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TÓM TẮT 

Nấm lớn được biết đến có khả năng sinh tổng hợp nhiều enzyme khác nhau như enzyme thủy phân ngoại 

bào và oxy hóa để tấn công hiệu quả các cấu trúc lignocellulose trong thành tế bào thực vật. Lignin peroxidase 

là enzyme ngoại bào được sinh tổng hợp ở nhiều loại nấm khác nhau và lần đầu tiên năm 1987 được phân lập 

từ nấm P. chrysosporium. Enzyme có khả năng oxy hóa các hợp chất có tiềm năng oxy hóa khử cao khi có mặt 

H2O2 dẫn đến quá trình oxy hóa electron các hợp chất khác nhau bao gồm phenol, amin thơm. Thông qua phản 

ứng trùng hợp, các hợp chất có vòng phenol giảm khả năng phản ứng và độ hòa tan, do đó làm giảm độc tính. 

Vì vậy, LiP được ứng dụng để làm sạch nguồn chất thải có hàm lượng phenol cao và độc tố phenol halogen với 

thành phần chính là các hợp chất hydroxyl phenol. Trong nghiên cứu này, 39 chủng nấm phân lập tại Vườn 

quốc gia Cúc Phương (Ninh Bình) và Mường Phăng (Điện Biên) được sàng lọc khả năng sinh enzyme LiP. 

Trong đó, 14 chủng biểu hiện hoạt tính từ 13,8 đến 108,8 U/mL khi phát triển trên môi trường lỏng, cơ chất 

rơm. Chủng Lentinus squarrosulus MNP12 định danh bằng sinh học phân tử biểu hiện hoạt tính cao nhất  với 

hoạt độ LiP đạt 108 U/mL trên môi trường cơ bản và 896 U/mL ở điều kiện thích hợp, bổ sung chất cảm ứng 

veratryl alcohol (0,3 g/L), nguồn carbon từ sucrose (10 g/L), nguồn nitrogen từ urea (5 g/L) sau 9 ngày lên men 

dịch thể ở 28 oC, pH 5,0 trong điều kiện lắc liên tục 200 vòng/phút. 

Từ khóa: Hemeprotein, lignin, lignin peroxidase, lignocellulose degrading enzymes, polymer carbohydrate 

ĐẶT VẤN ĐỀ 

      Lignin là một trong những nguyên liệu tái tạo thô 

dồi dào, chiếm 20-30 % thành tế bào thực vật thân 

gỗ, là polyphenol có cấu trúc mở và đóng vai trò là 

chất liên kết giữa cellulose và hemicellulose trong 

thành tế bào thực vật (Palonen et al., 2004). Nấm 

được biết đến là vi sinh vật phân giải lignin hiệu quả 

nhất. Sự phân hủy sinh học lignin do nấm là một quá 

trình phân giải bằng đa enzyme có tác dụng hiệp 

đồng. Chúng có vai trò quan trọng trong nhiều ứng 

dụng công nghệ sinh học như trong công nghiệp 

giấy, xử lý nước thải, sản xuất ethanol, tẩy trắng sinh 

học nhờ khả năng oxy hóa cao (Leonowicz et al., 

1999. Lignin peroxidase (LiP; EC 1.11.1.14) là 

enzyme ngoại bào được sinh tổng hợp ở nhiều loại 

nấm khác nhau và được phân lập lần đầu tiên (năm 

1987) từ nấm P. chrysosporium (Tien et al., 1984). 

Enzyme LiP là một hemeprotein ngoại bào có khả 

năng oxy hóa các hợp chất có tiềm năng oxy hóa khử 

cao khi có mặt H2O2 dẫn đến quá trình oxy hóa 

electron của các hợp chất khác nhau như phenol, 

amin, methoxy benzene, nonphenolic nên có thể oxy 

hóa cả các chất có cấu trúc phenol và dẫn xuất 

phenol của lignin ngay cả khi không có chất trung 

gian (Leonowicz et al., 1999). Vì vậy, chúng đóng 

một vai trò quan trọng trong quá trình phân hủy sinh 

học lignin của thành tế bào thực vật. Enzyme LiP 

thường được ứng dụng để làm sạch nguồn chất thải 

có hàm lượng phenol cao và chất có độc tố phenol 

halogen hóa với thành phần là các hợp chất hydroxyl 

phenol (Sahadevan et al., 2016). Thông qua phản 

ứng trùng hợp, các hợp chất phenol làm giảm khả 

năng phản ứng và độ hòa tan của chúng và có xu 

hướng kết tủa nên làm giảm độc tính của những hợp 

chất này (Kirk et al., 1990). Quá trình sinh tổng hợp 

enzyme LiP từ nấm bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố 

như: thành phần môi trường lên men, thời gian, 
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nguồn cacbon và nitrogen, pH, nhiệt độ và đặc biệt 

là nồng độ cơ chất cảm ứng (veratryl alcohol). Vì 

vậy, trong nghiên cứu này chúng tôi trình bày một số 

kết quả sàng lọc hoạt tính enzyme LiP của một số 

chủng nấm phân lập từ 2 vùng sinh thái (Vườn quốc 

gia Cúc Phương và Mường Phăng). Sau đó, xác định 

điều kiện nuôi cấy thích hợp để nâng cao khả năng 

sinh tổng hợp enzyme LiP.  

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Vật liệu 

      Chủng nấm: 39 chủng nấm nghiên cứu được 

phân lập tinh sạch từ mẫu nấm thu thập tại Vườn 

quốc gia Cúc Phương (Ninh Bình) và Mương Phăng 

(Điện Biên). Một số chủng tiềm năng sau khi sàng 

lọc hoạt tính enzyme được định tên bằng phương 

pháp sinh học phân tử phục vụ cho những nghiên 

cứu sâu hơn và được lưu giữ tại Phòng Sinh học thực 

nghiệm, Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên, 

Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

      Môi trường nhân giống: Nấm phát triển trên môi 

trường thạch PDA (khoai tây 200 g/L, dextrose 20 

g/L, agar 17 g/L, H2O 1 lít), nuôi cấy ở 27 oC và lưu 

giữ 4 oC sau khi khuẩn ty phát triển đầy bề mặt 

thạch. Để nhân giống cho quá trình sinh tổng hợp 

enzyme, khuẩn ty nấm từ môi trường thạch được cấy 

chuyển sang các đĩa môi trường thạch mới, khoảng 1 

tuần để nấm phát triển phục vụ cho các nghiên cứu 

tiếp theo. 

Phương pháp nghiên cứu 

Sàng lọc trên môi trường dịch thể 

      Nấm được nuôi cấy trên môi trường cơ bản bao 

gồm các thành phần cần thiết cho sự phát triển của 

nấm: MgSO4 (0,5 g/L); KH2PO4 (1,5 g/L); cao nấm 

men (2,0 g/L); dịch vi lượng (100 mL), Tween-80 

(0,5 g/L), pH 5,5 và bổ sung 2 % (w/v) cơ chất giàu 

lignocellulose (rơm). Sau đó mẫu được nuôi cấy 

trong các bình Erlenmeyer 250 ml chứa 75 ml môi 

trường trong điều kiện lắc liên tục 200 vòng/phút, ở 

25 oC. Sau 10 ngày, dịch nuôi cấy lỏng được lấy để 

đánh giá hoạt tính enzyme LiP. Hoạt tính cao nhất 

trong suốt quá trình nuôi cấy được so sánh giữa các 

chủng nấm với nhau để lựa chọn chủng sinh enzyme 

có hoạt tính enzyme cao. 

Định tên nấm bằng phương pháp sinh học phân tử 

 Tách chiết và tinh sạch DNA tổng số: DNA tổng 

số được tách chiết bằng CTAB của Doyle (1987) và 

kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1 % (80 - 100 

V). Sau quá trình tách chiết hàm lượng ADN tổng số 

được kiểm tra và định lượng bằng thiết bị đo quang 

phổ ở bước sóng λ = 260 và 280 nm. Quá trình tinh 

sạch DNA được thực hiện bằng bộ KIT Fermentas 

(Thermo Fisher, Waltham, USA) theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất. 

 Nhân gen đích bằng kỹ thuật PCR: Vùng gen đích 

(ITS) được khuếch đại bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi 

ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG; ITS4: 

TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990). 

Mỗi phản ứng PCR có thể tích 25 µL gồm các thành 

phần: 13 µL d.H2O; 2,5 µL đệm 10X; 1 µL MgCl2 25 

mM; 2,5 µL dNTP 2,5 mM; 1,25 µL mồi xuôi (10 

pmol/µL); 1,25 µL mồi ngược (10 pmol/µL); 0,5 µL 

Taq polymerase (5 U µ/L); 3 µl DNA (10–20 ng). 

Chu trình nhiệt của phản ứng PCR gồm: 94 oC trong 3 

phút; tiếp sau là 35 chu kỳ nối tiếp nhau với các bước: 

94 oC trong 45 giây, 55 oC trong 45 giây, 72 oC trong 

45 giây; kết thúc phản ứng nhân gen ở 72 oC trong 10 

phút, giữ sản phẩm ở 4 oC.  

 Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng cách 

chạy điện di trên gel agarose 1,5 % và tinh sạch bằng 

Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen, Đức). Sản 

phẩm này được sử dụng làm khuôn cho phản ứng 

giải trình tự trực tiếp hai chiều (mồi xuôi và mồi 

ngược) với mồi ITS1/ITS4, sử dụng BigDye 

terminator cycler v3.1 và đọc kết quả trên hệ thống 

ABI 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, Mỹ).  

 Trình tự nucleotide của các chủng nấm được so 

sánh với các trình tự đã có trên GenBank, sử dụng 

phần mền BLAST trong NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Trình tự 

DNA sau khi đọc được hiệu chỉnh bằng mắt với sự 

trợ giúp của phần mềm ChromasPro 1.7.6 

(Technelysium Pty Ltd., Australia) để loại bỏ các 

vùng tín hiệu nhiễu. Các trình tự phân tích được sắp 

xếp thẳng hàng bằng phần mền Bioedit v7.0.5.2 

(Hall et al., 1999), Clustal W, GeneDoc 2.7 

(Nicholas et al., 1997). Các vùng không có khả năng 

sắp xếp bị loại bỏ trước khi phân tích. Mối quan hệ 

họ hàng của chủng nấm MPN12 với các loài/thứ 

trong cùng chi được lấy trên Ngân hàng gen 

(GenBank). Dựa trên cơ sở phân tích trình tự 

nucleotide vùng gen ITS-rDNA của các loài thuộc 

chi Lentinus spp., sau đó sắp xếp căn chỉnh bằng 

GeneDoc để xây dựng cây phả hệ bằng MEGA X sử 

dụng phương pháp Maximum Likelihood (ML) với 

hệ số tin tưởng (bootstrap) 1000 lần lặp lại (Kumar 

et al., 2018). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Xác định hoạt tính lignin peroxidase 

      Hoạt tính lignin peroxidase (LiP) được xác định 

bằng cách sử dụng 2,4-dichlorophenol (2,4-DCP) 

(Sigma) làm cơ chất. Thể tích cuối cùng là 1 mL 

trong hỗn hợp phản ứng chứa dung dịch đệm natri 

succatat 100 mM (pH 5,5), 82 mM 4-

aminoantipyrine (Sigma), 1,0 mM 2,4-DCP, 4,0 mM 

H2O2 và 100 µL dịch enzyme. Phản ứng được bắt 

đầu bằng cách thêm H2O2 và sự gia tăng độ hấp thụ ở 

bước sóng 510 nm trong 1 phút ở 37 oC. Một đơn vị 

hoạt độ enzyme (U) được xác định là 1 μmol 2,4-

DCP bị oxy hóa mỗi phút (Mehboob et al., 2011). 

Ảnh hưởng của chất cảm ứng veratryl alcohol (Va) 

đến khả năng sinh LiP của nấm 

      Nấm được lên men trong môi trường cơ bản bao 

gồm các thành phần như mô tả ở trên và có bổ sung 

chất cảm ứng veratryl alcohol với nồng độ 0; 0,1; 

0,3; 0,5 và 1,0 g/L. Dịch bào tử nấm được chuyển 

vào 100 mL môi trường đã được chuẩn bị sẵn trong 

bình 250 mL với tỷ lệ tiếp giống là 5 %. Nấm được 

lên men ở 30 oC, 200 vòng/phút. 

Ảnh hưởng của nguồn carbon và nitrogen đến khả 

năng sinh LiP của nấm 

      Ảnh hưởng của nguồn carbon khác nhau đến sinh 

tổng hợp enzyme LiP được xác định bằng cách bổ 

sung (10 g/L) các loại đường khác nhau bao gồm 

glucose, fructose, sucrose, lactose, maltose và tinh 

bột vào môi trường nuôi cấy. Trong khi đó, để xác 

định khả năng đồng hóa các nguồn nitrogen khác 

nhau, cao nấm men cung cấp nitrogen cho nấm sinh 

trưởng từ môi trường cơ bản được thay thế và thử 

nghiệm bằng các nguồn khác bao gồm (5 g/L): 

KNO3, (NH4)2SO4, pepton, NaNO3 và urea. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ và pH đến khả năng sinh 

LiP của nấm 

      Chủng nấm nghiên cứu được lên men trên môi 

trường cơ bản (pH 5,5) bổ sung chất cảm ứng, nguồn 

carbon và nitrogen thích hợp. Quá trình lên men nấm 

được được thực hiện ở các nhiệt độ khác nhau bao 

gồm 22, 24, 26, 28, 30 và 32 oC. Bên cạnh đó, để 

nghiên cứu ảnh hưởng của pH đến sự sinh tổng hợp 

enzyme LiP, môi trường lên men được điều chỉnh pH 

từ 4,5–8,0 bằng dịch đệm acetate 100 mM (pH 4,5–

5,5) và đệm phosphate 100 mM (pH 6–8). Nấm được 

lên men trong điều kiện lắc liên tục 200 vòng/phút, 

sau 9 ngày lên men, dịch enzyme thô thu nhận sau quá 

trình lên men được ly tâm 5.000 vòng/phút trong 5 

phút sau đó xác định hoạt tính enzyme LiP. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Sàng lọc chủng nấm sinh tổng hợp enzyme LiP 

      Khả năng sinh tổng hợp enzyme LiP của 39 

chủng nấm được đánh giá thông qua việc xác định 

hoạt tính enzyme trong dịch lên men (sau ly tâm loại 

bỏ sinh khối) trên cơ chất 2,4-dichlorophenol (2,4-

DCP, Sigma). 

 Kết quả bảng 1 cho thấy, có 14/39 chủng (chiếm 

≈ 35 %) có khả năng sinh tổng hợp enzyme LiP với 

hoạt tính dao động từ 13,8 đến 108,8 U/mL. Trong 

đó, có một số chủng biểu hiện hoạt tính cao là 

Lentinus sp. MPN12 (108,8 U/mL), Schizophyllum 

commune CPG27 (67,9 U/mL) và Pleurotus 

pulmonarius CPG6 (102,6 U/mL). Hoạt tính enzyme 

LiP từ chủng nấm trên cao hơn so với Ganoderma 

leucidum (2,8 U/mL) trên môi trường rắn bổ sung 

nguồn carbon từ cao nấm men (4 %) và nguồn 

nitrogen từ rỉ đường (3 %) sau 96 giờ lên men ở 35 
oC và pH 4,5 (Mehboob et al., 2011). Hammel et al. 

(2002) đã chỉ ra sự có mặt của glucose (1 %) có 

trong môi trường lên men sẽ làm tăng hoạt độ 

enzyme LiP lên đáng kể sau 7 ngày nuôi cấy. 

      Khả năng sinh enzyme LiP trên một số chủng 

nấm thối trắng cũng đã được nghiên cứu, hoạt độ 

enzyme cao nhất được ghi nhận là 22 U/mL từ chủng 

LPS, 19 U/mL từ chủng LPS2 và 13 U/mL từ chủng 

LPS3 (Vendruscolo et al., 2008). Trong một nghiên 

cứu khác, ba chủng nấm Pleurotus flabellatus, Poria 

placenta và Coriolus versicolor được lên men trên 

môi trường lỏng bổ sung cơ chất rơm, hoạt tính LiP 

thu được tương ứng là 45,7; 35,7 và 67,5 U/mL 

(Sridhar et al., 2014). 

      Như vậy, so sánh với kết quả từ một số nghiên 

cứu, chúng tôi nhận thấy, chủng Lentinus sp. MPN 

12 có khả năng sinh enzyme LiP cao (108,8 U/mL) 

trên môi trường nuôi cấy lỏng với cơ chất là rơm. 

Nhằm tăng khả năng sinh tổng hợp enzyme LiP từ 

chủng nấm này, nghiên cứu định danh chủng nấm 

đến loài và các điều kiện nuôi cấy thích hợp (nồng 

độ chất cảm ứng, nguồn carbon, nitrogen, nhiệt độ và 

pH) đã được thực hiện. 

Định danh nấm chủng MPN12 bằng phương 

pháp sinh học phân tử  

     Kết quả kiểm tra DNA tổng số của chủng ký hiệu 

MPN12 trên gel agarose 1 % cho thấy giếng chỉ xuất 

hiện một băng duy nhất, đậm, sắc nét, thể hiện DNA 

tách chiết được có độ tinh sạch cao. Cặp mồi 

ITS1/ITS4 đã nhân bản thành công đoạn gen có kích 

thước khoảng 700 bp từ chủng nấm.  



Vũ Đình Giáp et al. 

774 

      Kết quả giải trình tự gen nhân (ITS) của chủng 

nấm MPN12 đã xác định trình tự vùng gen nhân 

(ITS-rDNA) cho ảnh điện di đồ với các đỉnh huỳnh 

quang rõ nét, cường độ mạnh và rõ ràng. Sau khi loại 

bỏ trình tự mồi và các vùng tín hiệu nhiễu, chúng tôi 

đã thu được trình tự nucleotide và kiểm tra độ tương 

đồng của trình tự trên Ngân hàng gen. Kết quả cho 

thấy, trình tự được kiểm tra tính tương đồng tương 

đồng cao 100% với loài Lentinus squarrosulus số 

đăng ký GU001951. Các trình tự tương đồng với 

chủng nấm MPN12 có trong Ngân hàng gen được 

thu thập và so sánh đối chiếu căn chỉnh để thực hiện 

phân tích phả hệ. 

Vị trí phân loại của chủng nấm MPN12 

      Chín chuỗi nucleotide của vùng gen ITS của 

các loài thuộc chi Lentinus từ Ngân hàng gen được

sắp xếp so sánh với chuỗi ITS của chủng nấm 

MPN12 và một chuỗi của loài Psathyrella 

pygmaea (MG734744) được sử dụng làm chuỗi 

ngoại hợp (outgroup) để phân tích phả hệ xác định 

vị trí phân loại. Sơ đồ mối quan hệ phả hệ của một 

số loài thuộc chi Lentinus xây dựng theo phương 

pháp ML được thể hiện trên hình 1. Chủng nấm 

MPN12 và loài Lentinus squarrosulus tạo thành 

một nhóm riêng có mức độ tương đồng di truyền 

cao (100%) và có quan hệ mật thiết với nhau với 

giá trị bootstrap 100%.       

 Từ kết quả phân loại bằng phương pháp sinh học 

phân tử và phân tích hình thái bào tử có thể kết luận 

mẫu nấm phân lập ký hiệu MPN12 có chung nguồn 

gốc với loài Lentinus squarrosulus thuộc họ 

Polyporaceae.

Bảng 1. Hoạt tính enzyme LiP của chủng nấm nghiên cứu. 

TT Tên chủng/Ký hiệu  

Lignin 
peroxidase*** 

(U/mL) 

TT Tên chủng/Ký hiệu  

Lignin 
peroxidase*** 

(U/mL) 

1 Deconica coprophila CPG1* 0 21 Tyromyces sp. CPG25* 0 

2 Mycena sp. CPG2* 0 22 Mycenasp. CPG26* 0 

3 Umbelopsis isabellina CPG3** 0 23 Schizophyllum commune 
CPG27** 

67,9 ± 0,8 

4 Psathyrella pygmaea CPG4** 0 24 Hexagonia sp. CPG28* 0 

5 Xylaria allantoidea CPG5** 16,9 ± 0,7 25 Ganoderma sp. CPG29* 0 

6 Pleurotus pulmonarius CPG6** 102,6 ± 0,5 26 Campanella sp. CPG30* 37,0 ± 0,3 

7 Bisporella sp. CPG7* 0 27 Tyromyces lacteus MPL1** 0 

8 Nigrospora oryzae CPG8** 24,3 ± 0,3 28 Ganoderma sp. MPL2* 0 

9 Flammulina sp. CPG9* 0 29 Xylaria polymorpha MPL3** 22,1 ± 0,5 

10 Auricularia sp. CPG11* 0 30 Hericium erinaceus MPL4** 0 

11 Ganoderma sp. CPG12* 0 31 Lentinus squarrosulus 
MPL5** 

103,2 ± 0,2 

12 Nemania bipapillata CPG13** 17,8 ± 0,5 32 Tyromyces sp. MPL6* 0 

13 Xylaria xanthinovelutina CPG15** 13,8 ± 0,4 33 Trametes sp. MPL7* 0 

14 Trametes sp. CPG16* 0 34 Agrocybe chaxingu MPL8** 26,7 ± 0,4 

15 Lecanicillium fungicola CPG17** 0 35 Lentinus swartzii MPL9** 89,3 ± 0,8 

16 Clitopilus prunulus CPG19** 26,0 ± 0,8 36 Marasmius sp. MPL10* 0 

17 Trametes sp. CPG21* 0 37 Xylaria sp. MPL11* 15,8 ± 0,9 

18 Coprinus sp. CPG22* 0 38 Lentinus sp. MPN12* 108,8 ± 0,7 

19 Fomitopsis feei CPG23** 0 39 Coprinellus 
aureogranulatus MPG14** 

0 

20 Ganoderma sp. CPG24* 0    

Ghi chú: * Nấm được định danh bằng phương pháp so sánh hình thái giải phẫu. ** Nấm được định tên bằng phương pháp 
sinh học phân tử. *** Hoạt tính LiP được xác định bằng phương pháp quang phổ (λ=510nm) qua khả năng oxy hóa cơ chất 
2,4-dichlorophenol (2,4-DCP). 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Polyporaceae
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Hình 1. Mối quan hệ họ hàng của chủng nấm MPN12 với các loài/thứ trong cùng chi lấy trên GenBank trên cơ sở phân tích 
trình tự nucleotide vùng gen ITS-rDNA bằng phương pháp Maximum Likelihood (ML). Các số trên các nhánh tượng trưng 
cho sự hỗ trợ bootstrap. Psathyrella pygmaea (GenBank: MG734744) được xem như loài ngoài nhóm (outgroup). 

 

Hình 2. Chủng nấm phân lập Lentinus sp [ký hiệu MPN12; 
(A)] phát triển trên môi trường thạch và hình thái bào tử [độ 
phóng đại x100; (B)].  

 

Điều kiện lên men thích hợp sinh tổng hợp 

enzyme LiP của nấm 

     Chủng nấm L. squarrosulus MPN 12 đã được 

sàng lọc hoạt tính enzyme LiP (108,8 U/mL) trên 

môi trường cơ chất rơm. Nhằm tăng hiệu suất sinh 

tổng hợp và tinh sạch enzyme LiP của chủng nấm, 

cơ chất cảm ứng veratryl alcohol được bổ sung vào 

môi trường nuôi cấy với nồng độ khác nhau để đánh 

giá hiệu quả sinh tổng hợp enzyme LiP. 

Ảnh hưởng nồng độ veratryl alcohol (Va) 

      Veratryl alcohol (3,4-dimethoxybenzyl alcohol) 

là sản phẩm thứ cấp của quá trình chuyển hóa do 

nấm sinh ra. Sự có mặt của Va ở nồng độ thích hợp 

trong môi trường lên men sẽ kích thích nấm sinh 

tổng hợp enzyme LiP (Breen et al., 1999). Trong 

nghiên cứu này, veratryl alcohol được bổ sung vào 

môi trường với các nồng độ 0; 0,1; 0,3; 0,5 và 1,0 

g/L để xác định mức độ ảnh hưởng đến sự sinh tổng 

hợp enzyme LiP của nấm L. squarrosulus MPN 12. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, ở ngày lên men thứ 3 

trên môi trường bổ sung Va, hoạt độ LiP tăng đáng 

kể so với mẫu đối chứng (0 g/L) và có chiều hướng 

tăng dần theo thời gian. Ngày thứ 6 hoạt độ enzyme 

đo được ở mẫu bổ sung Va tại nồng độ 0,5 và 1,0 

g/L đạt giá trị cao nhất, tương ứng 376 U/mL và 154 

U/mL và có xu thế giảm ở ngày thứ 9 và 12 (308 

U/mL và 127 U/mL). Điều này có thể giải thích khi 

môi trường lên men bổ sung Va ở nồng độ cao (> 0,3 

g/L) dẫn đến enzyme LiP bị ức chế bởi chính sản 

phẩm chuyển hóa, do Va hoạt động như một chất 

trung gian trong phản ứng phân hủy lignin thông qua 

sự hình thành gốc cation và chính gốc cation này tấn 

công trở lại cấu trúc lignin (Faison, Kirk, 1985). Hơn 

nữa, khi Va vượt quá nồng độ cần thiết thì gây độc 

với nấm làm hoạt tính Lip bị giảm (Arora, Gill, 

2001). Ngày thứ 9 hoạt độ enzyme thu được cao nhất 

tại nồng độ 0,1 và 0,3 g/L tương ứng 365 U/mL và 

515 U/mL và bắt đầu giảm sau 12 ngày lên men ở cả 

hai nồng độ trên. Trong khi đó, mẫu đối chứng hoạt 

độ LiP cao nhất đạt 109 U/mL và giảm dần ở những 

ngày tiếp theo (> 9 ngày). Như vậy có thể thấy, ở 

hầu hết các thí nghiệm bổ sung Va với nồng độ khác 

nhau thì hoạt độ enzyme tăng cao rõ rệt, gấp từ 1,2 

(Va:1,0 g/L) đến gần 5 lần (Va: 0,3 g/L) so với mẫu 

đối chứng ở ngày lên men thứ 9.  
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Hình 3. Ảnh hưởng nồng độ veratryl alcohol tới khả năng 
sinh tổng hợp enzyme LiP bởi nấm L. squarrosulus MPN 12 
ở 30oC trên môi trường lỏng. 
 

Ảnh hưởng của nguồn carbon và nitrogen 

 Chủng L. squarrosulus MPN 12 được nuôi cấy 

trên môi trường bổ sung nguồn carbon và nitrogen sau 

9 ngày lên men ở 30 oC, pH 5,5. Kết quả cho thấy, 

nấm sinh tổng hợp enzyme LiP cao hơn so với đối 

chứng trên các môi trường với nguồn carbon và 

nitrogen. Hoạt độ enzyme cao nhất đạt 742 U/mL 

trong môi trường bổ sung sucrose và thấp nhất đạt 528 

U/mL trên môi trường bổ sung maltose (528 U/mL), 

hoạt độ LiP cao gấp 1,0 đến 1,4 lần so với mẫu đối 

chứng, các mẫu còn lại hoạt độ LiP cao hơn không 

đáng kể so với đối chứng (Hình 4A). Khả năng sinh 

enzyme LiP bị ảnh hưởng đáng kể bởi nguồn nitrogen 

khác nhau. Kết quả hình 4B nhận thấy, trong các môi 

trường bổ sung nguồn nitrogen hoạt độ enzyme đều 

cao hơn từ 2 đến hơn 3 lần so với đối chứng. Nguồn 

nitrogen từ urea nấm sinh tổng hợp enzyme cao nhất 

đạt 814 U/mL và thấp nhất từ amonium sulphate đạt 

429 U/mL sau 9 ngày lên men. 

      Theo Thiyagarajan et al. (2008), các chủng nấm 

thuộc chi Coprinus sử dụng nguồn carbon từ 

saccharide và methyloxoxyl cellulose không kích 

thích sinh tổng hợp enzyme LiP khi sử dụng nguồn 

carbon từ glucose hoạt tính LiP tăng chậm, chỉ đạt 

10–14 U/mL bởi nấm Coprinus sp. UAMH 10067 và 

20–28 U/mL bởi nấm C. cinnereus UAMH 4103. 

Tuy nhiên, nguồn carbon sucrose (0,5 %) thu nhận 

hoạt tính cao nhất đạt 120 U/mL. Trong một nghiên 

cứu khác của Stajic et al. (2006), trong số các nguồn 

nitrogen khác nhau từ các hợp chất vô cơ và hữu cơ 

hoạt độ enzyme LiP cao nhất thu được từ môi trường 

bổ sung nguồn carbon pepton (0,5 %) đạt 473 U/mL 

sau 13 ngày lên men đối với chủng P. eryngii 616. 

Như vậy, nguồn carbon từ sucrose và nitrogen từ 

urea làm tăng khả năng sinh tổng hợp enzyme LiP 

đối với chủng L. squarrosulus MPN 12.  

 

Hình 4. Ảnh hưởng nguồn carbon (A) và nitrogen (B) tới khả năng sinh tổng hợp enzyme LiP bởi nấm L. squarrosulus MPN 12. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ và pH 

 Nấm L. squarrosulus MPN 12 được lên men trên 

môi trường lỏng bổ sung chất cảm ứng Va (0,3 g/L), 

nguồn carbon từ sucrose (10 g/L), nguồn nitrogen từ 

urea (5 g/L), pH 5,0 với thời gian lên men 9 ngày từ 

22 đến 32 oC. Nấm sinh enzyme LiP cao nhất ở 28 
oC (896,4 U/mL) và thấp nhất ở 22 oC (231 U/mL). 

Khi nhiệt độ tăng lên 28 oC thì khả năng sinh enzyme 

của nấm cũng tăng. Khi nhiệt độ tăng lên trên 28 oC 

nấm phát triển kém hơn nên hoạt độ enzyme giảm rõ 

rệt chỉ đạt 518 U/mL (32 oC). Kết quả trên khá tương 

đồng với nghiên cứu của Padma đối với nấm G. 

lucidum hoạt độ LiP thu được cao nhất ở 27 oC trên 

môi trường lên men lỏng sử dụng nguồn carbon từ lá 

cây thông (Padma et al., 2013). Mặt khác, nấm T. 

versicolor sinh enzyme LiP cao nhất ở 30 °C trên 

môi trường bổ sung cơ chất rơm (Iqbal et al., 2012). 

      Chủng L. squarrosulus MPN 12 có khả năng 
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phát triển và sinh tổng hợp enzyme LiP trên môi 

trường có pH từ 3,0 đến 8,0. Tuy nhiên, khả năng 

sinh enzyme LiP giảm khi pH trong môi trường 

axit (pH ≤ 4) hay trung tính đến kiềm (pH ≥ 7). 

Hoạt độ LiP cao nhất đạt 896 U/mL tại pH 5 và 

thấp nhất 197U/mL tại pH 8 sau 9 ngày lên men. 

Mỗi loài nấm có phạm vi pH thích hợp để phát 

triển và sinh tổng hợp enzyme. LiP từ nấm S. 

commune NI-07 trong môi trường lên men lỏng có 

pH tối ưu từ 4,43 đến 4,46 và khi pH tăng thì hoạt 

độ enzyme giảm (Asgher et al., 2016). Tuy nhiên, 

nấm P. ostreatus sinh enzyme LiP tăng với pH từ 

4 đến 7 và giảm khi pH nằm ngoài khoảng trên. 

Như vậy, chủng nấm L. squarrosulus MPN 12 

tăng khả năng sinh tổng hợp enzyme LiP khi lên 

men ở 28 oC và pH 5,0. 

 

Hình 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ (A) và pH (B) tới khả năng sinh tổng hợp enzyme LiP bởi nấm L. Squarrosulus MPN 12. 

KẾT LUẬN 

 Từ 39 chủng nấm phân lập ở các vùng môi sinh 

khác nhau, qua sàng lọc hoạt tính enzyme LiP chúng 

tôi đã chọn được chủng nấm ký hiệu MPN 12 biểu 

hiện hoạt tính enzyme LiP cao nhất (515 U/mL) và 

được định danh là Lentinus squarrosulus MPN 12. 

Sau 9 ngày lên men trên môi trường lỏng bổ sung 

chất cảm ứng veratryl alcohol (0,3 g/L) nguồn 

carbon từ sucrose (10 g/L), nguồn nitrogen từ urea (5 

g/L) ở 28 oC, pH 5,0 trong điều kiện khuấy lắc liên 

tục 200 vòng/phút, hoạt tính enzyme LiP đạt 896 

U/mL. Chủng nấm trên có tiềm năng cao trong việc 

thu nhận enzyme LiP để chuyển hóa các phụ phẩm 

công-nông nghiệp giàu lignocellulose. 

Lời cảm ơn: Công trình được thực hiện với sự tài 

trợ kinh phí của Học viện Khoa học và Công nghệ, 

Viện Hàn lâm Khoa học & Công nghệ Việt Nam cho 

đề tài Hỗ trợ sau tiến sĩ (Mã số: GUST.STS.ĐT 

2020-HH02) và Quỹ Phát triển khoa học và công 

nghệ Quốc gia (NAFOSTED) cho đề tài KHCN (Mã 

số: FWO.104.2017.03). 
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INVESTIGATION OF LIGNIN PEROXIDASE (LIP) PRODUCITON FROM FUNGI 

GROWN ON LIQUID CULTURE MEDIUM 
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SUMMARY 

Fungi are known to be capable of biosynthesizing various enzymes such as extracellular hydrolytic 

enzymes and oxydizing to effectively attack lignocellulose structures in the plant cell wall. Lignin peroxidase 

(LiP) is an extracellular enzyme biosynthesized in a variety of fungi and first isolated in 1987 from P. 

chrysosporium. The LiP enzyme is capable of oxydizing compounds with high redox potential (aromatic ring 

polymers) in the presence of H2O2 resulting in electron oxydation of various compounds including phenols, 

aromatic amines. Therefore, LiP is an important component of the extracellular enzyme system for 

lignocellulose degradation. Through polymerization, phenolic compounds reduced reactivity and solubility to 

be precipitated, thereby reducing toxycity. Therefore, LiP is applied in wastewater cleaning in wastwater 

containing high phenol content and halogenated phenol toxyns, that are the hydroxyl phenolic compounds. In 

this study, 39 fungal strains isolated from two ecological regions (Cuc Phuong National Park in Ninh Binh and 

Muong Phang inDien Bien provinces) were screened for LiP enzyme production. In which, 14 strains grew on 

a straw substrate medium exhibiting LiP activity with the level ranging from 13.8 to 108.8 U/mL. The LiP of 

Lentinus squarrosulus MPN 12 identified by molecular analysis exhibited the highest activity as 108 U/mL on 

basic culture medium and 896 U/mL in optimal culture medium, that was basic medium supplemented with an 

inducer veratryl alcohol (0.3 g/L), sucrose (10 g/L), urea (5 g/L) for 9 days fermentation at 28 °C, pH 5.0 and 

200 rpm. This strain has a high potential for the production of LiP enzyme to convert lignocellulose material. 

Keywords: Hemeprotein, lignin, lignin peroxidase, lignocellulose degrading enzymes, polymer carbohydrate 
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