-2910 

spectrophotometer (Hitachi, Nhật Bản). Một đơn vị hoạt độ laccase là lượng enzyme 

cần thiết để tạo thành 1 µM sản phẩm từ ABTS trong thời gian 1 phút, ở điều kiện thí 

nghiệm. 

 Phương pháp xử lý thống kê 

 Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Số liệu được xử lý bằng phần mềm Microsoft 

Excel 2010. 
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3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Sàng lọc chủng nấm có hoạt tính laccase 

 Từ các nguồn mẫu thu nhận đã lựa chọn được chủng nấm có các đặc điểm hình 

thái đặc trưng của chi Aspergillus và được kí hiệu là chủng F8.  

 

 

 

 

 

Hình 1. Hình thái của chủng nấm F8. (A) Sự phát triển trên môi trường PDA đĩa thạch 

 (B) Hình thái sợi nấm dưới kính hiển vi với độ phóng đại 40 lần. 

 Sau 3 đến 5 ngày nuôi cấy trên môi trường PDA, khuẩn lạc chủng F8 có đường 

kính khoảng 4,5 cm, dạng sợi dày, mọc dài, bề mặt nhung mượt, mép khuẩn lạc mỏng, 

bìa rễ cây. Khuẩn ty khí sinh có màu trắng và chuyển dần sang màu xanh rêu khi sợi 

nấm già (màu của bào tử), khuẩn ty cơ chất mọc sâu, có màu trắng. Quan sát hiển vi 

thấy sợi nấm dài, phân nhánh mạnh, có bào tử bọc dạng lớn. Cuống sinh bào tử phát 

sinh từ khuẩn ty khí sinh không phân nhánh, phần phình ở đỉnh cuống tròn, thể bình 

sơ cấp, bào tử trần  dạng chuỗi hạt mọc tròn (hình 1). 

 Chủng F8 được cấy chuyển lên môi trường BSM có bổ sung chất chỉ thị màu 

guaiacol (0,01%) sau 24 ngày nuôi cấy cho thấy có vòng oxy hóa  guaiacol với màu 

chuyển nâu đỏ (hình 2). Sự xuất hiện của màu oxy hóa này chứng tỏ chủng nấm có khả 

năng sinh tổng hợp peroxidase trong đó có laccase. Do vậy, chủng nấm được lựa chọn 

để khảo sát khả năng sinh tổng hợp laccase ở các điều kiện nuôi cấy khác nhau. 

 

Hình 2. Sàng lọc chủng nấm F8 sinh tổng hợp laccase trên môi trường chọn lọc 

có bổ sung guaiacol 0,01%. 

A B 
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3.2. Định danh chủng nấm phân lập 

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGC

GCCCAACCTCCCACCCGTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCC

CCAGGGGCGAGCCGCCGGGGACCACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCAGT

CTGAGCCTGAATACAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCG

GCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC

AGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGG

CATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCG

TCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCCGGTC

CTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGATTAGGGCCGGCCGGGCGCCAG

CCGGCGTCTCCAACCTTATTTTTCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATAC

CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

Hình 3. Trình tự nucleotide đoạn ITS1-4 của chủng nấm F8  

 Trình tự nucleotide đoạn ITS1-4 của chủng nấm F8 được so sánh với dữ liệu 

trên ngân hàng gen GenBank. Kết quả so sánh chỉ ra chủng F8 tương đồng cao 100% 

với chủng nấm Aspergillus nidulans như chủng A. nidulans WM 11.60 (mã số: 

KP131596), A. nidulans NRRL 2395 (mã số: AY373888), A. nidulans RGT-S3 (mã số: 

HQ674655) (hình 4). Do đó, chủng nấm F8 được đặt tên là A. nidulans HUIB03, trình tự 

nucleotide đã được đăng ký trên ngân hàng Genbank với mã số: KY425597. 

 

Hình 4. Cây phả hệ di truyền của chủng nấm Aspergillus nidulans HUIB03 so với một số chủng 

nấm đăng ký trên ngân hàng gen GenBank 

3.3. Ảnh hưởng môi trường và nhiệt độ nuôi cấy đến hoạt độ laccase của chủng 

Aspergillus nidulans HUIB03 

 Môi trường nuôi cấy là một trong những yếu tố rất quan trọng trong quá trình 

sinh tổng hợp laccase. Khả năng tích lũy enzyme laccase được khảo sát ở kiện nuôi cấy 

lên men bán rắn (bổ sung 10% cơ chất) và lên men dịch thể (bổ sung 5% cơ chất). Ở mỗi 

điều kiện thí nghiệm, môi trường BSM được bổ sung thêm cơ chất có nguồn gốc từ 

sinh khối thực vật là bột rơm và bột gỗ. Kết quả khảo sát khả năng tích lũy laccase của 
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chủng nấm trên 4 loại môi trường lên men là MF1, MF2, MF3 và MF4 qua 18 ngày nuôi 

cấy được trình bày ở hình 5.  

 

Hình 5. Khả năng tích lũy laccase của chủng Aspergillus nidulans HUIB03 ở 4 môi trường lên 

men 

 Qua thí nghiệm cho thấy, hoạt độ enzyme thu nhận đạt giá trị cao nhất vào 

ngày thứ 15 của quá trình lên men với giá trị 1,67 U/mL; 0,9 U/mL, 2,92 U/mL và 3,07 

U/mL tương ứng với các môi trường MF1, MF2, MF3 và MF4. Khả năng tích lũy 

laccase của chủng A. nidulans HUIB03 trong môi trường lên men MF2 là thấp nhất, chỉ 

đạt 0,97 U/mL sau 9 ngày lên men và không có sự thay đổi nhiều qua 18 ngày lên men. 

Môi trường lên men MF4 là thích hợp nhất cho sinh tổng hợp laccase của chủng A. 

nidulans HUIB03. Kết quả này cũng tương đồng với nghiên cứu của Xu C. và cộng sự 

(2015) về nấm mục trắng. Khi lên men sản xuất enzyme trong môi trường bổ sung cơ 

chất là rơm lúa mạch, chủng Trametes versicolor BBEL0970 tích lũy laccase đạt cực đại 

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

lên men [13]. 

Qua khảo sát cho thấy, chủng A. nidulans HUIB03 có khả năng sinh enzyme 

laccase ngoại bào trong điều kiện lên men dịch thể cao hơn so với lên men bán rắn. Vì 

vậy đánh giá khả năng tích lũy laccase ngoại bào được thực hiện ở 3 mức nhiệt độ 

25oC; 30oC và 35°C trong điều kiện lên men dịch thể. Kết quả khảo sát trên chủng A. 

nidulans HUIB03 với môi trường MF3 và MF4 cho kết quả môi trường lên men MF3 ở 

25°C là tốt nhất cho sự sinh tổng hợp laccase, với hoạt độ enzyme thu nhận đạt giá trị 

cực đại 4,8 U/mL sau 9 ngày lên men. Khi tiến hành nuôi cấy ở 30°C và 35°C, hoạt độ 

enzyme thu nhận được có giá trị thấp hơn đáng kể so với mức nhiệt độ 25°C, đạt cực 

đại tương ứng 2,92 U/mL và 2,62 U/mL (hình 6). 
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Hình 6. Khả năng tích lũy laccase của chủng Aspergillus nidulans HUIB03 ở 3 mức nhiệt độ trong 

môi trường lên men MF3 

 Với môi trường lên men MF4 cho kết quả không có sự thay đổi lớn về khả năng 

tích lũy laccase với 3 mức nhiệt độ nuôi cấy. Ở nhiệt độ 25°C cho kết quả tốt nhất với 

hoạt độ enzyme laccase thu nhận sau 9 ngày nuôi cấy đạt giá trị 3,76 U/mL. Ở mức 

nhiệt độ 30°C, khả năng tích lũy enzyme tăng đều qua các ngày và kéo dài lên đến 18 

ngày đạt 3,17 U/mL (hình 7). 

 

Hình 7. Khả năng tích lũy laccase của chủng Aspergillus nidulans HUIB03 ở 3 mức nhiệt độ trong 

môi trường lên men MF4 
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4. KẾT LUẬN 

 Đã phân lập và sàng lọc được chủng nấm thuộc chi Aspergillus có khả năng sinh 

tổng hợp laccase mạnh với hoạt độ đạt 3,07 U/mL. Kết quả định danh phân tử xác định 

chủng nấm thuộc loài Aspergillus nidulans. Điều kiện thích hợp cho chủng nấm A. 

nidulans HUIB03 sinh tổng hợp laccase là môi trường lên men dịch thể bổ sung 5% cơ 

chất bột rơm sau 9 ngày lên men ở nhiệt độ 250C. 
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ABSTRACT 

Laccases have been widely applied in various industries, especially in textile and 

bioremediation. In this study, a fungus Aspergillus nidulans HUIB03 was isolated 

from wood decay in Hue city. Strong laccase biosynthesis were selected, reaching 

3.07 U/mL after 15 days of fermentation. The isolate exhibited highest laccase 

production in BSM (Basal Minimal Medium) was supplemented with 5% rice straw 

at temperature of 25oC after 9 days of fermentation. This is the first report on 

isolation of the A. nidulan which produces laccase from materials in Hue city. The 

results also indicated that the A. nidulans has promising application for synthetics 

dye decolouration, reducing the harmful effect of these substances on ecology 

system.  

Keywords:  Aspergillus nidulans, activity, basidomycete, isolation, laccase. 
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