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MỞ�ĐẦU�

1.� LÝ�DO�CHỌN�ĐỀ�TÀI�

Trong�bối�cảnh�cuộc�cách�mạng�công�nghiệp�4.0�và�xu�hướng�chuyển�dịch�

sang�nền�kinh�tế�tuần�hoàn,�việc�tận�dụng�nguồn�sinh�khối�lignocellulose�từ�phế�

phụ�phẩm�nông�nghiệp�và�công�nghiệp�đang�trở�thành�tâm�điểm�của�các�nghiên�

cứu�môi�trường�trên�toàn�thế�giới.�Lignocellulose�là�nguồn�tài�nguyên�tái�tạo�dồi�

dào� nhất� trên�Trái� Đất,�với� thành� phần� chính� gồm� cellulose,� hemicellulose� và�

lignin.�Trong�đó,�lignin�–�một�polymer�thơm�phức�hợp,�chiếm�khoảng�15%�đến�

35%�khối� lượng�sinh� khối�–� là� trở� ngại� lớn�nhất� trong�việc� tận�dụng�hiệu�quả�

nguồn�tài�nguyên�này.�

Lignin�là�một�polymer�thơm�phức�tạp,�có�cấu�trúc�vô�định�hình,�bao�bọc�

các�sợi�cellulose�và�hemicellulose,�tạo�nên�cấu�trúc�bền�vững�và�khả�năng�chống�

phân�hủy�trước�các�tác�nhân�vật�lý,�hóa�học�và�sinh�học.�Chính�vì�đặc�tính�khó�

phân�hủy,�một�lượng�khổng�lồ�lignin�từ�ngành�công�nghiệp�sản�xuất�giấy�và�bột�

giấy�hiện�nay�vẫn�bị�coi�là�chất�thải,�thường�được�xử�lý�bằng�cách�đốt�bỏ,�gây�phát�

thải�khí�nhà�kính�và�lãng�phí�nguồn�carbon�thơm�quý�giá.�Ngoài�ra,�việc�phân�hủy�

lignin�bằng�các�phương�pháp�hóa�học�hay�vật�lý�thường�đòi�hỏi�năng�lượng�cao,�

sử�dụng�hóa�chất�độc�hại�và�có�thể�tạo�ra�sản�phẩm�phụ�không�mong�muốn�có�tính�

độc�cao�và�khó�phân�hủy,�gây�ô�nhiễm�môi�trường�nghiêm�trọng.�Do�đó,�việc�tìm�

kiếm�một�giải�pháp�phân�hủy�lignin�hiệu�quả,�thân�thiện�với�môi�trường�là�một�

yêu�cầu�cấp�bách�không�chỉ�cho�ngành�kỹ�thuật�môi�trường�mà�còn�cho�sự�phát�

triển�của�công�nghệ�sinh�học�trắng.�

Trong� tự� nhiên,� quá� trình� phân� hủy� lignin�được� thực� hiện�bởi� hệ� thống�

enzyme�oxy�hóa�khử�(ligninolytic�enzymes),�trong�đó�Laccase�(EC�1.10.3.2)�đóng�

vai�trò�then�chốt.�Enzyme�laccase�(EC�1.10.3.2)�là�một�loại�enzyme�oxy�hóa-khử�

đa�năng,�thuộc�nhóm�polyphenol�oxidase,�có�khả�năng�xúc�tác�quá�trình�oxy�hóa�

nhiều�hợp�chất�phenolic�và�phi-phenolic.�Đặc�tính�"xanh"�này�giúp�Laccase� trở�

thành�công�cụ� tiềm�năng�trong�nhiều�lĩnh�vực:�từ�tẩy�trắng�bột�giấy,�xử� lý�màu�

nước�thải�dệt�nhuộm,�đến�việc�chuyển�hóa�lignin�thành�các�monomer�có�giá�trị�

cao.�

Từ�trước�đến�nay,�các�nghiên�cứu�về�Laccase�chủ�yếu�tập�trung�vào�các�loài�

nấm�mục�trắng�(white-rot�fungi).�Tuy�nhiên,� thực�tiễn�triển�khai�ở�quy�mô�công�

nghiệp�cho�thấy�nấm�bộc�lộ�nhiều�hạn�chế:�tốc�độ� tăng�trưởng�chậm,�điều�kiện�
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nuôi�cấy�khắt�khe,�khó�kiểm�soát�ở�quy�mô� lớn�và�đặc�biệt�là�sự�kém�ổn�định�

trong�môi�trường�pH�kiềm�hoặc�nhiệt�độ�cao.�Ngược�lại,�vi�khuẩn�sinh�Laccase�

đang� nổi� lên�như�một�nguồn�enzyme� laccase� tiềm� năng�do� tốc�độ� tăng� trưởng�

nhanh,�dễ�dàng�nuôi�cấy�và�khả�năng�chịu�đựng�tốt�các�điều�kiện�môi�trường�khác�

nhau.�

Tại�Việt�Nam,�một�quốc�gia�nông�nghiệp�với�trữ�lượng�lớn�phế�phẩm�chứa�

lignin�(như� rơm�rạ,�bã�mía,�vỏ� trấu),�việc� nghiên�cứu�tuyển�chọn�các�chủng�vi�

khuẩn�bản�địa�có�khả�năng�sinh�Laccase�mạnh�mẽ�vẫn�còn�khá�hạn�chế.�Đất�rừng�

là�một�hệ�sinh�thái�giàu�chất�hữu�cơ,�nơi�diễn�ra�mạnh�mẽ�các�quá�trình�phân�hủy�

sinh�học�vật�chất�thực�vật,�đặc�biệt�là�lignin.�Đây�được�xem�là�kho�tàng�tiềm�năng�

để�phân� lập�các�chủng�vi� sinh�vật� có�khả�năng�sản�sinh�các�enzyme�phân�hủy�

lignin�hiệu�quả.�

Xuất� phát� từ� những� lý� do� trên,� đề� tài:�"Nghiên�cứu� và� tuyển� chọn� vi�

khuẩn�sinh�enzyme�Laccase�ngoại�bào�phân�hủy�lignin"�đã�được�lựa�chọn�thực�

hiện.�Nghiên�cứu�tập�trung�vào�việc�phân�lập,�tuyển�chọn�và�đánh�giá�tiềm�năng�

ứng�dụng�của�các�chủng�vi�khuẩn�từ�đất�rừng�không�chỉ�góp�phần�mở�rộng�nguồn�

enzyme�laccase�phục�vụ�cho�các�ứng�dụng�công�nghiệp�và�môi�trường,�mà�còn�

cung�cấp�cơ�sở�dữ�liệu�quan�trọng�về�đa�dạng�sinh�học�vi�khuẩn�tại�các�khu�vực�

rừng,�từ�đó�đóng�góp�vào�việc�phát�triển�các�giải�pháp�bền�vững�cho�việc�xử�lý�và�

tận�dụng�hiệu�quả�nguồn�sinh�khối�lignocellulose...�

2.� MỤC�ĐÍCH�NGHIÊN�CỨU�

Mục�đích�chính�của�luận�văn�là�phân�lập,� tuyển�chọn�và� tối�ưu�hóa�điều�

kiện�nuôi�cấy�của� chủng�vi�khuẩn�có�khả�năng�sinh� tổng�hợp�enzyme�Laccase�

ngoại�bào�với�hoạt�tính�cao.�Trên�cơ�sở�đó,�nghiên�cứu�hướng�tới�việc�đánh�giá�

tiềm�năng�sử�dụng�các�chủng�này�như�một�giải�pháp�sinh�học�để�phân�hủy�cấu�

trúc�lignin,�ứng�dụng�trong�việc�xử�lý�ô�nhiễm�môi�trường.�

3.� NỘI�DUNG�NGHIÊN�CỨU�

Nội� dung� 1:� Phân� lập� và� tuyển� chọn� các� chủng� vi� khuẩn� sinh�

laccase�ngoại�bào�

Tiến�hành�phân�lập�các�chủng�vi�khuẩn�từ�mẫu�đất�và�mùn�tại�các�hệ�

sinh�thái�rừng�khác�nhau.�Thông�qua�phương�pháp�sàng�lọc�sơ�bộ�bằng�chỉ�thị�

màu�và�đánh�giá�hoạt�tính�enzyme,�nghiên�cứu�tập�trung�tuyển�chọn�chủng�vi�
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khuẩn�ưu�tú� nhất�có�khả�năng�sinh� tổng�hợp� laccase�ngoại�bào�vượt�trội�để�

làm�đối�tượng�nghiên�cứu�chính.�

Nội�dung�2:�Định�danh�và�khảo�sát�đặc�điểm� sinh�học�của�chủng�

tuyển�chọn�

Xác�định�đặc�điểm�hình�thái,�các�tính�trạng�hóa�sinh�và�vị�trí�phân�loại�

của�chủng�chọn�lọc�bằng�phương�pháp�định�danh�phân�tử�(giải�trình�tự�gene�

16S�rRNA).�Bên�cạnh�đó,�khảo�sát�khả�năng�sinh�tổng�hợp�các�enzyme�ngoại�

bào� phối� hợp� khác� như� protease�và� cellulase�để� đánh� giá� tính� đa� năng� của�

chủng�trong�phân�hủy�sinh�khối.�

Nội�dung�3:�Nghiên�cứu�các�yếu�tố�ảnh�hưởng�đến�khả�năng�phân�

hủy�hợp�chất�mô�hình�lignin�(�guaiacol)�

Khảo�sát�ảnh�hưởng�của�các�thông�số�vật�lý�(pH,�nhiệt�độ)�và�hóa�học�

(các�nguồn�nitơ�vô�cơ�và�hữu�cơ)�đến�khả�năng�phân�hủy�guaiaccol�của�chủng�

vi�khuẩn�chọn�lọc.��

Nội�dung�4:�Đánh�giá�khả�năng�phân�hủy�phụ�phẩm�và�khử�màu�

thuốc�nhuộm�

Thử�nghiệm�khả�năng�phân�hủy�lignin�thực�tế�trên�các�phụ�phẩm�nông�

nghiệp�(trấu,�rơm�rạ,�bã�mía)�thông�qua�sự�sụt�giảm�khối�lượng�chất�khô.��

4.� CƠ�SỞ�KHOA�HỌC�VÀ�TÍNH�THỰC�TIỄN�CỦA�ĐỀ�TÀI�

4.1.�Cơ�sở�khoa�học�
Cơ�sở�khoa�học�của�đề�tài�dựa�trên�khả�năng�sinh�enzyme�laccase�từ�vi�

khuẩn.�Lignin�là�một�polymer�thơm�có�cấu�trúc�vô�định�hình,�phức�tạp�và�bền�

vững�nhất�trong�sinh�khối�thực�vật,�đóng�vai�trò�như�một�lớp�bảo�vệ�ngăn�cản�

sự�tiếp�cận�của�enzyme�đối�với�cellulose�và�hemicellulose.�

Việc�nghiên�cứu�dựa�trên�các�nền�tảng�khoa�học�sau:�

Cơ� chế� oxy� hóa� của� Laccase:� Enzyme� laccase� có� khả� năng� oxy� hóa�

nhiều�hợp�chất�phenolic�và�phi�phenolic�thông�qua�cơ�chế�vận�chuyển�điện�tử.�

Đây�là�chìa�khóa�để�phá�vỡ�các�liên�kết�bền�vững�trong�cấu�trúc�lignin.�

Ưu�thế�của�vi�khuẩn:�So�với�nấm�trắng,�vi�khuẩn�sở�hữu�khả�năng�thích�

nghi�cao�với�các�điều�kiện�môi�trường�khắc�nghiệt,�dải�pH�hoạt�động�rộng�và�

độ�bền�nhiệt�tốt,�giúp�quá�trình�phân�hủy�lignin�diễn�ra�ổn�định�trong�các�hệ�

thống�xử�lý�sinh�học.�

Sự�đa� năng� của�enzyme�ngoại� bào:�Việc� các�vi�khuẩn�sinh� tổng�hợp�

đồng� thời� laccase,� cellulase� và�protease� tạo� nên�một� hệ� thống�enzyme�phối�
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hợp,�cho�phép�phân�giải�triệt�để�các�thành�phần�cấu�tạo�nên�vách�tế�bào�thực�

vật.�

4.2.�Tính�thực�tiễn�
Đề�tài�mang�lại�những�giá�trị�thực�tiễn�quan�trọng�trong�bối�cảnh�phát�

triển�bền�vững�và�kinh�tế�tuần�hoàn�tại�Việt�Nam:�

Tái�giá�trị�hóa�phụ�phẩm�nông�nghiệp:�Việt�Nam�phát�sinh�lượng� lớn�

trấu,�rơm�rạ�và�bã�mía�sau�thu�hoạch.�Việc�sử�dụng�chủng�vi�khuẩn�giúp�đẩy�

nhanh�quá� trình�phân�hủy� lignin,� rút�ngắn� thời�gian� ủ�compost�và�biến�chất�

thải�thành�nguồn�phân�bón�hữu�cơ�giàu�dinh�dưỡng,�hạn�chế�việc�đốt�bỏ�gây�ô�

nhiễm�không�khí.�

Tối�ưu�hóa�kinh�tế�trong�vận�hành:�Kết�quả�nghiên�cứu�xác�định�được�

các�điều�kiện�tối�ưu�giúp�giảm�thiểu�chi�phí�năng�lượng�và�nguyên�liệu,�tạo�

tiền�đề�để�sản�xuất�các�chế�phẩm�vi�sinh�ở�quy�mô�công�nghiệp�với�giá�thành�

thấp.�

Bảo�vệ�hệ�sinh�thái:�Việc�tìm�kiếm�và�tuyển�chọn�các�chủng�vi�sinh�vật�

từ�hệ�sinh�thái�rừng�Việt�Nam�không�chỉ�khẳng�định�giá�trị�nguồn�gene�bản�

địa�mà�còn�cung�cấp�những�giải� pháp�sinh�học�an�toàn,�không�gây�ô�nhiễm�

thứ�cấp�cho�môi�trường�đất�và�nước.�

5.� NHỮNG�ĐÓNG�GÓP�CỦA�LUẬN�VĂN�

❖�Về�mặt�lý�luận:�Cung�cấp�thêm�dữ�liệu�khoa�học�về�tính�đa�dạng�của�các�

chủng�vi�khuẩn�sinh�Laccase�tại�Việt�Nam.�Làm�sáng�tỏ�mối�quan�hệ�giữa�điều�

kiện�môi�trường�và�khả�năng�tiết�enzyme�của�vi�khuẩn�bản�địa.�

❖�Về�mặt�thực�tiễn:�

•� Phân�lập�và�lưu�giữ�được�các�chủng�vi�khuẩn�có�giá�trị�ứng�dụng�cao�cho�

ngân�hàng�vi�sinh�vật.�

•� Đề� xuất� được� các� thông� số� kỹ� thuật� tối� ưu� cho� việc� sản� xuất� enzyme�

Laccase�ở�quy�mô�phòng�thí�nghiệm.�

•� Mở�ra�hướng�ứng�dụng�mới�trong�việc�sản�xuất�phân�bón�hữu�cơ�từ�sinh�

khối�giàu�lignin.�

�
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NỘI�DUNG�

Chương�1.�TỔNG�QUAN�NGHIÊN�CỨU�

1.1.��GIỚI�THIỆU�VỀ�LIGNIN�

Lignocellulose�được�ghi�nhận�là�nguồn�sinh�khối�thực�vật�dồi�dào�nhất�

trên�toàn�cầu,�đóng�vai�trò�như�một�nguồn�tài�nguyên� tái�tạo�chiến�lược�cho�

các� ngành� công� nghiệp� sinh� học.� Về� mặt� cấu� trúc,� đây� là� một� phức� hệ�

polymer�sinh�học� có� độ�phức� tạp�cao,�được�cấu� thành� chủ�yếu� từ�ba� thành�

phần�chính:�cellulose,�hemicellulose�và� lignin.�Trong�đó,� cellulose� chiếm� tỷ�

trọng� lớn� nhất� với� khoảng� 35–55%,� tiếp� theo� là� hemicellulose� từ� 20–40%�

khối�lượng�khô.�Hai�thành�phần�này�bản�chất�là�các�polysaccharide�được�bao�

bọc�và�bảo�vệ�bởi�lignin�(chiếm�10–25%)�—�một�đại�phân�tử�phenolic�có�cấu�

trúc�mạng�lưới�vô�định�hình�bền�vững[1].�

Bảng�1.1.�Tỷ�lệ�thành�phần�lignocellulose�của�các�nguồn�nguyên�liệu�thực�
vật.�

Vật�liệu� Lignin�(%)� Hemicellulose�(%)� Cellulose�(%)�

Bã�mía� 20 25� 42

Cao�lương 21 27� 45

Gỗ�cứng� 18–25� 24–40 40–55�

Lõi�ngô� 15 35� 45

Thân�lá�ngô 19 26� 38

Rơm�rạ� 18 24� 32,1

Rơm�lúa�mì 16–21� 26–32 29–35�

Bã�chuối� 14 14,8� 13,2

Sợi�xơ�mướp 15,46� 17,44 66,59�

Thân�cây�ngô� 6,9 19,3� 61,2

Ngũ�cốc� 16–21� 26–32 45–55�

(Trích dẫn từ Janusz và cộng sự (2023)[2]; Anwar và cộng sự (2014)[3])

Lignin�là�loại�polymer�sinh�học�có�cấu�trúc�phenolic�phức�tạp,�đóng�vai�

trò�là�thành�phần�cấu�tạo�trọng�yếu�trong�vách�tế�bào�của�các�loài�thực�vật�bậc�

cao,�đặc�biệt�tập�trung�mật�độ�lớn�tại�các�mô�dẫn�và�mô�gỗ.�Trong�tự�nhiên,�

lignin� được� ghi� nhận� là�hợp� chất� hữu� cơ� có� trữ� lượng� dồi� dào� thứ� hai� trên�
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hành�tinh,�chỉ�xếp�sau�cellulose.�Với�đặc�tính�liên�kết�bền�vững,�lignin�không�

chỉ�tạo�nên�độ�bền�cơ� học�cho�thân�cây�mà�còn�hình�thành�một�lớp�rào�cản�

bảo�vệ�thực�vật�trước�các�tác�động�sinh�học�và�lý�hóa�từ�môi�trường�bên�cạnh�

hai�thành�phần�chính�là�cellulose�và�hemicellulose.��

�

Hình�1.1.�Cấu�trúc�hóa�học�của�monolignol�và�các�đơn�vị�cấu�tạo�tương�
ứng�trong�lignin.�

( Nguồn: Schoenherr và cộng sự, 2018 [4])
Lignin� có� các� vòng� thơm�nằm� trong�một�chuỗi�phân� tử�dài.�Cấu� trúc�

của�lignin�là�một�cấu�trúc�ba�chiều,�trong�đó�các�đơn�vị�phenylpropanoid�được�

liên�kết�với�nhau�bằng�liên�kết� carbon-carbon�và�aryl-ether�một� cách�không�

đều.� Điều� này� tạo� nên� đặc� tính� khó� phân� hủy� và� không� hòa� tan� của�

lignocellulose.�Ngoài�ra,�lignin�còn�có�chức�năng�hỗ�trợ�cấu�trúc,� tạo�ra�tính�

không�thấm�nước�và�hoạt�động�như�một�rào�cản�vật�lý,�bảo�vệ�chống�lại�tác�

động� của� các� enzyme� vi� sinh�vật.�Đặc� tính�này�khiến� lignin� trở� thành� một�

polyme�sinh�học�tiềm�năng�để�sản�xuất�nhựa�sinh�học�không�thấm�nước.�Các�

nghiên�cứu�thực�nghiệm�gần�đây�đã�khẳng�định� tiềm�năng�to� lớn�của�lignin�

trong�việc�chế�tạo�nhựa�sinh�học�có�khả�năng�kháng�nước�vượt�trội.�Điển�hình�

là�quy�trình�chuyển�hóa�bột�gỗ�thải�thông�qua�phương�pháp�nghiền�bi�kết�hợp�
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với�xử� lý�bằng�DES,�cho�phép�đạt�hiệu� suất� thu�hồi�ấn�tượng� từ�74,4%�đến�

100%.�Vật�liệu�nhựa�sinh�học�tổng�hợp�từ�lignocellulose�toàn�phần�sở�hữu�cấu�

trúc�mạng� lưới�dày�đặc�và�tính�kỵ�nước�đặc�trưng,�thể�hiện�qua�góc�tiếp�xúc�

nước�đạt�trên�60°�và�chỉ�số�hấp�thụ�nước�duy�trì�ở�mức�dưới�20%.�Đặc�biệt,�

độ�cứng�Brinell�của�loại�nhựa�này�đạt�giá�trị�trên�11,3,�cao�gấp�10�lần�so�với�

gỗ�tự�nhiên�ban�đầu,�mở�ra�hướng�đi�mới�cho�việc�thay�thế�các�loại�nhựa�hóa�

thạch�bằng�vật�liệu�sinh�học�bền�vững�và�có�đặc�tính�cơ�lý�ưu�việt[5].�

Hàng�năm,�một�lượng�lớn�phế�phẩm�nông�công�nghiệp�được�tạo�ra�trên�

toàn� cầu,� với�hàm� lượng� lignin� chiếm� khoảng� 15–25%.� Sáu� loại� cây� trồng�

chính,�bao� gồm� rơm� lúa�mì,� rơm� lúa� gạo,� thân�ngô,�rơm� lúa�mạch,�bã�mía�

cùng�rơm�và�vỏ�đậu�nành,�đã�cung�cấp�tổng�cộng�khoảng�3,9�tỉ�tấn�sinh�khối�

vào�năm�2017.�Sự�sẵn�có�dồi�dào�của�sinh�khối�phế�phẩm�nông�công�nghiệp�

trên�toàn�thế�giới�là�cơ�hội�lớn�để�phát�triển�các�công�nghệ�sản�xuất�nhiên�liệu�

sinh�học,�hóa�chất�và�vật�liệu�sinh�học�từ�các�nguồn�tài�nguyên�này�[6].�

Tỷ�lệ�lignin�trong�các�sinh�khối�lignocellulose�khác�nhau�dao�động�từ�6�

đến�32%,�tùy�thuộc�vào�loại�cây�trồng�và�điều�kiện�môi�trường.�Để�chiết�xuất�

lignin,�nhiều�phương�pháp�quan�trọng�đã�được�phát�triển[7],�như�là:�

•� Oxy�hóa� ướt�bằng�axit�hoặc�kiềm:�Sử�dụng�hóa�chất�để�phá�vỡ�

cấu�trúc�lignin.�

•� Xử�lý�thủy�nhiệt:�Sử�dụng�nhiệt�độ�và�áp�suất�cao�để�tách�lignin.�

•� Nổ� sợi� amoniac� organosolv:� Kết� hợp� dung� môi� hữu� cơ� và�

amoniac�để�chiết�xuất�lignin�hiệu�quả.�

•� Xử�lý�trước�bằng�chất�lỏng�ion:�Sử�dụng�chất�lỏng�ion�để�hòa�tan�

và�tách�lignin.�

Mỗi�phương�pháp�đều�có�ưu�điểm�về�hiệu� suất�và� tính�bền�vững,� tuy�

nhiên,� các� phương� pháp� này� thường� tốn� năng� lượng� và� có� tác� động� môi�

trường.�Vì�vậy,�ngày�càng�có�nhiều� sự�quan�tâm�đến�việc�sử�dụng�các�chất�

phân�hủy�lignin�tự�nhiên�như�nấm�và�vi�khuẩn.�Trong�quá�trình�tiến�hóa,�các�

vi�sinh�vật�thích�nghi�để�sử�dụng�lignin�làm�nguồn�carbon�chính�cho�sự�phát�

triển�của�chúng�đã�dần�trở�thành�những�tác�nhân�phân�hủy�lignin�hiệu�quả.�Sự�

phân�hủy� sinh�học� của� lignin� được� thực� hiện�nhờ� các� enzyme� chuyên�biệt,�

nhắm�vào� các� liên� kết� cụ� thể� trong� cấu� trúc� phức� tạp� của� lignin,�bao� gồm�

lignin� peroxidase,� mangan� peroxidase,� peroxidase� đa� năng,� laccase� và�
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peroxidase�khử�màu�thuốc�nhuộm�[8].�

1.2.�LACCASE� �

1.2.1.�Giới�thiệu�chung�về�Laccase�

Laccase,� EC� 1.10.3.2,� p-diphenol:dioxygen� oxidoreductase,� là� một�

phần�của� nhóm�enzyme� lớn�hơn�được�gọi� là�enzyme�đa� đồng,�bao�gồm�các�

enzyme�oxidase� axit� ascorbic� và� ceruloplasmin.�Laccase� oxy�hóa�nhiều� loại�

chất�nền�phenolic,�thực�hiện�quá�trình�oxy�hóa�một�electron�để�tạo�ra�liên�kết�

ngang.�Đây� là�những�enzyme�đặc�hiệu�phản�ứng�cộng�hóa�trị�với�nhiều�chất�

nền�thơm�khác�nhau,�chẳng�hạn�như�polyphenol,�amin�thơm�và�amin�béo,�và�

xúc�tác�quá�trình�oxy�hóa�một�electron�của�các�hợp�chất�này�[9].��

Laccase�được�phát�hiện�lần�đầu�tiên�trong�nhựa�cây�sơn�mài�Nhật�Bản�

(Rhus vernicifera)� vào� năm� 1883� bởi� Yoshida� [10].� Năm� 1893,� Gabriel�

Bertrand�đã�phân�lập�thành�công�enzyme�laccase�từ�loài�R. succedanea�cùng�

một�số�thực�vật�khác�thuộc�họ�Anacardiaceae như:�Mangifera indica, Schinus

molle, Pistacia palaestina� và� Pleiogynium timoriense.� Về� mặt� phân� loại,�

laccase�thuộc�nhóm�protein�chứa�nhân�đồng�(multicopper�proteins),�tương�tự�

như� enzyme� cytochrome� oxidase� ở� thực� vật� và� ceruloplasmin� trong� huyết�

tương� động� vật� có� vú.� Tùy� thuộc� vào� nguồn� gốc� tách� chiết,� các� phân� tử�

laccase�sẽ�có�sự�khác�biệt�đặc�trưng�về�khối�lượng�phân�tử,�mức�độ�glycosyl�

hóa�và�các�thông�số�động�học�enzyme�.��

1.2.2.�Nguồn�gốc�laccase�trong�tự�nhiên�

Laccase�phân�bố�rộng�rãi�trong�thực�vật�bậc�cao,�vi�khuẩn,�nấm�và�côn�

trùng.�Ở� thực�vật,�laccase�được� tìm� thấy�trong�bắp�cải,�củ�cải,�khoai�tây,� lê,�

táo�và�các�loại�rau�khác.�Laccase�gần�đây�đã�được�phát�hiện�ở�một�số�loài�vi�

khuẩn,�bao�gồm�S. lavendulae,�S. cyaneus�và�Marinomonas mediterranea.�

Trong�giới�nấm,�laccase�đặc�biệt�phong�phú,�với�nhiều�loài�thuộc�ngành�

Basidiomycetes�như�Phanerochaete chrysosporium,�Theiophora terrestris,�và�

Lenzites betulina�được�biết�đến�là�nhà�sản�xuất�laccase�[11].�Nấm�mục�trắng,�

chẳng�hạn�như�Phlebia radiata,�Pleurotus ostreatus�và�Trametes versicolour,�

cũng�là�những�nguồn�cung�cấp�laccase�quan�trọng.�Ngoài�ra,�nhiều�loài�thuộc�

chi�Trichoderma,�bao�gồm�T. atroviride,�T. harzianum�và�T. longibrachiatum,�

cũng�sản�xuất�enzyme�này�[12].�Về�mặt�chức�năng�sinh�học,�laccase�đóng�vai�

trò�trong�quá�trình�tạo�lignin�ở�thực�vật.�Ngược�lại,�ở�nấm,�enzyme�này�tham�
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gia�vào�nhiều�quá�trình�quan�trọng�khác�nhau,�bao�gồm�phân�giải�lignin,�hình�

thành�bào�tử,�sản�xuất�sắc�tố,�tạo�thể�quả�và�gây�bệnh�cho�thực�vật.�

1.2.3.�Phân�loại�

Căn� cứ� vào� đặc� tính� quang� phổ� hấp� thụ� và� cơ� chế� xúc� tác,� enzyme�

laccase�có� thể�được�phân�loại� thành�các�dạng�khác�nhau,� trong�đó�phổ�biến�

nhất�là�laccase�xanh�(blue�laccase)�và�laccase�vàng�(yellow�laccase).�Laccase�

xanh�là�dạng�điển�hình,�đặc�trưng�bởi�sự�hiện�diện�của�ion�đồng�loại�I,�tạo�nên�

đỉnh� hấp� thụ�mạnh� tại� khoảng� 600�nm� trong�phổ�UV–Vis,�đồng� thời� quyết�

định�màu� xanh�đặc� trưng�của�enzyme.�Ngược� lại,� laccase� vàng�không� biểu�

hiện�đỉnh�hấp�thụ�này�do�sự�biến�đổi�trạng�thái�oxy�hóa�của�trung�tâm�đồng,�

và�chủ�yếu�thể�hiện�các�đỉnh�hấp�thụ�ở�vùng�bước�sóng�thấp�hơn,�liên�quan�

đến�các�trung�tâm�đồng�loại�II�và�III�(khoảng�300–330�nm)[13].�

Một� điểm� khác�biệt� quan� trọng�về�mặt� chức� năng� là� laccase� vàng� có�

khả�năng�oxy�hóa�các�cơ�chất�phi-phenolic�mà�không�cần�sử�dụng�chất�trung�

gian�(mediator),� trong�khi�laccase�xanh�thường�phụ�thuộc�vào�hệ�mediator�để�

mở� rộng�phổ�cơ�chất.�Đặc� tính� này�giúp� laccase� vàng� trở� thành�enzyme� có�

tiềm�năng�ứng�dụng�cao�hơn�trong�xử�lý�các�hợp�chất�khó�phân�hủy.�Ngoài�ra,�

nhiều�nghiên�cứu�cũng�ghi�nhận�rằng�laccase�vàng�có�xu�hướng�ổn�định�hơn�

trong�các�điều�kiện�môi�trường�khắc�nghiệt�như�pH�và�nhiệt�độ�cao,�góp�phần�

nâng�cao�hiệu�quả�ứng�dụng�trong�công�nghệ�xử�lý�sinh�học[14].�

1.2.4.�Tính�chất�của�enzyme�laccase�

Laccase� chủ� yếu� tồn� tại� dưới� dạng� glycoprotein,� có� thể� là� cấu� trúc�

monome,�dime�hoặc�tetrame.�Quá�trình�glycosyl�hóa�(gắn�đường)�đóng�vai�trò�

quan�trọng�trong�việc�duy�trì�cấu�trúc�và�chức�năng�của�enzyme,�bao�gồm:�

•� Giữ�ổn�định�các�ion�đồng.�

•� Tăng�tính�bền�nhiệt.�

•� Bảo�vệ�enzyme�khỏi�bị�phân�hủy�bởi�protease.�

•� Hỗ�trợ�quá�trình�bài�tiết�enzyme�ra�khỏi�tế�bào.�

Sau�khi�được�tinh�chế,�enzyme�laccase�thể�hiện�tính�không�đồng�nhất�

đáng�kể,�với�hàm�lượng�glycosyl�hóa�và�thành�phần�glycoprotein�thay�đổi�tùy�

thuộc� vào�môi� trường�nuôi�cấy.�Điều�này�cho�thấy�môi� trường�nuôi� cấy�có�

ảnh�hưởng�lớn�đến�đặc�tính�của�enzyme�laccase�được�tạo�ra.�

1.2.5.�Cấu�trúc�phân�tử�và�trung�tâm�hoạt�động�của�laccase�
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1.2.5.1.�Cấu�trúc�tổng�thể�

Enzyme�laccase�là�các�protein�đa�nhân�đồng�(multicopper�oxidases)�có�

sự�đa�dạng�lớn�về�hình�thái�tồn�tại,�từ�dạng�đơn�phân�(monomer)�đến�các�dạng�

đa�phân�phức�tạp�như�dimer�hoặc� tetramer.�Khối�lượng�phân�tử�của�enzyme�

này�có�sự�khác�biệt�rõ�rệt�giữa�các�nguồn�gốc�sinh�học:�ở�vi�khuẩn,�giá�trị�này�

thường�dao�động�trong�khoảng�60–80�kDa,� trong�khi�ở�nấm,�dải�khối�lượng�

trải�rộng�hơn,� từ�50�đến�130�kDa.Về�cấu�trúc�không�gian,� laccase�vi�khuẩn�

chủ� yếu� được� phân� loại� thành�hai� dạng� đặc� trưng�dựa� trên� số� lượng�miền�

protein�(domain):�cấu�trúc�2-miền�và�cấu�trúc�3-miền.�Đáng�chú�ý,�mỗi�miền�

cấu� trúc� này� đều�được� hình� thành� từ� các�mô-típ�β-sheet�gấp� nếp� theo� kiểu�

cupredoxin�—�một� đặc�điểm�cấu� tạo�điển� hình�và� bảo� tồn�của� các�enzyme�

chứa�đồng,�đóng�vai� trò�quan�trọng�trong�việc� tạo�ra�môi�trường�phối� tử�ổn�

định�cho�các�trung�tâm�kim�loại�thực�hiện�quá�trình�vận�chuyển�electron�[15].�

Đặc�trưng�cốt�lõi�của�phân�tử�laccase�là�sự�sắp�xếp�tinh�vi�của�các�ion�

đồng� thành� các� trung� tâm� hoạt�động� chuyên� biệt,� bao� gồm� ion�đồng� loại�1�

(T1),� loại�2�(T2)�và�cặp�ion�đồng�loại�3�(T3).�Sự�phối�hợp�chặt�chẽ�giữa�các�

trung� tâm� hình� thành�nên�một�hệ� thống� xúc� tác�oxy�hóa–khử�đồng�bộ,� cho�

phép�enzyme�thực�hiện�quá�trình�oxy�hóa�đa�dạng�các�cơ�chất,�từ�các�hợp�chất�

phenolic�đơn�giản� đến� cấu� trúc� polymer�phức� tạp�như� lignin.�Trong� cơ�chế�

này,�trung�tâm�T1�đóng�vai�trò�là�vị�trí�tiếp�nhận�electron�sơ�cấp�từ�cơ�chất,�

khởi�đầu� cho�chuỗi� vận� chuyển�electron�nội�phân� tử.�Electron�sau�đó�được�

chuyển�dịch�đến�cụm�ba�nhân�(trinuclear�cluster)�—�tạo�bởi�sự�kết�hợp�giữa�

ion�T2�và�cặp�T3�—�nơi�diễn�ra�quá� trình�khử�phân�tử�oxy�thành�nước[16].�

Chính�cấu�trúc�đa�nhân�đặc�thù�này�đã�tạo�nên�thế�oxy�hóa�khử�cần�thiết,�giúp�

laccase�trở�thành�một�trong�những�công�cụ�sinh�học�mạnh�mẽ�nhất�trong�việc�

phá�vỡ�các�liên�kết�hóa�học�bền�vững�của�sinh�khối�lignocellulose.�

1.2.5.2.�Các�trung�tâm�đồng�và�cơ�chế�xúc�tác�

Các�trung�tâm�đồng�trong�phân�tử�laccase�đóng�vai�trò�then�chốt�trong�

quá� trình�xúc�tác.�Trung�tâm�T1�(copper�xanh)�là�vị�trí�tiếp�nhận�electron�từ�

cơ�chất�và�được�đặc�trưng�bởi�đỉnh�hấp�thụ�mạnh�trong�vùng�khả�kiến,�khoảng�

600–610�nm,�đồng�thời�có�thể�được�phát�hiện�bằng�phổ�cộng�hưởng�thuận�từ�

electron� (EPR).�Trung�tâm�T2�là�trung�tâm�đồng�đơn�nhân�không�màu,�cũng�

có�thể�phát�hiện�bằng�EPR,�trong�khi�trung�tâm�T3�gồm�hai�ion�đồng�ghép�cặp�
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mạnh,� thể� hiện� tín� hiệu� hấp� thụ� yếu� trong� vùng� UV� (khoảng� 330� nm)� và�

không�phát�hiện�được�bằng�EPR�do�tính�chất�ghép�spin[17].�

Ba� trung� tâm� này� phối� hợp� tạo� thành�một� trung� tâm� đa� nhân� gọi� là�

trung�tâm�ba�nhân�(Trinuclear�Copper�Center�–�TNC),�bao�gồm�một�ion�T2�và�

hai�ion�T3,�có�chức�năng�liên�kết�và�khử�phân�tử�oxy�thành�nước.�Cơ�chế�xúc�

tác�của� laccase�diễn�ra�theo�chu�trình�oxy�hóa–khử�nhiều�bước:�đầu�tiên,�cơ�

chất�bị�oxy�hóa�tại�trung�tâm�T1Cu,�tạo�ra�gốc�tự�do�thông�qua�phản�ứng�trao�

đổi�một�electron;�sau�đó,�electron�được�chuyển�từ�T1Cu�đến�TNC�thông�qua�

cầu�nối�bảo�tồn�cao�Cys–His–Cu;�cuối�cùng,�tại�TNC,�phân�tử�oxy�(O₂)�được�

khử�hoàn�toàn�thành�hai�phân�tử�nước�thông�qua�quá�trình�nhận�bốn�electron�

và�bốn�proton�[18].�

Sản�phẩm�của�quá�trình�xúc�tác�là�các�gốc�tự�do�từ�cơ�chất,�có�khả�năng�

tham�gia�vào�các�phản�ứng�thứ�cấp�như�tái�tổ�hợp�hoặc�trùng�hợp,�tạo�thành�

các�dimer,�oligomer�hoặc�polymer.�Cơ�chế�này�đóng�vai�trò�quan�trọng�trong�

quá�trình�phân�hủy�lignin,�khi�các�liên�kết�phức�tạp�trong�cấu�trúc�polymer�bị�

phá�vỡ�từng�bước�thông�qua�phản�ứng�oxy�hóa�gốc�tự�do�[16].�

1.2.6.�Hệ�thống�laccase-mediator�(LMS)�và�vai�trò�trong�phân�hủy�lignin�

Mặc� dù� laccase� có�khả� năng�oxy� hóa� trực� tiếp�các� cấu� trúc� phenolic�

(chiếm�10–30%�trong�lignin),� tuy�nhiên,�hiệu� suất�tấn�công�vào�các�liên�kết�

phi-phenolic�(chiếm�70–90%)�thường�bị�giới�hạn�bởi�thế�oxy�hóa�khử�(redox

potential)� của� enzyme� thấp� hơn�so�với�cơ� chất.�Để� khắc�phục� rào�cản�này,�

việc�ứng�dụng�các�chất�trung�gian�(mediators)�—�các�phân�tử�khối�lượng�thấp�

đóng�vai�trò� 'cầu�nối'�vận�chuyển�electron�—�là�vô�cùng�cần�thiết.�Trong�hệ�

thống�LMS,�laccase�thực�hiện�oxy�hóa�mediator�thành�các�gốc�tự�do�có�hoạt�

tính�cao,�sau�đó�các�gốc�này�tiếp�tục�tấn�công�và�phá�vỡ�cấu�trúc�phi-phenolic�

thông�qua�cơ�chế�chuyển�electron�hoặc�tách�nguyên�tử�hydro�[15].�

Hoạt�động�xúc�tác�của�laccase�dựa�trên�cơ�chế�oxy�hóa-khử�phức�tạp.�

Enzyme�này�xúc�tác�quá�trình�khử�một�phân�tử�oxy�thành�nước,�đồng�thời�oxy�

hóa�một�electron�từ�các�hợp�chất�thơm�đa�dạng�như�polyphenol,�monophenol�

có�nhóm�thế�methoxy�và�các�amin� thơm.�Cấu�trúc�của� laccase�bao�gồm�bốn�

nguyên� tử�đồng,�được� phân�loại� thành�ba� loại�riêng�biệt:�Đồng�loại�T1�(nơi�

diễn�ra�liên�kết�với�cơ�chất�khử)�và�cụm�đồng�ba�nhân�T2/T3.�Trong�đó,�cụm�

T2/T3�đóng�vai� trò�quan�trọng� trong�việc� tiếp�nhận� electron� từ�đồng�T1�và�
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thực�hiện�quá�trình�khử�oxy�thành�nước.�Việc�phân�biệt�các�loại�đồng�này�có�

thể�được�thực�hiện�thông�qua�các�kỹ�thuật�quang�phổ�tiên�tiến�như�UV/Visible�

và�cộng�hưởng�thuận�từ�điện�tử�(EPR)[19].�

Quá�trình�phân�giải�lignin�bằng�enzyme�laccase�(hoặc�hệ�thống�laccase-

chất�trung�gian�-�LMS)�được�khởi�đầu�bằng�việc�trích�xuất�một�electron�duy�

nhất�từ�đơn�vị�phenylpropanoid�của� lignin.�Quá�trình�này�tạo� ra�một�gốc�tự�

do,�làm�tăng�tính�phản�ứng�của�bề�mặt�lignin.�Vì�lignin�có�nhiều�hệ�liên�kết�

liên�hợp,� electron�chưa� ghép�đôi� trong� gốc� tự�do� có� thể� chuyển� vị� đến� các�

vùng�có�cấu�trúc�ổn�định�nhất.�Laccase�xúc�tác�chuyển�các�cấu�trúc�phenolic�

của� lignin� thành� gốc�phenoxy,� trong�khi�LMS� oxy� hóa� các� cấu� trúc� không�

phenolic� thành�gốc�β-aryl�và�gốc�benzylic[20].�Các�gốc� tự�do�này� là�những�

chất�trung�gian�phản�ứng,�kích�hoạt�hai�kết�quả�chính:�

-�Phá�vỡ�liên�kết:�Kết�quả�thứ�nhất�là�sự�phân�cắt�liên�tiếp�các�liên�kết�

trong�polyme�lignin�(như�alkyl–aryl,�Cα–Cβ,�và�Cα–C1).�Quá�trình�này�dẫn�

đến�việc�giải�phóng�các�cấu�trúc�phụ�của�lignin,�hình�thành�các�hợp�chất�thơm�

và�giảm�khối�lượng�phân�tử�trung�bình.�Một�số�sản�phẩm�phân�giải�lignin�như�

axit�p-hydroxybenzoic�và�vanillin�có�thể�hoạt�động�như�chất�trung�gian,�kết�

hợp�với� laccase�để�thúc�đẩy�quá�trình�oxy�hóa�tiếp�theo�của�các� liên�kết�C1�

của�β-O-4�và�Cα-Cβ�trong�lignin.�

-�Tái�trùng�hợp:�Kết�quả�thứ�hai�là�sự�ghép�cặp�của�các�gốc�tự�do�lignin�

và/hoặc� gốc� tự� do�của� chất� trung�gian.�Các� gốc� tự�do�của�phenylpropanoid�

và/hoặc�chất�trung�gian�liên�kết�với�nhau�thông�qua�phản�ứng�ghép�cặp�gốc�tự�

do.�Điều�này�sẽ�làm�tăng�khối�lượng�phân�tử�trung�bình�của�lignin,�cuối�cùng�

dẫn�đến�sự�tái�trùng�hợp�của�lignin.�

Đáng�chú�ý,�các�dẫn�xuất�phenolic�tự�nhiên�từ�quá�trình�phân�hủy�lignin�

như� acetosyringone,� syringaldehyde� và� vanillin� được� xác� định� là� những�

mediator� tiềm�năng.�Việc�tận�dụng�chính�các�sản�phẩm�phân�hủy�này�không�

chỉ�hình�thành�một�lộ�trình�phân�giải�lignin�khép�kín,�bền�vững�mà�còn�tối�ưu�

hóa� về�mặt�kinh� tế.�Hiện�nay,�hệ� thống�LMS�được�xem�là�một�trong�những�

công�nghệ�sinh�học�tiềm�năng�cho�các�giải�pháp�xử�lý�môi�trường�theo�hướng�

bền�vững�và�thân�thiện�với�môi�trường.[21]�

1.3.�Các�yếu�tố�ảnh�hưởng�đến�sinh�tổng�hợp�và�hoạt�tính�laccase�

1.3.1.�Ảnh�hưởng�của�nguồn�carbon�
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Nguồn�carbon�đóng�vai�trò�quyết�định�trong�việc�cung�cấp�năng�lượng�

cho�quá�trình�chuyển�hóa�tế�bào�và�điều�tiết�quá�trình�sinh�tổng�hợp�enzyme�

laccase.�Theo�các�nghiên�cứu�gần�đây,�việc�lựa�chọn�nguồn�carbon�không�chỉ�

ảnh�hưởng�đến�mật�độ�tế�bào�mà�còn�tác�động�trực�tiếp�đến�mức�độ�biểu�hiện�

gene�mã�hóa�laccase�thông�qua�các�cơ�chế�điều�hòa�ngược.�Cụ�thể,�các�nguồn�

carbon�mạch�đơn�giản�(như�glucose,�sucrose�và�xylose)�mặc�dù�thúc�đẩy�sự�

gia� tăng� sinh�khối� nhanh�chóng,�nhưng� thường�gây�ra�hiện� tượng�ức�chế�dị�

hóa�carbon�(carbon catabolite repression – CCR).�Cơ�chế�này�ngăn�cản�sự�bài�

tiết�laccase�cho�đến�khi�nguồn�carbon�dễ�tiêu�thụ�bị�cạn�kiệt.�Ngược� lại,�các�

polymer�phức�tạp�như�cellulose,�lignin�và�các�dẫn�xuất�cấu�trúc�của�chúng�lại�

đóng�vai�trò�là�những�tác�nhân�cảm�ứng�(inducers)�hiệu�quả,�giúp�duy�trì�hoạt�

tính�enzyme�ổn�định�và�kéo�dài[22].�

Đáng�chú�ý,�các�hợp�chất�phenolic�có�nguồn�gốc�từ�lignin�như�guaiacol,�

veratryl�alcohol�và�vanillin�đã� được� khẳng�định�là�những�chất�cảm�ứng�đặc�

hiệu.�Trong�đó,�guaiacol�thường�được�ưu�tiên�sử�dụng�để�kích�thích�chọn�lọc�

hoạt�tính�laccase�và�manganese�peroxidase� (MnP)�mà�không�gây�ảnh�hưởng�

đáng�kể�đến�nồng�độ�lignin�peroxidase�(LiP).�Sự�hiện�diện�của�các�hợp�chất�

này�mô�phỏng�môi�trường�phân�hủy�sinh�khối�tự�nhiên,�từ�đó�kích�hoạt�cơ�chế�

phòng�vệ�và�trao�đổi�chất�của�vi�sinh�vật,�dẫn�đến�sự�gia�tăng�vượt�trội�về�hoạt�

tính�enzyme�ngoại�bào[23].�

1.3.2.�Ảnh�hưởng�của�nguồn�nitơ�

Nguồn�nitơ�và�nồng�độ�của�chúng�đóng�vai� trò�điều�tiết�phức�tạp�đối�

với�quá�trình�sinh�tổng�hợp�laccase,�tùy�thuộc�vào�đặc�tính�sinh�lý�riêng�biệt�

của� từng� chủng� vi� sinh� vật.�Quá� trình� sản� xuất�enzyme� này� có� thể� diễn� ra�

trong�cả�điều�kiện�giới�hạn�nitơ�lẫn�môi�trường�giàu�nitơ,�phản�ánh�sự�đa�dạng�

trong�cơ�chế�điều�hòa�biểu�hiện�gene�mã�hóa�laccase�giữa�các�loài�khác�nhau.�

Trong�các�hệ�thống�nuôi�cấy,�nguồn�nitơ�hữu�cơ�phức�tạp�như�peptone,�

meat�extract�và�yeast�extract�thường�được�ghi�nhận�là�hỗ�trợ�tối�ưu�cho�quá�

trình� gia� tăng� sinh�khối�nhờ�cung�cấp�đầy� đủ�các�acid�amin�và�yếu� tố� tăng�

trưởng� cần� thiết.�Tuy�nhiên,� các�nguồn�này�đôi�khi�không� phải� là� tác� nhân�

thúc�đẩy�bài�tiết�enzyme�mạnh�mẽ�nhất�do�sự�ưu�tiên�của�tế�bào�cho�quá�trình�

trao�đổi�chất�sơ�cấp.�Ngược�lại,�các�muối�ammonium�vô�cơ�như�(NH4)2SO4�và�

NH4Cl�thường�đóng�vai�trò�là�tác�nhân�kích�thích�bài�tiết�enzyme�laccase�hiệu�
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quả�hơn�ở�nhiều�chủng�vi�khuẩn�[22].��

1.3.3.�Ảnh�hưởng�của�ion�kim�loại�

Ion�kim�loại,�đặc�biệt�là�ion�đồng�hóa�trị�hai�(Cu²⁺),� đóng�vai�trò�then�

chốt� trong� cả� quá� trình� cấu� thành� cấu� trúc� và� điều� tiết� biểu� hiện� gen� của�

enzyme�laccase�ở�vi�sinh�vật.�Về�mặt�cấu�trúc,�mỗi�phân�tử�laccase�chứa�bốn�

nguyên�tử�đồng�phân�bố�tại�ba�trung�tâm�T1,�T2�và�T3�—�đây�là�thành�phần�

không�thể� thiếu�để�enzyme� thực�hiện�chức�năng�xúc�tác�oxy�hóa.�Do�đó,�sự�

thiếu�hụt�Cu²⁺�trong�môi�trường�nuôi�cấy�sẽ�trực�tiếp�làm�giảm�khả�năng�hoàn�

thiện�cấu�trúc�enzyme,�dẫn�đến�suy�giảm�hoạt�tính�xúc�tác�[24].�

Về�mặt�điều�tiết�sinh�tổng�hợp,�Cu²⁺�hoạt�động�như�một�chất�cảm�ứng�

biểu�hiện�gen�laccase�ở�cấp�độ�phiên�mã.�Nghiên�cứu �của�Sharghi�và�cộng�sự�

(2024)�trên�nấm�Pleurotus eryngii�KS004�cho�thấy�việc�bổ�sung�Cu²⁺�vào�môi�

trường� nuôi� cấy� dịch� thể� đã� làm� tăng� đồng� thời� cả� mức� độ� phiên� mã� gen�

laccase� (pel3)� lẫn�hoạt�độ� laccase�ngoại�bào� theo�chiều�phụ� thuộc�nồng�độ,�

trong�đó�mức�tăng�hoạt�tính�enzyme�đạt�cực�đại�gấp�4,6�lần�so�với�đối�chứng�

tại�nồng�độ�1�mM�Cu²⁺.�Tuy�nhiên,�khi�nồng�độ�quá�cao,�Cu²⁺�có�thể�sẽ�gây�

ức�chế�sinh�trưởng�tế�bào�và�làm�giảm�sản�lượng�enzyme�tổng�thể�[25].�

Bên�cạnh�Cu²⁺,�các�ion�kim�loại�khác�cũng�có�thể�ảnh�hưởng�đến�hoạt�

tính�laccase�theo�cơ�chế�kích� thích�hoặc�ức�chế�tùy�thuộc�vào�chủng�vi� sinh�

vật�và�nồng�độ�áp�dụng.�Nghiên�cứu�của�Wang�và�cộng�sự�(2023)�cho�thấy�

phức�hợp� đồng-tripeptide� (GHK-Cu)�có�hiệu�quả�cảm�ứng�sản�xuất� laccase�

cao�hơn� CuSO₄� ở� Trametes versicolor,� do� GHK-Cu� tăng� cường� tính� thấm�

màng� tế�bào,� thúc� đẩy�quá� trình�hấp� thu�và� tích� lũy�đồng� nội�bào�hiệu�quả�

hơn,� từ�đó�dẫn�đến�mức�độ�biểu�hiện�gen� laccase�cao�hơn�đáng�kể.�Các� ion�

Mn²⁺� và� Fe³⁺� cũng� thường� được� ghi� nhận� là� có� tác� động� ức� chế� hoạt� tính�

laccase�ở�nồng�độ�cao�thông�qua�cơ�chế�cạnh�tranh�liên�kết�tại�trung�tâm�đồng�

hoặc�gây�biến�tính�cấu�trúc�enzyme,�trong�khi�ở�nồng�độ�thấp�có�thể�đóng�vai�

trò�cofactor�hỗ�trợ�một�số�phản�ứng�oxy�hóa�phụ�liên�quan�[26].�

1.3.4.�Ảnh�hưởng�của�pH�và�nhiệt�độ�

pH�và�nhiệt�độ�là�hai�thông�số�lý�hóa�quan�trọng�nhất�quyết�định�hoạt�

tính�và�độ�bền�của�enzyme� laccase�trong�các�ứng�dụng�thực�tế.�Hai�thông�số�

này�không�chỉ�ảnh�hưởng�đến�tốc�độ�phản�ứng�xúc�tác�mà�còn�tác�động�trực�

tiếp�đến�cấu�trúc�bậc�ba�và�bậc�bốn�của�phân�tử�enzyme,�qua�đó�xác�định�giới�
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hạn�điều�kiện�vận�hành�của�enzyme�trong�quy�trình�công�nghệ.�

Về�ảnh�hưởng�của�pH,�laccase�nấm�và�laccase�vi�khuẩn�có�sự�khác�biệt�

căn�bản.�Laccase�nấm�có�pH�hoạt�động�tối�ưu�trong�vùng�acid�(pH�3,0–5,0),�

phản�ánh�được�nguồn�gốc�sinh�thái�của�chúng�trong�môi�trường�phân�hủy�gỗ�

có�tính�acid.�Ngược�lại,�laccase�vi�khuẩn�thể�hiện�những�ưu�thế�nổi�bật�so�với�

laccase�nấm,�bao�gồm�khả�năng�chịu�nhiệt�cao,�hoạt�động�tốt�ở�dải�pH�rộng�và�

đặc�biệt�là�khả�năng�dung�nạp�điều�kiện�kiềm�—�những�đặc�tính�này�làm�cho�

laccase�vi�khuẩn� trở�thành�công�cụ�sinh�học�xanh�đầy�hứa�hẹn�cho�các�ứng�

dụng�công�nghiệp.�Cụ�thể� trong�các�nghiên�cứu�gần�đây,�laccase�từ�Bacillus

halodurans�và�Streptomyces coelicolor�đạt�hoạt�tính�cực�đại�đối�với� cơ�chất�

syringaldazine�và�2,6-dimethoxyphenol�ở�pH�lần�lượt� là�7,5�và�9,4�[27,�28].�

Đây�là��minh�chứng�cho�đặc�tính�hoạt�động�ở�môi�trường�kiềm�đặc�trưng�của�

nhóm�laccase�vi�khuẩn,�vượt�qua�giới�hạn�của�laccase�nấm�trong�việc�mở�rộng�

phạm�vi�điều�kiện�phản�ứng�khả�thi�trong�ứng�dụng�công�nghiệp.�

Nhiệt�độ�là�yếu�tố�quyết�định�đến�cả�tốc�độ�phản�ứng�xúc�tác�và�độ�bền�

của� phân� tử� enzyme.� So� với� laccase� có� nguồn� gốc� từ� nấm,� các� laccase� vi�

khuẩn�—�đặc�biệt� là�từ�các�chi�Bacillus�và�Streptomyces�—� thể�hiện�ưu� thế�

vượt� trội� về� độ� bền� nhiệt� và� khả� năng� thích� nghi� trong�các� điều� kiện�môi�

trường�khắc�nghiệt.�Nhiều�nghiên�cứu�thực�nghiệm�đã�ghi�nhận�những�giá�trị�

ấn�tượng�về�khả�năng�chịu�nhiệt�của�nhóm�enzyme�này.�Điển�hình�như�nghiên�

cứu� của�Li� và� cộng� sự� (2021),� laccase� tái� tổ� hợp� từ� Bacillus licheniformis�

TCCC�111219�có�thể�duy�trì�tới�60%�hoạt�tính�sau�2�giờ�xử�lý�ở�70°C;�thậm�

chí�hoạt�tính�còn�được�tăng�cường�đáng�kể�(đạt�170%)�khi�được�ủ�trong�môi�

trường�kiềm�(pH�10,0)�suốt�10�ngày�[29].�Tương�tự,�laccase�từ�Streptomyces�

sp.�LAO�trong�nghiên�cứu�của�Gogotya�và�cộng�sự�(2021) �cho�thấy�hoạt�tính�

tối�ưu�tại�nhiệt�độ�lên�tới�90°C�và�pH�8,0,�đồng�thời�sở�hữu�khả�năng�kháng�

các�dung�môi�hữu�cơ�mạnh�mẽ[30].�Sự�ổn�định�cấu�trúc�xuất�sắc�ở�dải�nhiệt�

độ�và�pH�rộng�không�chỉ�khẳng�định�giá�trị�sinh�học�của�laccase�vi�khuẩn�mà�

còn�mở�ra�tiềm�năng�ứng�dụng�to�lớn�trong�lĩnh�vực�hóa�học�xanh�và�các�quy�

trình�công�nghiệp�quy�mô�lớn.��

Khả�năng�hoạt�tại�ngưỡng�nhiệt�độ�và�pH�cao�của�laccase�vi�khuẩn�có�

giá�trị�đặc�biệt�quan�trọng�trong�các�ứng�dụng�xử�lý�nước�thải�công�nghiệp�và�

các� quy� trình� biorefinery,�nơi� thường� yêu� cầu� enzyme� hoạt� động�bền�vững�
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trong�điều�kiện�nhiệt�độ�cao�và�môi�trường�kiềm.�Các�nghiên�cứu�tối�ưu�hóa�

điều� kiện� sản� xuất� laccase� từ� các� chủng� vi� khuẩn� như� Bacillus subtilis,�

Rhodococcus erythropolis�và�Pseudomonas aeruginosa�cho� thấy�nhiệt�độ�và�

pH�tối�ưu�có�thể�điều�chỉnh�thông�qua�lựa�chọn�cơ�chất�và�điều�kiện�nuôi�cấy�

phù�hợp,�từ�đó�nâng�cao�đáng�kể�hiệu�quả�sản�xuất�enzyme�và�khả�năng�ứng�

dụng�trong�thực�tế�[22].��

1.4.�Tình�hình�nghiên�cứu�trên�thế�giới�và�tại�Việt�Nam�

1.4.1.�Tình�hình�nghiên�cứu�trên�thế�giới�

Trong� nhiều� thập� kỷ,� nấm� (đặc� biệt� là� nấm� mục� trắng)� được� coi� là�

nguồn�sản�sinh�laccase�chính.�Tuy�nhiên,�nghiên�cứu�hiện�đại�đã�chuyển�dịch�

mạnh�mẽ�sang�laccase�vi�khuẩn�do�tính�ổn�định�cao�trong�các�điều�kiện�khắc�

nghiệt�và�tốc�độ�sinh�trưởng�nhanh.�Tổng�quan�của�Grgas�và�cộng�sự�(2023)�

chỉ�ra�rằng�các�chi�vi�khuẩn�như�Bacillus,�Pseudomonas,�Streptomyces�và�đặc�

biệt� là� Rhodococcus� sở� hữu� hệ� enzyme� ligninolytic� đa� dạng.� Trong� đó,�

enzyme�laccase�đóng�vai�trò�xung�kích�trong�giai�đoạn�oxy�hóa�sơ�cấp�các�cấu�

trúc�phenolic�của�lignin,�tạo�tiền�đề�cho�các�phản�ứng�bẻ�gãy�vòng�thơm�tiếp�

theo�[12].�Sự�phát�hiện�các�đặc�tính�ưu�việt�này�ở�vi�khuẩn�không�chỉ�mở�rộng�

hiểu�biết�về�chu�trình�carbon�trong�tự�nhiên�mà�còn�cung�cấp�các�công�cụ�sinh�

học�tiềm�năng�cho�công�nghệ�xử�lý�sinh�khối�bền�vững.�

Nghiên�cứu�đột�phá�của�Gu�và�cộng�sự�(2024)�đã�chứng�minh�khả�năng�

chuyển�hóa�sinh�học�lignin�của�một�số�chủng�vi�khuẩn�không�chỉ�dừng�lại�ở�

mức�độ�phân�hủy�mà�còn�có�thể�định�hướng�tạo�thành�các�hợp�chất�thơm�có�

giá�trị�kinh�tế�cao.�Trong�các�điều�kiện�vận�hành�tối�ưu,�hiệu�suất�khoáng�hóa�

lignin�có�thể�đạt�tới�ngưỡng�80–90%,�một�con�số�đầy�ấn�tượng�đối�với�các�cơ�

chất�có�cấu� trúc�bền�vững� [31].�Điều�này�mở� ra� tiềm�năng�ứng�dụng� trong�

công�nghệ�biorefinery�và�sản�xuất�nhiên�liệu�sinh�học.�

Đáng�chú�ý,�xu�hướng�nghiên�cứu�hiện�nay�đang� tập� trung�mạnh�mẽ�

vào�hệ�enzyme�laccase�từ�vi�khuẩn�nhờ�các�ưu�điểm�vượt�trội�về�độ�bền�sinh�

hóa.�Khác�với�laccase�từ�nấm,�laccase�vi�khuẩn�thể�hiện�khả�năng�thích�nghi�

cao�trong�dải�pH�rộng,�có�độ�bền�nhiệt�ưu�việt�và�duy�trì�trạng�thái�ổn�định�

dưới�các�tác�động�khắc�nghiệt�từ�môi�trường.�Nghiên�cứu�của�trong�khoảng�

pH�từ�5,0�đến�9,0�và�dải�nhiệt�độ�30�–�60°C�[26].�Đặc�tính�Wang�và�cộng�sự�

(2023)�ghi�nhận�laccase�vi�khuẩn�vẫn�duy�trì�hoạt�tính�ổn�định�này�không�chỉ�
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khẳng�định�tiềm�năng�xúc�tác�mạnh�mẽ�của�enzyme�mà�còn�mở�ra�cơ�hội�ứng�

dụng� rộng� rãi� trong� các�quy� trình�xử� lý�nước� thải�công�nghiệp�vốn�có�điều�

kiện�hóa�lý�phức�tạp�và�biến�thiên�liên�tục.�

Bên�cạnh�đó,� nghiên� cứu� của�Ayala-Rodríguez� và�cộng�sự� (2024)�đã�

chỉ� ra� rằng� các� chủng�Paenibacillus polymyxa� sở�hữu�khả� năng� bài� tiết�hệ�

enzyme�ligninolytic�ngoại�bào�mạnh�mẽ,�tham�gia�hiệu�quả�vào�lộ�trình�phân�

giải�cấu�trúc�lignin�phức�tạp�trong�các�phụ�phẩm�nông�nghiệp�[32].�Kết�quả�

này�không�chỉ�củng�cố� thêm�những�bằng�chứng�khoa�học� về�vai� trò�của�vi�

khuẩn�trong�chu�trình�chuyển�hóa�các�polymer�bền�vững�mà�còn�khẳng�định�

tiềm�năng�ứng�dụng�thực�tiễn�to�lớn�của�các�dòng�vi�sinh�vật�ưu�tú�trong�quy�

trình�xử�lý�sinh�học�và�tái�giá�trị�hóa�nguồn�phế�phụ�phẩm�lignocellulose.�

Một�trong�những�xu�hướng�nghiên�cứu�hiện�nay�là�việc�tích�hợp�công�

nghệ�sinh�học�phân�tử�và�phân� tích�metagenomics�nhằm�khai�phá�các�nguồn�

gene�laccase�tiềm�năng�từ�quần�thể�vi�sinh�vật�chưa�thể�nuôi�cấy.�Điển�hình�là�

nghiên� cứu� của� Yu� và� cộng� sự� (2025),� thông� qua� phân� tích� dữ� liệu�

metagenome� từ� các�mẫu� đất�bổ�sung� rơm� rạ,�đã�định�danh� thành� công�các�

trình� tự�gene�mã� hóa� laccase�mới�với�hoạt� tính�vượt� trội� [33].�Kết�quả�này�

không�chỉ�khẳng� định�vai�trò� then�chốt�của� enzyme� laccase� trong� chu� trình�

carbon� toàn�cầu�mà�còn� làm�sáng� tỏ�cơ�chế�phân�hủy�chất�hữu�cơ�phức� tạp�

trong� tự� nhiên,� tạo� cơ� sở� dữ� liệu� quan� trọng� cho� các� chiến� lược� thiết� kế�

enzyme�tái�tổ�hợp�phục�vụ�mục�tiêu�công�nghiệp�và�môi�trường.�

Song�song�với�việc�khai�thác�nguồn�gene�tự�nhiên,�các�nghiên�cứu�về�

biểu�hiện� dị� thể� và�cải� biến� đặc� tính�enzyme� laccase�đang� đạt� được� những�

bước�tiến�quan�trọng.�Điển�hình,�Zhang�và�cộng�sự�(2024)�đã�phân�lập�và�biểu�

hiện�thành�công�laccase�từ�hệ�vi� sinh�vật�dạ�cỏ�động�vật�nhai�lại� –�một�môi�

trường�đặc�thù�có�khả�năng�phân�giải�lignocellulose�cực�kỳ�hiệu�quả�–�mở�ra�

triển�vọng�mới�trong�việc�thiết�kế�các�chế�phẩm�enzyme�có�hoạt�lực�cao[34].�

Bên�cạnh�các�kỹ� thuật�di�truyền,�việc� tối�ưu�hóa�các�thông�số�vận�hành�như�

pH,� nhiệt�độ�và� thành� phần�dinh�dưỡng�vẫn�đóng� vai� trò�cốt� lõi� trong� việc�

khai� thác� tối� đa� tiềm�năng�sinh�học� của� chủng.�Nghiên� cứu� của�Minhas�và�

cộng�sự�(2025)�trên�chủng�Pseudomonas stutzeri�đã�chứng�minh�rằng,�thông�

qua�việc�tinh�chỉnh�các�điều�kiện�nuôi�cấy,�hoạt�tính�laccase�và�hiệu�suất�phân�

hủy�lignin�có�thể�được�gia�tăng�đáng�kể[35].�
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Bên�cạnh�các�nghiên�cứu�đơn�chủng,�xu�hướng�hiện�nay�đang�chuyển�

dịch�mạnh�mẽ�sang�việc�ứng�dụng�tổ�hợp�vi�sinh�vật�nhằm�tối�ưu�hóa�hiệu�quả�

phân�hủy�lignin.�Các�bằng�chứng�khoa�học�cho�thấy�sự�tương�tác�đa�loài� có�

khả� năng� tạo� ra�hiệu�ứng�hiệp�đồng,�giúp�đẩy�nhanh�tốc�độ� khoáng�hóa�và�

nâng�cao�mức�độ�phân�giải�các�cấu�trúc�polymer�phức�tạp�vượt�trội�so�với�các�

hệ�thống�nuôi�cấy�đơn�lẻ� [36].�Đồng�thời,�sự�tích�hợp�của�các�công�nghệ�đột�

phá�như�kỹ�thuật�protein� (protein engineering),� trí� tuệ�nhân�tạo�(AI)�và� thiết�

kế�enzyme�de novo�đang�mở�ra�một�kỷ�nguyên�mới�trong�việc�cải�thiện�hoạt�

tính�và�độ�bền�nhiệt�của�laccase[37].��

Nhìn�chung,�nghiên�cứu� trên� thế�giới�đã�đạt�được�nhiều�tiến�bộ�quan�

trọng,�từ�việc�phân�lập,�tuyển�chọn�chủng�vi�khuẩn�đến�tối�ưu�hóa�enzyme�và�

ứng�dụng�trong�xử�lý�môi�trường�và�công�nghệ�sinh�học.�

1.4.2.�Tình�hình�nghiên�cứu�tại�Việt�Nam�

Nghiên�cứu�về�vi�sinh�vật�sinh�laccase�tại�Việt�Nam�chủ�yếu�tập�trung�

vào� nấm� đảm,� đặc� biệt� là� các� loài� gây� thối� trắng� như� Trametes maxima,�

Rigidoporus sp.,�và�Fusarium oxysporum.��

Nghiên�cứu�của�Nguyễn�Thị�Liên�và�cộng� sự�(2024)�đã�phân�lập�một�

chủng�nấm�Trametes polyzona TĐ16�từ�đất�ở�Vườn�quốc�gia�Tam�Đảo,�chủng�

TĐ16�có�tốc�độ�sinh�trưởng�khá�nhanh,�đạt�282,16�µm/giờ.�Chủng�nấm�này�

có� khả� năng� sinh� ra� nhiều� loại� enzyme� ngoại� bào,�bao� gồm� laccase,� lignin�

peroxidase,�amylase�và�protease[38].�Bên�cạnh�đó,�Phùng�Khắc�Huy�Chú�và�

cộng�sự�(2017)�đã�phân�lập�chủng�Fusarium oxysporum�HUIB02�có�khả�năng�

sinh� tổng�hợp�laccase�ngoại�bào�mạnh,�được�xem� là�nghiên�cứu�đầu� tiên� tại�

Việt�Nam�về�laccase�từ�F. Oxysporum [39].�Chủng�này�được�ứng�dụng�trong�

việc�khử�màu�thuốc�nhuộm�hoạt�tính�dùng�để�nhuộm�vải�may�quân�trang.�

�Trong�nghiên�cứu�của�Nguyễn�Thị�Lan�Anh�và�cộng�sự�(2022),�ba�loại�

nấm�khác�nhau�đã�được�thử�nghiệm�về�khả�năng�phân�hủy�hai�loại�thuốc�diệt�

cỏ�là�2,4-D�và�2,4,5-T,�đồng�thời�nghiên�cứu�vai�trò�của�các�enzyme� laccase�

và� cytochrome� P450� trong� quá� trình� này.� Một� loại� nấm� mục� trắng,�

Rigidoporus�sp.�FMD21,�có�hoạt�tính�laccase�cao,�đã�cho�thấy�hiệu�quả�trong�

việc�phân�hủy�các�loại�thuốc�diệt�cỏ�này.�Một�mối�tương�quan�thuận�được�tìm�

thấy�giữa�hoạt�tính�laccase�của�nấm�và� tốc�độ�phân�hủy� thuốc�diệt�cỏ.�Hoạt�

tính�laccase�tăng�gấp�đôi�thì� tốc�độ�phân�hủy�thuốc�cũng�tăng�gấp�đôi.�Điều�
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này�cho�thấy�laccase�có�thể�là�enzyme�chủ�đạo�trong�quá�trình�phân�hủy�2,4-D�

và� 2,4,5-T� trong�các� điều� kiện� này.� Ngoài� ra,� nghiên� cứu� cũng� chỉ� ra� rằng�

Rigidoporus� sp.� FMD21�cũng� sử�dụng�một�phần�cytochrome�P450�để�phân�

giải�các�chất�này.�Hai�loại�nấm�sợi�khác,�thuộc�chi�Fusarium�và�Verticillium�

(ngành�Ascomycota),�được�phân�lập� từ�đất�nhiễm�thuốc� diệt�cỏ�và�dioxin� ở�

sân�bay�Biên�Hòa.�Cả�hai�đều�có�khả�năng�phân�hủy�thuốc�diệt�cỏ�nhưng�với�

tốc�độ�khác�nhau.�Tuy�nhiên,�hoạt�tính�laccase�của�chúng�rất�thấp� và�không�

tương�quan�với�tốc�độ�phân�hủy.�Kết�quả�nghiên�cứu�cho�thấy�nấm�mục�trắng�

Rigidoporus� sp.� FMD21�có� thể� sử�dụng�cả� laccase�và� cytochrome�P450�để�

phân�giải�thuốc�diệt�cỏ,�trong�khi�cơ�chế�enzyme�phân�giải�của�hai�loại�nấm�

thuộc�ngành�Ascomycota�vẫn�chưa�rõ�ràng.�[40]�

Các�nghiên�cứu�trong�nước�đã�bước�đầu�ghi�nhận�sự�tồn�tại�của�nhiều�

chủng�vi�khuẩn�và�xạ�khuẩn�có�khả�năng�sinh�enzyme�laccase,�đặc�biệt�thuộc�

các�chi�như�Streptomyces,�Bacillus�và�Pseudomonas.�

Mặc�dù�nghiên�cứu�về�vi�khuẩn�sinh�laccase�tại�Việt�Nam�còn�hạn�chế�

so�với�nấm,�một�số�công�trình�đã�bước�đầu�ghi�nhận�tiềm�năng�của�vi�khuẩn�

và� xạ� khuẩn� trong�việc� sản�xuất�laccase.� Phùng�Khắc�Huy�Chú�và�cộng� sự�

(2015)�đã� phân� lập�và�khảo�sát�khả� năng� sinh� tổng�hợp�laccase-like� từ�các�

chủng�xạ�khuẩn�từ�đất�ô�nhiễm�chất�diệt�cỏ/dioxin�tại�sân�bay�Biên�Hòa,�tỉnh�

Đồng�Nai.�Hai� chủng�xạ�khuẩn�XKBHN1�và�XKBiR929�được� ghi�nhận�có�

khả�năng�sinh�tổng�hợp�laccase-like�trên�môi�trường�chứa�các�chất�hữu�cơ�clo�

khác�nhau,�cho�thấy�tiềm�năng�trong�xử�lý�chất�diệt�cỏ/dioxin�[41].��

Kết�quả�từ�nghiên�cứu�của�Đào�Thị�Ngọc�Ánh�và�cộng�sự�(2025)�cho�

thấy,�xạ�khuẩn�từ�đất�nhiễm�dioxin�tại�sân�bay�A�So,�tỉnh�Thừa�Thiên�Huế,�có�

tiềm� năng� lớn� trong� việc� xử� lý� các� chất� ô� nhiễm.� Đặc� biệt,� chủng�

Streptomyces� sp.� XAS3�đã� thể�hiện�khả� năng�vượt� trội� trong� việc� sản� sinh�

enzyme�laccase�với�hoạt�tính�cao�nhất,�đạt�468,06�U/l.�Chủng�xạ�khuẩn�này�

không�chỉ�phân�hủy�hiệu�quả�42,04%�phenanthrene�trong�ba�tuần,�mà�còn�loại�

bỏ�thành�công�16�trên�18�loại�thuốc�nhuộm�được�khảo�sát.�Hiệu�quả�cao�nhất�

được�ghi�nhận�với�thuốc�nhuộm�acid�blue�62,�khi�chủng�này�loại�bỏ�26,72%�

màu�chỉ�sau�20�phút[42].�Điều�này�cho�thấy�khả�năng�ứng�dụng�thực�tế�của�xạ�

khuẩn� trong�việc� phân�hủy�sinh�học�các�chất�ô�nhiễm,�mở�ra�một�hướng�đi�

mới�cho�việc�xử�lý�môi�trường.�
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Phần� lớn�các�nghiên� cứu�này�mới�chỉ�dừng� lại� ở�mức� phân� lập,�định�

danh�và�đánh�giá�hoạt� tính�enzyme� trên�quy�mô�phòng� thí�nghiệm.�Các�nội�

dung�nghiên�cứu�chuyên�sâu�như�cơ�chế�xúc�tác�của�enzyme,�tối�ưu�hóa�điều�

kiện�sinh�tổng�hợp�laccase,�cũng�như�ứng�dụng�ở�quy�mô�lớn�trong�xử�lý�chất�

thải�lignocellulose�vẫn�còn�hạn�chế.�Điều�này�cho�thấy�lĩnh�vực�nghiên�cứu�vi�

khuẩn� sinh�laccase�tại�Việt�Nam�vẫn�đang�ở�giai�đoạn�khởi�đầu�và�cần�được�

tiếp�tục�phát�triển�theo�hướng�chuyên�sâu�và�ứng�dụng�thực�tiễn. �

Việt�Nam�có�lợi�thế�lớn�về�nguồn�phụ�phẩm�nông�nghiệp�dồi�dào�(rơm�

rạ,�trấu,�bã�mía),�tạo�điều�kiện�thuận�lợi�cho�việc�nghiên�cứu�và�ứng�dụng�vi�

sinh�vật�phân�hủy�lignin.�Do�đó,�việc�tuyển�chọn�các�chủng�vi�khuẩn�bản�địa�

có�khả�năng�sinh�laccase�và�phân�hủy�lignin�hiệu�quả�là�hướng�đi�cần�thiết�và�

có�ý�nghĩa�thực�tiễn�cao.�

�

�
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� Chương�2.�ĐỐI�TƯỢNG�VÀ�PHƯƠNG�PHÁP�NGHIÊN�CỨU�

2.1.� ĐỐI�TƯỢNG�NGHIÊN�CỨU�
2.1.1.�Đối�tượng,�phạm�vi�nghiên�cứu�

Đối�tượng�nghiên�cứu:�Các�chủng�vi�khuẩn�sinh�enzyme�laccase��

Phạm�vi� nghiên�cứu� :�Các�mẫu�đất�được� thu� thập� từ�các�khu�vực�giàu�

lignocellulose�tại�Việt�Nam:�rừng�quốc�gia�Xuân�Thủy,�Tam�Đảo,�Hoàng�Liên�

Sơn.�

2.1.2.�Thiết�bị,�dụng�cụ,�hóa�chất�

2.1.2.1.�Thiết�bị,�dụng�cụ�
-�Ống�eppendorf,�micropipette.�

-�Bình�tam�giác,�que�cấy,�đèn�cồn�

-�Máy�quang�phổ�UV-Vis,�Nhật�Bản.��

-�Máy�ly�tâm.�(Eppendorf�5405000441�5425�Centrifuge)��

-�Cân�phân�tích.�

-�Nồi�hấp�vô�trùng.�

-�Máy�lắc�ổn�nhiệt.�

-�Tủ�ấm�

-�Máy�đo�pH.�

2.1.2.2.�Hóa�chất�

Khảo�sát�được�thực�hiện� trên�môi�trường�môi�trường�khoáng�Stanier's�
Basal� (MSB:� Minimal� Salt� Buffer).� Các� hóa� chất� đều� được� cung� cấp� bởi�
Sigma-Aldrich�và�các�nhà�cung�cấp�khác.�

Dung�dịch�A� X25� Dung�dịch�B� X50� Dung�dịch�C� X200�

Na2HPO4.7H2O 131.13g� KOH� 7.3g (NH4)2SO4� 20g

KH2PO4� 69.5g�
Nitrilotriacetic�acid�
N(CH2COOH)2�

10g� Nước�cất� 100mL�

Nước�cất� 1L� MgSO4.7H2O)� 29.59g �
� � CaCl2.2H2O�� 2.52g �

� � (NH4)6Mo7O24.4H2O 9.25mg� �

� � FeSO4.7H2O� 99mg �

� � Kim�Loại (dưới�đây) 50mL �

� � EDTA-disodium�salt 0.16g �
� � ZnSO4.7H2O� 0.55g �

� � FeSO4.7H2O� 0.25g �

� � MnSO4.H2O� 0.077g �
� � CuSO4.5H2O� 0.02g �

� � Co(NO3)2.6H2O� 0.0125g� �
� � Na2B4O7.10H2O� 0.009g �
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� � Nước�cất 50mL �

� � Tổng�nước�cất�� 1L� �

Môi�trường�MSB�cuối�cùng�gồm�40mL�dd�A,�20mL�dd�B,�5mL�dd�C,�

và�935mL�nước�cất.�

Môi�trường�NB:�5g�peptone,�5g�NaCl,�3g�Meat�extract.�

2.2.�PHƯƠNG�PHÁP�NGHIÊN�CỨU�

2.2.1.Thu�thập�mẫu�đất�

Các�mẫu�đất�được�thu�thập�ở�độ�sâu�0-20�cm.�Mẫu�được�đựng�trong�túi�

polythene�và�được�chuyển�về�phòng�thí�nghiệm�bảo�quản�lạnh�ở�4°C�cho�đến�

khi�tiến�hành�phân�tích�[43].�

2.2.2.�Làm�giàu�vi�khuẩn�

Vi�khuẩn�sinh�enzyem�laccase�đã�được�sàng�lọc�và�phân�lập�từ�các�mẫu�

đất�thu�thập�từ�khu�vực�rừng�nguyên�sinh.�Tất�cả�các�mẫu�thu�thập�được�(10g�

của�mỗi�mẫu�đất)�đã�được�rây�và�thêm�vào�100�ml�môi�trường�MSB�bổ�sung�

5�mM�guaiacol�làm�chất�cảm�ứng �và�nuôi�ở�37�°�C� trong�7�ngày�với�tốc�độ�

120�vòng/phút.�Sau�đó,�lấy�1�ml�dịch�cấy�chuyển�vào�bình�tam�giác�mới�chứa�

99ml�môi� trường� dinh�dưỡng� và� nuôi� ở� điều� kiện� tương� tự.�Quá� trình�này�

được�lặp�lại�5�lần�để�làm�giàu�vi�khuẩn�sinh�enzyme�laccase.��

2.2.3.� Phân� lập� và� sàng� lọc� vi� khuẩn� sinh� enzyme� phân� giải� lignin�

(laccase)��

Đối�với�phương�pháp�làm�giàu,�tất�cả�các�mẫu�được�pha�loãng�liên�tiếp�

theo�tỷ�lệ�10-1�đến�10-6�và�100�μl�của�mỗi�độ�pha�loãng�10 -4,�10-5,�10-6�đã�được�

cấy�trang�trên�các�đĩa�thạch�MSB�chứa�5�mM�guaiacol�ở�37°C.�Các�đĩa�thạch�

sau�đó�được� theo�dõi�liên�tục�hàng�ngày�để�phát�hiện�sự�xuất�hiện�của�vùng�

màu�nâu�xung�quanh�khuẩn�lạc�

Đối�với�phương�pháp�phân�lập�bằng�ichip,�các�thiết�bị�iChip�chứa�môi�

trường�MSB�có�bổ�sung�Guaiacol�nồng�độ�5�mM�được�đặt�trong�đất�tại�độ�sâu�

20�cm�nhằm�tận�dụng�điều�kiện�tự�nhiên�cho�sự�sinh�trưởng�của�vi�sinh�vật.�

Sau�một�tháng�lưu�giữ,�các�giếng� thạch�xuất�hiện�sự�biến�đổi�màu�sắc� (biểu�

hiện�của�hoạt�tính�phân�giải�Guaiacol)�được�lựa�chọn�để�chuyển�tiếp�sang�mô i�

trường�MSB� thạch� có� bổ� sung� Guaiacol� tương� ứng.� Quá� trình� cấy� chuyền�

được� thực� hiện� liên� tục� cho� đến� khi� thu� được� các� chủng� vi� khuẩn� thuần�

nhất[44].�

Khả�năng�phân�hủy�lignin�(�hoạt�tính�enzyme�laccase)�của�các�chủng�vi�



23�

�
�

khuẩn� phân� lập� được�xác� định� thông� qua�phương�pháp� khuếch� tán� trên�đĩa�

thạch� theo�phương�pháp�của�Valizadeh�và�cộng�sự�[45].�Các�chủng�vi�khuẩn�

phân�lập�được,�được�cấy�trên�môi�trường�thạch�MSB�có�bổ�sung�cơ�chất �lần�

lượt� là�5mM�2,6-dimethoxyphenol�(2,6-DMP),�5�mM�guaiacol,�và�100�ppm�

lignin�akali.�Đồng�thời,�0,5�mM�đồng�sunfat�(CuSO4)�được�bổ�sung�vào�tất�cả�

các�loại�môi�trường�để�kích�hoạt�và�hỗ�trợ�hoạt�tính�của�enzyme�laccase.�Đĩa�

thạch�sau� khi� cấy� được� ủ� trong� tủ�ấm� ở�nhiệt�độ� 30°C� trong� thời�gian� 3-5�

ngày.�Hoạt� tính�enzyme� được�đánh�giá�thông�qua�việc�quan�sát� sự�thay�đổi�

màu�sắc�sang�màu�cam�kèm�theo�sự�kết�tủa�của�các�hạt�màu�đen�xung�quanh�

khuẩn�lạc� (�đối�với�cơ�chất�2,6DMP)�hoặc�được�xác�định�thông�qua�sự�xuất�

hiện�của� vòng�phân�giải� (vòng� trong� suốt)� xung�quanh�khuẩn� lạc� (guaiacol�

hoặc� ligin�akali)� .�Để�quan�sát�rõ�hơn�các�vòng�phân�giải�này,�bề�mặt�thạch�

được�nhuộm�với�dung�dịch�Lugol).�

2.2.4.�Xác�định�hoạt�tính�enzyme�laccase�

Để� xác� định� hoạt� tính� laccase� ngoại� bào� của� các� chủng� phân� lập,� vi�

khuẩn�được�nuôi�cấy�trong�25�mL�môi�trường�MSB�với�giá�trị�OD600�ban�đầu�

là�0,02;�các� bình�nuôi� cấy� được� ủ�ở� 30°C� và� lắc�với�tốc� độ�150� vòng/phút�

(rpm).�1�mL�dịch�nuôi�cấy�được� thu�nhận�và�đem� ly�tâm�13.500� rpm�ở�4°C�

trong�2�phút.�Phần�dịch�nổi�được�sử�dụng�làm�nguồn�enzyme�thô�để�xác�định�

hoạt�tính�laccase.�

Hoạt�độ�laccase�được�xác�định�thông�qua�khả�năng�oxy�hóa�cơ�chất�2,6-

dimethoxyphenol� (2,6-DMP)� với� sự� hiện� diện� của� 0,5� mM� đồng� sunfat�

(CuSO4).�Hỗn�hợp�phản�ứng�(1ml)�bao�gồm�0,2μl�dịch�enzyme�thô,�0,2μl�cơ�

chất� 2,6-DMP� 5mM� trong�0,6μl�dung� dịch� đệm� axetat� 100� mM� (pH� 5,0)��

được�giữ�ở�30°C�trong�2�phút,�sau�đó�đo�giá�trị�độ�hấp�thụ�quang�học�tại�bước�

sóng�468�nm�(ε468�=�27.500�M-1.cm-1)�[46]�bằng�máy�quang�phổ�UV-Vis.�Một�

đơn�vị�hoạt�độ�enzyme(U)�được�định�nghĩa�là�lượng�enzyme�cần�thiết�để�oxy�

hóa�1�μmol�2,6-DMP�trong�vòng�một�phút�ở�điều�kiện�thí�nghiệm.�Các�phép�

đo�được�thực�hiện�lặp�lại�ba�lần�để�đảm�bảo�tính�thống�kê.�

Hoạt� tính� enzyme� laccase� được� tính� toán� dựa� trên� công� thức� theo�

nghiên�cứu�của�J.�Siva�và�cs�[47]:�

������������������������������E.A�=�(A�.�V)/�(t�.�ε�.�ν�)�����������������������������������(1)�

Trong�đó:�
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•� E.A�(Enzyme�Activity):�Hoạt�độ�enzyme�(U/L)�

•� A�(Absorbance):�Giá�trị�độ�hấp�thụ�quang�học�đo�được�tại�bước� sóng�

cực�đại�(λmax).�

•� V:�Tổng�thể�tích�của�hỗn�hợp�phản�ứng�(1�mL).�

•� t:�Thời�gian�ủ�phản�ứng�(tính�bằng�phút).�

•� ε�(Extinction�coefficient):�Hệ�số�tắt�(hệ�số�hấp�thụ�phân�tử)�của�cơ�chất�

(ε468�=�27.500�M-1.cm-1).�

•� v:�Thể�tích�của�dịch�chiết�enzyme�thô�cho�vào�hỗn�hợp�(0.2�mL).�

2.2.5.�Xác�định�đặc�điểm�hình�thái�và�hóa�sinh�của�chủng�vi�khuẩn�chọn�

lọc�

Chủng� vi� khuẩn� tuyển� chọn� được� định� danh� sơ� bộ� dựa� trên� các� đặc�

điểm� hình� thái,� sinh� lý� và� sinh� hóa� theo� hệ� thống� phân� loại� của� Bergey�

(Bergey’s�Manual�of�Determinative�Bacteriology).��

Về� đặc�điểm�hình� thái,�chủng� vi�khuẩn�được� cấy� ria� trên�môi� trường�

thạch� và� ủ� ở� 30°C� trong� 24–48h,� quan� sát� các� đặc� điểm� về�màu� sắc,� kích�

thước,�hình�dạng.��

Đặc�biệt,�để�phân� tích�sâu�hơn�về�cấu� trúc� siêu�hiển�vi�và�kích� thước�

chuẩn� xác,� phương� pháp� kính� hiển� vi� điện� tử� quét� (SEM)� được� ứng�dụng,�

cung�cấp�hình�ảnh�ba�chiều�chi�tiết�về�bề�mặt�và�sự�sắp�xếp�của�tế�bào.�

Song�song�với�quan�sát�hình�thái,�các� thử�nghiệm�sinh� lý�và�sinh�hóa�

được� thực� hiện� nhằm� làm� sáng� tỏ� các� đặc� tính� chuyển� hóa� đặc� trưng� của�

chủng�vi�khuẩn�[48].�Khả�năng�sản�sinh�enzyme�ngoại�bào�và�nội�bào�được�

đánh�giá�qua�các�thử�nghiệm�Urease,�Lipase.�Đồng�thời,�các�đặc�tính�chuyển�

hóa�nitơ�và�carbon�được�xác�định�qua�thử�nghiệm�khử�Nitrate�và�khả�năng�sử�

dụng�Citrate� làm� nguồn� carbon� duy� nhất.� Ngoài� ra,� bộ� thử� nghiệm�Methyl�

Red�(MR)�và�Voges-Proskauer�(VP)�cũng�được�triển�khai�nhằm�xác�định�các�

sản�phẩm�cuối�cùng�của�quá�trình�lên�men�glucose.�

Để�xác�định�hoạt�tính�enzyme�ngoại�bào,�các�chủng�vi�khuẩn�được�nuôi�

cấy�tăng�sinh�trong�môi�trường�dịch�thể�tương�ứng�ở�30°C,�lắc�150�vòng/phút.�

Sau�24�giờ,�dịch�nuôi�cấy�được� thu�nhận�và� tiến�hành�ly�tâm� tại�10.000rpm�

trong�10�phút�ở�4°C� để� loại�bỏ� tế�bào,� thu�dịch�nổi� chứa�enzyme� thô.�Tiếp�

theo,�100�μL�dịch�nổi�được�cho�vào�các�giếng�thạch�(đường�kính�6�mm)�đã�

được�tạo�sẵn�trên�đĩa�petri�chứa�cơ�chất�đặc�trưng�(casein,�tinh�bột,�CMC�hoặc�
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chitosan).�Các�đĩa�thạch�được�giữ�ở�4°C�trong�2�giờ�để�enzyme�khuếch�tán�ổn�

định�vào�môi�trường,�sau�đó�chuyển�sang�ủ�ở�30°C�trong�24�giờ.�Sau�thời�gian�

ủ,�các�đĩa�được�nhuộm�bằng�dung�dịch�Congo�Red�0,1%�trong�15–20�phút.�

Hoạt�tính�protease,�amylase,�cellulase�và�chitinase�được�xác�định�dựa�trên�sự�

xuất� hiện� và� đường� kính� của� vòng� phân� giải� (clear� zone)� bao�quanh�giếng�

thạch.��

2.2.6.�Định�danh�chủng�vi�khuẩn�bằng�phương�pháp�phân�tích� trình� tự�

16S�rRNA�

Các� chủng� vi� khuẩn� phân� lập� được� nuôi� cấy� để� thu� nhận� sinh� khối�

thuần�khiết,�sau�đó�tiến�hành�tách�chiết�DNA�tổng�số.�Để�nhân�bản�đoạn�gene�

có�kích�thước�khoảng�1,5�kb�từ�DNA�mạch�kép�của�các�chủng�này,�cặp�mồi�

16S�rDNA�[27F:�5’-AGA�GTT�RGA�TCM�TGG�CTC�AG-3’�và�1492R:�5’-

CGG�YTA�CCT�TGT�TAC�GAC�TT-3’]� đã�được� sử� dụng.�Công�cụ�NCBI�

BLAST� (Basic� Local� Alignment� Search� Tool;�

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)�được�dùng�để�đánh�giá�mức�độ�tương�

đồng�DNA�và�so�sánh�trình�tự.�Các�trình�tự�có�độ�tương�đồng�(identity)�cao�

nhất�sau�đó�được� trích�xuất�và�tiến�hành�căn�chỉnh�đa� trình�tự�bằng�công�cụ�

ClustalW�trên�phần�mềm�MEGA�(Phiên�bản�12.0.10).�Cuối�cùng,�các�trình�tự�

đã� căn� chỉnh� được� sử� dụng� để� xây� dựng� cây� phát� sinh� chủng� loại�

(phylogenetic� tree)�bằng� phần�mềm�MEGA� theo� phương� pháp� cực� đại�xác�

thực�(Maximum�Likelihood).�

�Bảo�quản:�Bảo�quản�chủng�vi�khuẩn�tuyển�chọn�trong�môi�trường�lỏng�

glycerol�(30%)�ở�−80°C.�

2.2.7.�Tối�ưu�hóa�các�điều�kiện�ảnh�hưởng�đến�khả�năng�phân�hủy�hợp�

chất�mô�hình�lignin�(guaiacol)�

Ảnh hưởng của nhiệt độ

Khả�năng�khử�lignin�(guaiacol)�được�thực�hiện�theo�phương�pháp�của�

Sumranwanich,�T.,�và�cộng�sự� [49].�Môi�trường�MSB�bổ�sung�5mM�guaiacol�

được�cấy�dịch�huyền�phù� vi�khuẩn�sau�đó�tiến�hành�nuôi�cấy�lắc� với�tốc�độ�

150�vòng/phút�ở�các�mức�nhiệt�độ�khảo�sát�khác�nhau�(25,�35�và�45°C) .�Sau�

72�giờ,�dịch�trong�bình�được�ly�tâm�với�tốc�độ�10.000rpm�trong�10�phút�ở�4°C�

để� thu�dịch�nổi.�Hiệu� suất�phân�hủy�guaiacol�được�xác�định�gián�tiếp�thông�

qua�hàm�lượng�phenol�tổng�số�còn�lại�trong�môi�trường�bằng�cách�đo�độ�hấp�
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thụ�quang�(OD)�tại�bước�sóng�280�nm�trên�máy�quang�phổ�UV-Vis.�Hiệu�suất�

phân�hủy�(H%)�được�tính�toán�cụ�thể�theo�công�thức:�

����������������������������������Hiệu�suất(%)=(C0-Ct)/C0�*�100�����������������������������������(2)�
�

Trong�đó:��

•� C0�:�nồng�độ�ban�đầu�hấp�thụ�bước�sóng�280nm�lúc�t�=�0h �

•� Ct:�nồng�độ�còn�lại�trong�dịch�nuôi�cấy�của�chủng�vi�khuẩn�hấp�

thụ�bước�sóng�280nm��tại�thời�điểm�t�nhất�định .�

Ảnh hưởng của pH��

Để�khảo�sát�ảnh�hưởng�của�pH�đến�khả�năng�phân�hủy�guaiacol,�môi�

trường�dinh�dưỡng�bổ�sung�5�mM�guaiacol�được�điều�chỉnh�về�các�giá�trị�pH�

khác�nhau�bao�gồm�5,0;�6,0;�7,0;�8,0�và�9,0�bằng�dung�dịch�HCl�hoặc�NaOH�

1M.�Sau�khi�cấy�dịch�huyền�phù�vi�khuẩn,�các�bình�tam�giác�được�tiến�hành�

nuôi�cấy�lắc�với�tốc�độ�150�vòng/phút�ở�nhiệt�độ�30°C.�Sau�72�giờ�phản�ứng,�

hỗn�hợp�dịch�nuôi�cấy�được�đem�ly�tâm�với�tốc�độ�10.000�rpm�trong�10�phút�

ở�4°C�để�thu�dịch�nổi.�Hiệu�suất�phân�hủy�guaiacol�được�xác�định�theo�công�

thức�đã�được�mô�tả�ở�trên.�

Ảnh hưởng của nguồn Nitơ

Để� khảo� sát�ảnh� hưởng� của� nguồn� nitơ�đến� sinh� trưởng�và� khả� năng�

phân�hủy�cơ� chất,�môi� trường�MSB�được�bổ�sung� 06�nguồn�nitơ�khác�nhau�

bao�gồm�cả�hữu�cơ� (Meat�extract,�Peptone,�Ure)�và�vô�cơ� (NaNO3,�NH4Cl,�

(NH4)2SO4)�với�nồng�độ�cuối�2%.�pH�của�môi�trường�được�điều�chỉnh�về�6.0;�

các�bình�tam�giác�sau�khi�cấy�vi�khuẩn�được�tiến�hành�nuôi�cấy�lắc�với�tốc�độ�

150�vòng/phút�ở�nhiệt�độ�30°C.�Sau�các�khoảng�thời�gian�nuôi�cấy�24,�48�và�

72�giờ,�1�ml�dịch�mẫu�được�thu�nhận�để�đo�mật�độ�quang�tại�bước�sóng�600�

nm�nhằm�xác�định�khả�năng�sinh�trưởng�của�vi�khuẩn.�Phần�dịch�nuôi�cấy�còn�

lại�được�đem�ly�tâm�với�tốc�độ�10.000�rpm�trong�10�phút�ở�4°C�để�thu�dịch�

nổi.�Hiệu�suất�phân�hủy�guaiacol�được�xác�định�theo�công�thức�đã�được�mô�tả�

ở�trên.�

2.2.8.�Khả�năng�phân�hủy�lignin�trong�một�số�phụ�phẩm�nông�nghiệp�

2.2.8.1.�Chuẩn�bị�phụ�phẩm�và�tiền�xử�lý�

Các�nguồn�phụ�phẩm�lignocellulose�bao�gồm�rơm�rạ�(R),�bã�mía�(M)�và�

trấu� (T)�được� thu� thập,� rửa� sạch� và�sấy� khô�ở�55°C�đến�trọng� lượng�không�
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đổi.�Các�nguyên�liệu�sau�đó�được�nghiền�nhỏ�đến�kích�thước�khoảng�1–2�mm�

[50].�

Riêng�đối�với�trấu�(T),�nhằm�phá�vỡ�cấu�trúc�silica�và�lignin�bền�vững,�

nguyên�liệu�được�tiền�xử�lý�bằng�cách�ngâm�trong�dung�dịch�KOH�2%�trong�

2�giờ,�sau�đó�rửa�lại�bằng�nước�cất�đến�khi�đạt�pH�trung�tính�và�sấy�khô�trước�

khi�sử�dụng.�

2.2.8.2.�Thiết�kế�môi�trường�và�điều�kiện�nuôi�cấy�

Chủng�vi�khuẩn�được�cấy�chuyển�vào�bình�tam�giác�chứa�môi� trường�

dinh�dưỡng�lỏng�(NB).�Bình�nuôi�cấy�được�đặt�trên�máy�lắc�với�tốc�độ�150�

vòng/phút,� duy� trì� ở� 30°C� trong�24� giờ�để� vi� khuẩn� có� hoạt� tính� sinh� học�

mạnh�và�đồng�đều�nhất.�

Thí� nghiệm� được� tiến� hành� trong� bình� tam� giác� chứa� 200� mL� môi�

trường�dinh�dưỡng�cơ� bản�có�bổ�sung�2%�(w/v)� từng� loại�phụ�phẩm� tương�

ứng� (R,�M,� hoặc� T)� và�0,5�mM�CuSO4�đóng� vai� trò�là� chất�cảm�ứng.�Môi�

trường�được�khử�trùng�bằng�nồi�hấp�áp�lực�tại�121°C�trong�20�phút�[50].�Sau�

khi�để�nguội,�dịch�huyền�phù�vi�khuẩn�được�tiếp�chủng�vào�các�bình�tam�giác�

để�đạt�mật�độ�quang�học�ban�đầu�OD600�=�0,02.�Các�bình�nuôi�cấy�được�đặt�

trên�máy� lắc� với� tốc� độ�150�vòng/phút,�duy� trì�ở�nhiệt� độ� 30� °C� trong� thời�

gian�7�ngày�(168�giờ).�

2.2.8.3.�Theo�dõi�sự�sinh�trưởng�của�chủng�vi�khuẩn�

Định�kỳ�mỗi�24�giờ,�2�mL�dịch�nuôi�cấy�được�thu�nhận�để�xác�định�mật�

độ�tế�bào�(OD600)�bằng�phương�pháp�đo�quang�phổ�tại�bước�sóng�600�nm.�Để�

loại�bỏ�nhiễu�do�màu�sắc�và�các�hạt�lơ�lửng�từ�phụ�phẩm,�giá�trị�(OD600)�thực�

tế�được�xác�định�bằng�cách�trừ�đi�giá�trị�của�mẫu�đối�chứng�âm�tương�ứng�tại�

cùng�thời�điểm.�

2.2.8.4.�Xác�định�sự�thay�đổi�khối�lượng�cơ�chất�và�sinh�khối�

Tại�thời�điểm�kết�thúc�thí�nghiệm�(168�giờ),�toàn�bộ�lượng�dịch�và�bã�

phụ�phẩm�trong�bình�nuôi�cấy�được�lọc�qua�vải�lọc�chuyên�dụng�và�giấy�lọc�

đã�biết�trước� trọng�lượng�để� thu�hồi� phần�bã� rắn.�Phần�bã�này�bao�gồm�cơ�

chất�chưa�phân�hủy�và�sinh�khối�vi�khuẩn�bám�dính.�Mẫu�được�rửa�nhẹ�bằng�

nước� cất�để� loại�bỏ�muối�khoáng� thừa� và�sấy�khô�ở� 55°C� đến� trọng� lượng�

không�đổi.�Khả�năng�phân�hủy�của�chủng�vi�khuẩn�được�đánh�giá�thông�qua�

sự�chênh�lệch�khối� lượng�khô�giữa�mẫu�thí�nghiệm�và�mẫu�đối�chứng�(ĐC)�
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không� tiếp�giống.�Mọi� phép�đo�được� thực� hiện� lặp� lại�ba� lần� để� lấy� giá� trị�

trung�bình,�đảm�bảo�tính�khách�quan�và�độ�tin�cậy�của�dữ�liệu�thực�nghiệm.��

và��hiệu�suất�phân�hủy�cơ�chất�được�tính�theo�công�thức:�

�������������������������H(%)�=�(mĐC-mTN)/mĐC*100���������������������������������������(3)�

Trong�đó:��

•� H(%):��Hiệu�suất�phân�hủy�cơ�chất�(tính�theo�%�khối�lượng).�

•� MĐC:�Khối� lượng�khô�của�bã� rắn�thu� được� từ�bình�đối�chứng� (không�

tiếp�giống�vi�khuẩn)�sau�168�giờ�(g).�

•� MTN�:�Khối�lượng�khô�của�bã�rắn�thu�được�từ�bình�thí�nghiệm� (có�tiếp�

giống�vi�khuẩn)�sau�168�giờ�(g).��
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Chương�3:�KẾT�QUẢ�VÀ�THẢO�LUẬN�

3.1.�Sàng�lọc�và�tuyển�chọn�các�chủng�vi�khuẩn�có�khả�năng�sinh�laccase�

ngoại�bào�

Quá�trình�phân�lập�từ�21�mẫu�đất�thu�thập�được�trên�môi�trường�khoáng�

tối�thiểu�bổ�sung�cơ�chất�chỉ�thị�(guaiacol)�đã�thu�được�tổng�cộng�84�chủng�vi�

sinh�vật�có�khả�năng�sinh�trưởng�và� sinh�enzyme�laccase.�Để�đánh�giá�chính�

xác�tiềm�năng�phân�hủy�sinh�học�lignin�của�các�chủng�vi�khuẩn�phân�lập,�quá�

trình� sàng� lọc� kép� đã� được� thực� hiện� nhằm� xác� nhận� đồng� thời� hoạt� tính�

enzyme�đặc�hiệu�và�khả�năng�phân�giải�polymer�thực�tế.��

Quá� trình�sàng� lọc�sơ�bộ�được�thực�hiện�trên�môi�trường�MSB�có�bổ�

sung� 2,6-dimethoxyphenol� (2,6-DMP).� Kết� quả� ghi� nhận� tại�Hình� 3.1a� cho�

thấy�sự�xuất�hiện�của�các�vòng�phản�ứng�màu�nâu/cam�đậm�bao�quanh�khuẩn�

lạc.� Đây� là� kết� quả� của� quá� trình� oxy� hóa� các� nhóm�methoxy-phenol� bởi�

enzyme� laccase�ngoại� bào,� tạo� ra� sản�phẩm� quinone� có�màu� đặc� trưng.�Độ�

đậm�và�đường�kính�của� vòng�màu� là�chỉ� số�định� tính�quan� trọng�phản� ánh�

cường�độ�bài�tiết�enzyme�của�từng�chủng�vi�khuẩn.�

Để�kiểm�chứng�khả�năng�cắt�đứt�các�liên�kết�bền�vững�trong�cấu�trúc�

polymer�của� lignin�kiềm,�phương�pháp�nhuộm�Lugol�đã�được�áp�dụng.�Tại�

Hình�3.1b,�sau�khi�nhuộm�thuốc�thử�Lugol,�các�vòng�phân�hủy�sáng�màu�hiện�

rõ�trên�nền�thạch�sậm�màu.�Hiện�tượng�này�chứng�minh�hệ�enzyme�ngoại�bào�

của�vi�khuẩn�không�chỉ�oxy�hóa�các�hợp�chất�đơn�giản�mà�còn� thực�sự�tấn�

công�và�phân�giải�các�mạch�polymer� lignin�phức�tạp,� làm�mất�khả�năng�tạo�

phức�màu�với�i-ốt�của�hệ�thống�cơ�chất�ban�đầu.�

�

Hình�3.1.�Kết�quả�sàng�lọc�các�chủng�vi�khuẩn�sinh�enzyme�laccase.�
�(a) Trên môi trường MSB chứa cơ chất chỉ thị 2,6-DMP; (b) Trên môi trường

MSB chứa cơ chất lignin alkaline nhuộm bằng thuốc thử Lugol.�

Dựa�trên�sự�kết�hợp�giữa�tốc�độ�sinh�trưởng�và�kích�thước�vòng�phân�

hủy�trên�cả�hai�loại�cơ�chất,�từ�nguồn�mẫu�đa�dạng�tại�các�hệ�sinh�thái�đặc�thù�

(Xuân�Thủy,�Tam�Đảo,�Hoàng�Liên� và� phương�pháp�Ichip),�nghiên� cứu�đã�
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tuyển�chọn�được�05�chủng�thể�hiện�hoạt�tính�xúc�tác� cao�nhất.�Các�chủng�có�

hoạt�tính�này�bao�gồm:�TĐS�4.9,�SPS4.1,�SPS3.4,�MS231.1�và�4XT7.1.�Các�

chủng�này� thể� hiện� sự� biến� thiên� về� mặt� hình� thái,� từ�màu� sắc� (trắng� đục,�

trắng�ngà�đến�vàng�đặc�trưng)�cho�đến�cấu�trúc�bề�mặt.�Kích�thước�khuẩn�lạc�

dao� động� từ� rất� nhỏ� (chủng� 4XT7.1� chỉ� từ� 0,1� mm)� đến� mức� trung� bình�

(chủng�TĐS�4.9�và�MS231.1�lên�đến�4,0�mm).�Sự�đa�dạng�này�không�chỉ�thể�

hiện�tính�phong�phú�về�loài�mà�còn�gợi�mở�về�các�chi�vi�khuẩn�khác�nhau�có�

khả�năng�thích�nghi�với�môi�trường�chứa�lignin.�Kết�quả�được�tổng�hợp�chi�

tiết�trong�Bảng�3.1.��

Bảng�3.1.�Đặc�điểm�hình�thái�khuẩn�lạc�của�05�chủng�vi�khuẩn�tuyển�chọn.�

Tên�chủng� Đặc�điểm�hình�thái�khuẩn�lạc Kích�thước�(mm)�

TĐS�4.9�
Khuẩn�lạc�tròn,�mép�không�đều,�màu�trắng�đục,�

bề�mặt�bóng.�
2,0�–�4,0�

SPS4.1�
Khuẩn�lạc�tròn,�mép�đều,�dạng�lồi,�màu�vàng�

đặc�trưng.�
2,0�–�3,0�

SPS3.4 Khuẩn�lạc�tròn,�bề�mặt�bóng,�màu�trắng�ngà.� 0,5�–�1,0�

MS231.1�
Khuẩn�lạc�tròn,�lồi�tâm,�vùng�ngoại�vi�trong�

suốt,�màu�vàng�nhạt.�
2,0�–�4,0�

4XT7.1�
Khuẩn�lạc�tròn,�mép�đều,�bề�mặt�bóng,�dạng�lồi,�

màu�vàng.�
0,1�–�1,0�

Các�chủng�vi�khuẩn�này�được�sử�dụng�cho�các�nghiên�cứu�tiếp�theo.�

3.2.�Đánh�giá�hoạt�độ�enzyme�laccase�ngoại�bào�của�các�chủng�tuyển�chọn�

Hoạt�độ�enzyme�laccase�ngoại�bào�của�05�chủng�vi�khuẩn�tuyển�chọn�

được� xác� định� sau� 48� giờ� nuôi� cấy� trong� môi� trường� dịch� thể� có� bổ� sung�

guaiacol.�Kết�quả�được�trình�bày�trong�Hình�3.2.�

Kết�quả�cho� thấy�cả�05�chủng�vi�khuẩn�đều�có�khả�năng�tiết�enzyme�

laccase�ngoại�bào�ra�môi�trường,�tuy�nhiên,�hoạt�độ�có�sự�khác�biệt�đáng�kể�

giữa� các� chủng.�Trong�đó,� SPS3.4�đạt� hoạt� độ� enzyme� cao� nhất�với�giá� trị�

1,699�U/L,� tiếp� theo� là�SPS� 4.1�với�1,642�U/L� và�TĐS�4.9�với� 1,625�U/L.�

Ngược�lại,�các�chủng�MS�231.1�và�4XT7.1�cho�hoạt�độ�thấp�hơn�đáng�kể,�lần�

lượt�là�0,963�U/L�và�1,096�U/L.��
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Hình�3.2.�Hoạt�độ�enzyme�laccase�ngoại�bào�của�05�chủng�vi�khuẩn�tuyển�
chọn.�

Kết�quả�nghiên�cứu�cho�thấy�hoạt�độ�laccase�ngoại�bào�của�05�chủng�vi�

khuẩn�tuyển�chọn�dao�động�trong�khoảng�0,963� –�1,699�U/L�sau�48�giờ�nuôi�

cấy.� Trong� đó,� chủng� SPS3.4� thể� hiện� tiềm� năng� cao� nhất� trong� sản� xuất�

laccase�ngoại�bào.�Giá�trị�này�hoàn�toàn�phù�hợp�với�các�công�bố�trước�đây�về�

hoạt�tính�laccase�tự�nhiên�ở�các�chủng�vi�khuẩn�hoang�dại�khi�chưa�qua�tối�ưu�

hóa� điều� kiện� lên�men.�Nghiên�cứu� của� Desai�và� cộng� sự� (2017)� đã� tuyển�

chọn�được�chủng�Enterobacter�spp.�SB1�có�hoạt�tính�cao�nhất�đạt�0,694�U/L�

khi�sử�dụng�cơ�chất�ABTS[51].�ABTS�là�cơ�chất�không�thuộc�nhóm�phenolic�

có�độ� nhạy�cao�nhưng� tính�đặc� hiệu� thấp�hơn,� trong�khi�nghiên�cứu�này�sử�

dụng� 2,6-dimethoxyphenol� (2,6-DMP)�–�một�hợp�chất� phenolic�mô�hình� có�

tính�chọn�lọc�khắt�khe�và�đặc�hiệu�cao�đối�với�enzyme�laccase.�Việc�enzyme�

laccase�được� tiết�ra�ngoại�bào�là�một�đặc�điểm�có�ý�nghĩa�quan�trọng�trong�

ứng�dụng�phân�hủy�lignin,�vì�laccase�ngoại�bào�có�thể�tiếp�cận�trực�tiếp�với�

cấu�trúc�lignin�phức�tạp�trong�môi�trường�mà�không�cần�tế�bào�vi�khuẩn�phải�

tiếp�xúc� trực� tiếp�với�cơ�chất.�Laccase� có� thể� tồn� tại�ở�ngoại� bào,�chu�chất�

hoặc�nội�bào,�và�đều�có�tiềm�năng�xúc�tác�cho�quá�trình�phân�hủy�lignin�cũng�

như�các�ứng�dụng�công�nghệ�sinh�học�quan�trọng�[22].��

Tổng� hợp�các� kết�quả�về� hoạt�độ� laccase�ngoại� bào,�kết� hợp�kết�quả�

sàng�lọc�sơ�bộ,�chủng�SPS3.4�được�xác�định�là�chủng�vi�khuẩn�tiềm�năng�nhất�

trong�số�05�chủng�tuyển�chọn�và�được�lựa�chọn�để�tiến�hành�các�nghiên�cứu�

tiếp�theo�về�tối�ưu�hóa�điều�kiện�nuôi�cấy,�đặc�tính�enzyme�ngoại�bào�và�khả�

năng�phân�hủy�lignin�trong�các�ứng�dụng�môi�trường.�
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3.3.�Đặc�điểm�chủng�SPS3.4�

3.3.1.�Đặc�điểm�hình�thái�khuẩn�lạc�và�tế�bào�

Sau�khi�tiến�hành�nuôi�cấy�vi�khuẩn�SPS3.4�trên�môi�trường�thạch�dinh�

dưỡng�(NA)�ở�30°C�trong�48�giờ,�kết�quả�quan�sát�hình�thái�có�thể�hiện�qua�

Hình�3.3.�

�
Hình�3.3.�Hình�thái�khuẩn�lạc�(trái)�và�ảnh�chụp�dưới�kính�hiển�vi�điện�tử�quét�

SEM�(phải)�của�chủng�SPS3.4.�
Quan�sát�cho�thấy�khuẩn�lạc�của�loài�SPS3.4�có�màu�trắng�ngà,�lồi,�bề�

mặt�ướt,�mép�khuẩn�lạc�không�đều�và�có�xu�hướng�lan�rộng�trên�bề�mặt�thạch.�

Hình�ảnh�được�chụp�bằng�kính�hiển�thị�vi�điện�tử�quét�(SEM)�cho�thấy�tế�bào�

vi�khuẩn�có�dạng�trực�khuẩn�(hình�que�ngắn),�kích�thước�tương�đối�đồng�đều,�

bề�mặt�tế�bào�hơi�nhám,�phân�bố�riêng�lẻ�hoặc�tập�hợp�thành�cụm�nhỏ.��

3.3.2.�Đặc�tính�sinh�hóa��

Đặc�tính�sinh�hóa�của�chủng�SPS3.4�được�xác�định�thông�qua�các�thử�

nghiệm�tiêu�chuẩn�sinh�hóa.�Kết�quả�được�hiển�thị�trong�Bảng�3.2.�

Kết�quả�cho�thấy�chủng�vi�khuẩn�SPS3.4�âm�tính�với�các� thử�nghiệm�

Methyl�Red� (MR),�Voges–Proskauer� (VP),� khả�năng� khử� nitrat� và� sử� dụng�

citrate.�Ngược�lại,�chủng�này�thể�hiện�hoạt�tính�enzyme�ngoại�bào�mạnh�thông�

qua�phản�ứng�dương�tính�với�urease,�lipase,�protease�và�cellulase.�Tuy�nhiên,�

SPS3.4�không�có�khả�năng�phân�giải�tinh�bột�(amylase)�và�chitin�(kitinase).��

Kết� quả� phản� ứng� âm� tính� với� các� thử� nghiệm�MR� và� VP� cho� thấy�

chủng�SPS3.4�không�thực�hiện�lên�men�glucose�theo�con�đường�sinh�acid�hỗn�

hợp�hay�tạo�acetoin.�Tương�tự,�việc�không�thể�hiện�khả�năng�khử�nitrat�và�sử�

dụng�citrate�chứng�tỏ�chủng�này�không�sử�dụng�nitrat�như�chất�nhận�điện�tử�

cuối�cùng� trong� điều�kiện� thiếu�khí�và�không� có� khả�năng�đồng�hóa�citrate�

làm�nguồn�carbon�duy�nhất.�

�
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Bảng�3.2.�Đặc�điểm�sinh�hóa�và�hoạt�tính�enzyme�ngoại�bào�của�chủng�vi�
khuẩn�SPS3.4.�

Thí�nghiệm Chủng�SPS3.4�

Hình�dạng Trực�khuẩn

MR�test� -�

VP�test� -�

Khử�nitrat� -�

Citrate�test -�

Urease�test +�

Lipase�test +�

Enzyme�protease� +�

Enzyme�amylase� -�

Enzyme�cellulase� +�

Enzyme�kitinase� -�

(Ghi chú: (+): kết quả dương tính; (-): kết quả âm tính)

Đặc� biệt,� chủng� SPS3.4� thể� hiện� hoạt� tính� dương� tính�mạnh�với� các�

enzyme� urease,� lipase,�protease�và�đặc� biệt� là� cellulase.�Hoạt� tính� cellulase�

dương�tính�có�ý�nghĩa�quan�trọng�trong�bối�cảnh�nghiên�cứu,�bởi�cellulose�và�

lignin�là�hai�thành�phần�chính�cấu�tạo�nên�phức�hợp�lignocellulose�bền�vững.�

Nhiều� nghiên� cứu� trước� đây� đã� chỉ� ra� rằng� các� vi�khuẩn�có�khả� năng�sinh�

enzyme�oxy�hóa�lignin�thường�đồng�thời�sở�hữu�hoạt�tính�cellulase�để�hỗ�trợ�

quá� trình�xâm�nhập�và�phân�giải� sinh�khối� thực� vật� [12].�Ngoài�ra,� sự�hiện�

diện�của� protease�và� lipase� ngoại� bào� tạo�điều�kiện� thuận� lợi� cho�việc� giải�

phóng�enzyme�laccase�ra�môi�trường�bên�ngoài�để�tham�gia�vào�quá�trình�oxy�

hóa�các�cấu�trúc�vòng�phenolic�phức�tạp�trong�phân�tử�lignin.�Kết�quả�âm�tính�

với�amylase�và�kitinase�cho�thấy�chủng�SPS3.4�có�phổ�cơ�chất�enzyme�ngoại�

bào�mang�tính�chọn�lọc�cao.��

3.3.3�Định�danh�chủng�SPS3.4�

Để�xác�định�chính�xác�vị�trí�phân�loại,�chủng�SPS3.4�đã�được�tiến�hành�
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giải�trình�tự�gen�16S�rRNA.�Kết�quả�thu�được�sau�đó�được�so�sánh�với�các�

trình�tự�tương�đồng�trên�cơ�sở�dữ�liệu�GenBank�(NCBI).�Cây�phát�sinh�chủng�

loại�được�xây�dựng�bằng�phương�pháp�Neighbor-Joining�và�được�kiểm�định�

độ�tin�cậy�bằng�phương�pháp�bootstrap�với�1000�lần�lặp�lại.�Mối�quan�hệ�phát�

sinh� giữa� chủng� SPS3.4� và� các� loài� vi� khuẩn� liên� quan� được� trình�bày� tại�

Hình�3.4.�

�

Hình�3.4.�Cây�phát�sinh�chủng�loại�của�chủng�SPS3.4�dựa�trên�trình�tự�

gen�16S�rRNA�được�xây�dựng�bằng�phương�pháp�Neighbor-Joining.�

Kết�quả�phân� tích�cây�di�truyền�cho� thấy�chủng�SPS3.4� thiết� lập�một�

nhánh�tiến�hóa�chung�rất�rõ�ràng�với�các�đại�diện�thuộc�chi�Rhodococcus�với�

độ�tin�cậy�bootstrap�tại�nút�gốc� lên�đến�96%.�Trong�đó,�chủng�SPS3.4�phân�

cụm�trực�tiếp�và�có�mối�quan�hệ�phát�sinh�chủng�loại�gần�gũi�nhất�với�hai�loài�

Rhodococcus pedocola� strain�UC12� (mã� số� NR�149270.1)� và�Rhodococcus

humicola�strain�UC33�(mã�số�NR�149271.1)�với�giá�trị�hỗ�trợ�nút�(bootstrap�

value)� đạt� 86%.� Nhánh� kết� hợp� mở� rộng� của� các� chủng� này� với� loài�

Rhodococcus canchipurensis� strain� MBRL� 353� cũng� ghi� nhận� chỉ� số�

bootstrap� rất�cao,� lên�tới�94%,�khẳng�định�độ�tin�cậy�mạnh�mẽ�của�cấu�trúc�

phân�nhánh�di�truyền.�

Kết�quả�quan�sát�đại�thể,�vi�thể�và�ảnh�chụp�SEM�của�chủng�nghiên�cứu�

hoàn�toàn�phù�hợp�với�các�mô�tả�về�chi�Rhodococcus�theo�Bergey's�Manual�

of�Systematic�Bacteriology.�Chi�vi�khuẩn�này�đặc� trưng�bởi�chu�kỳ�đa�hình�

thái�'cầu�-�que'�(rod-coccus�cycle)�phụ�thuộc�vào�pha�sinh�trưởng.�Cụ�thể,�tế�
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bào�tồn�tại�ở�dạng�trực�khuẩn�trong�pha�lũy�tiến�để�tối�ưu�hấp�thụ�dinh�dưỡng,�

và�chuyển�sang�dạng�hình�cầu�ở�pha�tĩnh�nhằm�tăng�khả�năng�chống�chịu�môi�

trường.� Đặc� tính� biến� đổi� hình� thái� này� cũng� chính� là� nguồn� gốc� tên� gọi�

Rhodococcus,�dù� phần� lớn�chu� kỳ� phát� triển�mạnh�của� chúng� có� dạng� trực�

khuẩn�[52].�Do�đó,�chủng�vi�khuẩn�SPS3.4�được�đặt�tên�là�Rhodococcus�sp.�

SPS3.4�và� trình�tự�gen�16Sr�DNA�đã�được� lưu� trữ� trên�Genbank�với�mã�số�

truy�cập�là�PZ468419.�

3.4.�Khảo�sát�các�yếu�tố�ảnh�hưởng�đến�khả�năng�phân�hủy�hợp�chất�mô�

hình�lignin�(Guaiacol)�của�chủng�SPS3.4�

Sau�khi�đã� tuyển� chọn�được�chủng�SPS3.4� có�hoạt� lực� laccase� ngoại�

bào�cao�nhất,�chúng�tôi�tiến�hành�khảo�sát�các�điều�kiện�nuôi�cấy�tối�ưu�nhằm�

khai�thác�tối�đa�tiềm�năng�phân�hủy�lignin�của�chủng�này.�

3.4.1.� Ảnh� hưởng� của� pH� đến� khả� năng� phân� hủy� hợp� chất� mô� hình�

lignin�(Guaiacol)�của�chủng�SPS3.4�

Để� đánh�giá�ảnh� hưởng� của� pH�đến� chủng�SPS3.4,� thí�nghiệm�được�

tiến�hành� trong�dải�pH�từ� 5,0� đến�9,0� với� cơ�chất� guaiacol�sau� 72�giờ� nuôi�

cấy.�Kết�quả�được�trình�bày�tại�Hình�3.5.�

�

Hình�3.5.�Đồ�thị�biểu�diễn�ảnh�hưởng�của�pH�đến�hiệu�suất�phân�hủy�

Guaiacol�của�chủng�SPS3.4�sau�72�giờ�nuôi�cấy.�

Kết�quả�thực�nghiệm�cho�thấy�chủng�SPS3.4�có�khả�năng�thích�nghi�và�

hoạt�động�trong�dải�pH�khá�rộng�(từ�5,0�đến�9,0).�Tuy�nhiên,�hiệu�suất�phân�

hủy�có�sự�biến�thiên�rõ�rệt�theo�giá�trị�pH�của�môi�trường.�

Hiệu�suất�phân�hủy�đạt�giá�trị�cực�đại�tại�pH�6,0�với�40,37%.�Tại�các�

giá� trị� pH� lân� cận� là� 5,0� và� 7,0,� hiệu� suất� phân� hủy� ghi� nhận� lần� lượt� là�
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27,48%�và� 24,68%,� chứng�minh� chủng� vẫn�duy� trì� hoạt� tính� tốt� trong�môi�

trường�từ�acid�nhẹ�đến�trung�tính.�Khi�môi�trường�chuyển�sang�điều�kiện�kiềm�

(pH�8,0�và�9,0),�hiệu�suất�phân�hủy�giảm,�chỉ�còn�lần�lượt�20,19%�và�5,39%.�

Đặc�biệt�tại�pH�9,0,�hoạt�tính�phân�hủy�bị�ức�chế�gần�như�hoàn�toàn.��

Kết�quả�nghiên�cứu�khẳng�định�pH�môi�trường�là�yếu�tố�quan�trọng�ảnh�

hưởng� đến� sự� sinh� trưởng� và� hoạt� tính� phân� giải� lignin� của� chủng�

Rhodococcus�sp.�SPS3.4.�Việc�chủng�thể�hiện�hoạt�tính�tối�ưu�tại�pH�6,0�sau�

đó�giảm�dần�ở�pH�kiềm,�phù�hợp�với�đặc�tính�sinh�hóa�của�hệ�enzyme�laccase�

ngoại�bào�–�một�enzyme�oxy�hóa�khử�trong�quá�trình�phân�hủy�lignin.��

Theo�Mate�&�Alcalde�(2017),�hoạt�tính�laccase�phụ�thuộc�chặt�chẽ�vào�

pH�do�yếu�tố�này�trực�tiếp�ảnh�hưởng�đến�trạng�thái�ion�hóa�của�các�acid�amin�

tại�trung�tâm�hoạt�động�và�sự�chênh�lệch�thế�điện�cực�giữa�enzyme�và�cơ�chất.�

Trong�môi�trường�acid�nhẹ,�cấu�hình�không�gian�của�enzyme�được�duy�trì�ổn�

định,� giúp� tối� ưu� hóa� quá� trình� truyền� electron� và� oxy� hóa� các� hợp� chất�

phenolic�như�guaiacol[53].�

Bên� cạnh� đó,� Patel� và� cộng� sự� nghiên� cứu� trên� enzyme� laccase� từ�

Pleurotus ostreatus�cho� thấy�pH�tối�ưu�đối�với�guaiacol� là�khoảng�5,5–6,7,�

sau�đó�hoạt�tính�giảm�mạnh�khi�pH�tăng�lên[54].�Kết�quả�này�tương�đồng�với�

chủng�SPS3.4,�hiệu�suất�tối�ưu�tại�pH�6,0�và�giảm�đáng�kể�từ�pH�7�(24,68%)�

xuống�pH�9�(5,39%).�

Sự� suy� giảm� hoạt� tính� ở� pH� kiềm� (pH� 8–9)� có� thể� được� lý� giải� bởi�

nhiều�cơ� chế.�Thứ�nhất,�pH�cao� làm� thay�đổi�điện�tích�bề�mặt�enzyme,�ảnh�

hưởng�đến�khả�năng�liên�kết�enzyme�–�cơ�chất.�Thứ�hai,�trung�tâm�hoạt�động�

chứa�ion�Cu²⁺�của�laccase�dễ�bị�biến�đổi�trong�môi�trường�kiềm,�dẫn�đến�giảm�

hiệu�quả�xúc�tác.�Ngoài�ra,�các�hợp�chất�phenolic�như�guaiacol�có�xu�hướng�ít�

bị�oxy�hóa�hơn�trong�môi�trường�kiềm,�làm�giảm�hiệu�suất�phân�hủy[55].�

3.4.2.�Ảnh�hưởng�của�nhiệt�độ�đến�khả�năng�phân�hủy�hợp�chất�mô�hình�

lignin�(Guaiacol)�của�chủng�SPS3.4�

Bên�cạnh�pH,�nhiệt�độ�là�yếu�tố�vật�lý�then�chốt�quyết�định�đến�tốc�độ�

của�các�phản�ứng�sinh�hóa�và�độ�bền�của�cấu�trúc�enzyme�ngoại�bào.�Để�xác�

định� dải�nhiệt�độ� tối� ưu�cho�sự� sinh� trưởng�và�hoạt�tính� xúc�tác�của�chủng�

SPS3.4,� thí� nghiệm�đã� được� triển�khai� tại�ba�mức� nhiệt� độ�đại�diện:�25°C,�

35°C�và�45°C.�Kết�quả�thực�nghiệm�được�trình�bày�tại�Hình�3.6.�
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Hình�3.6.�Đồ�thị�biểu�diễn�ảnh�hưởng�của�pH�đến�hiệu�suất�phân�hủy�

Guaiacol�của�chủng�SPS3.4�sau�72�giờ�nuôi�cấy.�

Kết�quả�cho�thấy�chủng�SPS3.4�có�khả�năng�phân�hủy�guaiacol�trong�

khoảng� nhiệt� độ� từ� 25–45°C,� tuy� nhiên� hiệu� suất� có� sự� khác� biệt� rõ� rệt.�Ở�

25°C,�hiệu�suất�phân�hủy�đạt�giá�trị�cao�nhất�là�64,79%,�cho�thấy�đây�là�điều�

kiện�thuận�lợi�nhất�cho�hoạt�động�phân�hủy.�Khi�nhiệt�độ�tăng�lên�35°C,�hiệu�

suất�giảm�mạnh�xuống�còn� 26,95%,� tương�ứng�giảm�hơn�2� lần� so�với�điều�

kiện�tối�ưu.�Ở�45°C,�hiệu�suất�tiếp�tục�giảm�sâu,�chỉ�còn�7,13%�,�cho�thấy�hoạt�

tính�phân�hủy�gần�như�bị�ức�chế�ở�nhiệt�độ�cao.�Như�vậy,�nhiệt�độ�tối�ưu�cho�

quá�trình�phân�hủy�guaiacol�của�chủng�SPS3.4�được�xác�định�là�khoảng�25°C. �

Sự�biến�thiên�của�hiệu�suất�phân�hủy�theo�nhiệt�độ�phản�ánh�đặc�tính�

sinh�học�nhạy�cảm�của�enzyme�laccase�ngoại�bào�đối�với�các�tác�động�nhiệt.�

Về�mặt�cơ�chế,�nhiệt�độ�ảnh�hưởng�trực�tiếp�đến�cấu�trúc�không�gian�và�độ�ổn�

định� của� protein�enzyme.�Ở� dải�nhiệt�độ� tối� ưu� (25–30°C),� enzyme� duy� trì�

được�cấu�hình�bậc�ba�bền�vững,�đảm�bảo�sự�tương�thích�tối�đa�giữa�trung�tâm�

hoạt�động�và�cơ�chất�nhằm�xúc�tác�phản�ứng�oxy�hóa�hiệu�quả.�Ngược�lại,�khi�

nhiệt� độ�vượt� quá� ngưỡng� giới� hạn,�các� liên�kết�yếu� như� liên� kết�hydro� và�

tương�tác�kỵ�nước�bị�phá�vỡ,�dẫn�đến�hiện�tượng�biến�tính�enzyme�và�làm�mất�

khả�năng�xúc�tác.�Kết�quả�này�có�sự�nhất�quán�với�các�công�bố�khoa�học�gần�

đây,� cụ� thể� nghiên� cứu�của� Wang� và� cộng� sự� (2023)� chỉ� ra� rằng� hoạt� tính�

laccase�vi�khuẩn�thường�đạt�tối�ưu�trong�khoảng�25–35°C�và�sụt�giảm�đáng�

kể�khi�nhiệt�độ�tăng�cao[26].��

3.4.3.�Ảnh�hưởng�của�nguồn�nitơ�đến�khả�năng�sinh�trưởng�và�phân�hủy�

hợp�chất�mô�hình�lignin�(Guaiacol)�của�chủng�SPS3.4�

Nguồn� nitơ� đóng� vai� trò� thiết� yếu� trong� việc� tổng� hợp� protein,� axit�
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nucleic�và�đặc�biệt�là�các�enzyme�ngoại�bào.�Để�tìm�kiếm�nguồn�dinh�dưỡng�

tối�ưu�cho�chủng�SPS3.4,�nghiên�cứu�đã�khảo�sát�06�nguồn�nitơ� khác�nhau�

bao�gồm�cả�hữu�cơ� (Meat�extract,�Peptone,�Ure)�và�vô�cơ� (NaNO3,�NH4Cl,�

(NH4)2SO4).�Kết�quả�được�thể�hiện�tại�Hình�3.7.�

�

Hình�3.7.�Ảnh�hưởng�của�các�nguồn�nitơ�đến�mật�độ�tế�bào�(OD600)�và�

hiệu�suất�phân�hủy�Guaiacol�của�chủng�SPS3.4.�

Kết�quả�thí�nghiệm�cho�thấy�chủng�SPS3.4�có�khả�năng�chuyển�hóa�đa�

dạng�các�nguồn�nitơ�được�khảo�sát,�với�mật�độ�tế�bào�tăng�trưởng� tốt�hơn�so�

với�đối�chứng�(không�bổ�sung�nitơ).�

Chiết�xuất�thịt�là�nguồn�cơ�chất�tối�ưu�nhất�cho�sự�phát�triển�của�chủng,�

đạt�giá�trị�mật�độ�quang�cực�đại�OD600�=�3,262�sau�72�giờ�nuôi�cấy.�Theo�sau�

là�peptone�với�OD600�đạt�2,563�tại�cùng�thời�điểm.�Hiệu�suất�sinh�trưởng�cao�

trên�nhóm�nitơ�hữu�cơ�cho�thấy�chủng�SPS3.4�ưu�tiên�sử�dụng�các�nguồn�acid�

amin�và�peptide�có�sẵn�để�đẩy�nhanh�quá�trình�tổng�hợp�sinh�khối.�

NaNO3� và� urea� hỗ� trợ� sinh� trưởng� tốt� hơn� so� với� nhóm� muối�

ammonium,�với�giá� trị�OD600�lần�lượt�đạt�2,146�và�1,779�sau�72�giờ.�Ngược�

lại,�NH4Cl�(0,929)�và�(NH4)2SO4�(1,099)�ghi�nhận�mức�tăng�trưởng�thấp�hơn,�

đồng�thời�có�xu�hướng�bão�hòa�hoặc�suy�giảm�nhẹ�trong�giai�đoạn�từ�48�đến�
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72�giờ,�có�thể�do�sự�thay�đổi�pH�môi�trường�trong�quá�trình�hấp�thụ�ion�NH4
+.�

Thí�nghiệm�không�chứa�nitơ�duy�trì�mật�độ�tế�bào�ở�mức�rất�thấp�OD600�

dao�động�0,298�-�0,337,�khẳng�định�nitơ�là�yếu�tố�hạn�chế�và�đóng�vai�trò�tiên�

quyết�đối�với�hoạt�động�sống�của�chủng�nghiên�cứu.�

Khả�năng�phân�hủy�guaiacol�của�chủng�SPS3.4�được�đánh�giá�gián�tiếp�

thông�qua�sự�giảm�độ�hấp�thụ�quang�học�của�dịch�nuôi�cấy�tại�bước�sóng�280�

nm�(OD₂₈₀)�—�bước�sóng�đặc�trưng�cho�các�hợp�chất�thơm�phenolic,�trong�

đó�có�guaiacol�và�các�sản�phẩm�phân�hủy�của�nó.�Kết�quả�thực�nghiệm�trình�

bày�tại�Hình3.7�thể�hiện�sự�khác�biệt�về�vai�trò�của�các�nguồn�nitơ�đối�với�khả�

năng�phân�hủy�guaiacol�của�SPS3.4.�

Nhóm�hiệu�suất�cao:�Nguồn�nito�(NH4)2SO4�đạt�hiệu�suất�khử�guaiacol�

cao�nhất�là�91,14%�sau�72�giờ�nuôi�cấy.�Theo�sau�là�NH4Cl�và�chiết�xuất�thịt�

(meat�extract)�với�hiệu�suất�lần�lượt�đạt�88,97%�và�83,36%.�

Nhóm�hiệu�suất�trung�bình�và�thấp:�Nghiệm�thức�peptone�đạt�hiệu�suất�

79,91%,� trong�khi� urea� chỉ�đạt�55,67%.�Đáng�chú�ý,�mặc�dù�NaNO3�hỗ� trợ�

sinh� trưởng� khá� tốt� ở� các� thí� nghiệm� trước,� nhưng� lại� cho� hiệu� suất� khử�

guaiacol�thấp�nhất�trong�số�các�nghiệm�thức�có�bổ�sung�nitơ,�chỉ�đạt�20,04%.��

Tại�thí�nghiệm�không�bổ�sung�nitơ,�hoạt�động�oxy�hóa�guaiacol�diễn�ra�

không�đáng�kể�với�hiệu�suất�tối�thiểu�là�13,45%,�khẳng�định�vai�trò�tiên�quyết�

của�nitơ�trong�việc�kích�hoạt�hệ�enzyme�ligninolytic�ngoại�bào.�

Giá�trị�hấp�thụ�tại�bước�sóng�280nm�của�mẫu�đối�chứng�có�xu�hướng�

tăng�nhẹ� theo� thời�gian� (tương�ứng�với�hiệu� suất�khử�âm� trên�đồ�thị).�Hiện�

tượng�này�được�lý�giải�bởi�sự�tự�oxy�hóa�tự�nhiên�của�cơ�chất�Guaiacol�trong�

điều�kiện�nuôi�cấy�aerobic,�tạo�thành�các�dẫn�xuất�quinone�có �khả�năng�hấp�

thụ�mạnh�ở�vùng�tử�ngoại.�Ngoài�ra,�sự�biến�đổi�của�các�thành�phần�hữu�cơ�

trong�môi�trường�nuôi�cấy�cũng�góp�phần�làm�tăng�độ�hấp�thụ�nền.�Tuy�nhiên,�

sự� gia� tăng� này� là� không� đáng� kể� so� với� sự� sụt� giảm� OD�mạnh�mẽ� ở� các�

nghiệm�thức�có� sự�hiện� diện� của�chủng�SPS3.4,� điều� này�càng� làm�nổi� bật�

hoạt�tính�xúc�tác�mạnh�mẽ�của�enzyme� laccase�ngoại�bào�trong�việc�bẻ�gãy�

cấu�trúc�vòng�thơm�của�cơ�chất.�

Kết� quả�nghiên� cứu�cho� thấy� các� nguồn�nitơ� hữu� cơ� đặc�biệt� là�dịch�

chiết�thịt�và�peptone,�kích�thích�sinh�trưởng�của�chủng�SPS3.4� tốt�hơn�đáng�

kể�so�với�các�nguồn�nitơ�vô�cơ.�Điều�này�phù�hợp�với�đặc�điểm�dinh�dưỡng�
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của�nhiều�vi�khuẩn�thuộc�chi�Rhodococcus,�vốn�có�hệ�enzyme�trao�đổi�chất�đa�

dạng�giúp�đồng�hóa�nhiều�loại�hợp�chất�nitơ�hữu�cơ�phức�tạp�[56].�

Dựa�trên�các�kết�quả�khảo�sát�thực�nghiệm�đa�yếu�tố,�các�điều�kiện�môi�

trường�tối�ưu�giúp�chủng�SPS3.4�phát�huy�tối�đa�tiềm�năng�sinh�học�đã�được�

xác�định�một�cách�hệ�thống.�Về�yếu�tố�vật�lý,�giá�trị�pH�6,0�được�ghi�nhận�là�

điểm� tối�ưu� cho� cả� quá� trình�gia� tăng�mật� độ� tế� bào� lẫn� hoạt� tính� enzyme�

laccase�ngoại�bào,�đồng�thời�nhiệt�độ�25°C�cho�thấy�sự�tương�thích�hoàn�hảo�

với�đặc�tính�sinh�lý�của�chủng,�giúp�đạt�hiệu�suất�phân�hủy�hợp�chất�mô�hình�

lignin� vượt� ngưỡng� 60%.�Đặc�biệt,� trong�nghiên� cứu�về�nguồn�dinh� dưỡng�

nitơ,�mặc� dù�các�nguồn� hữu�cơ� như� dịch�chiết� thịt�giúp� thúc� đẩy� sinh�khối�

mạnh�mẽ,�nhưng�(NH4)2SO4�mới�là�tác�nhân�kích�thích�sinh�laccase�hiệu�quả�

nhất,�đẩy�hiệu�suất�phân�hủy�cơ�chất�lên�tới�trên�90%.�Sự�kết�hợp�đồng�nhất�

giữa�các�thông�số�tối�ưu�này�không�chỉ�khẳng�định�năng�lực�chuyên�hóa�của�

chủng�SPS3.4�trong�việc�xử�lý�các�liên�kết�polymer�phức�tạp�mà�còn�tạo�tiền�

đề�vững�chắc�cho�việc�triển�khai�các�mô�hình�xử�lý�lignin�ở�quy�mô�thực�tế,�

đảm�bảo�tính�kinh�tế�nhờ�khả�năng�vận�hành�ổn�định�tại�điều�kiện�nhiệt� độ�

thường�và�dải�pH�thích�nghi�rộng.�

3.5.�Khả�năng�phân�hủy�lignin�trong�một�số�phụ�phẩm�nông�nghiệp�của�

chủng�SPS3.4�

Việc�đánh�giá�khả�năng�sinh�trưởng�và�phân�hủy�lignin�trên�các�nguồn�

phụ�phẩm�nông�nghiệp�(rơm�rạ,�bã�mía,�trấu)�là�bước�quan�trọng�để�xác�định�

tính�khả�thi�của�việc�ứng�dụng�chủng�SPS3.4�vào� thực� tiễn�xử�lý�phế�phẩm�

hữu�cơ.�

�

Hình�3.8.�Tốc�độ�sinh�trưởng�của�chủng�SPS3.4�trên�các�nguồn�phụ�phẩm�
trấu�(T),�mía�(M),�rơm�rạ�(R).�

Quá� trình�khảo� sát�khả� năng� thích�nghi� và� sử�dụng� lignin� từ�các�phụ�
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phẩm�nông�nghiệp� (trấu,�bã�mía,� rơm� rạ)� làm�nguồn�carbon�và�năng� lượng�

duy�nhất�của�chủng�SPS3.4�cho�thấy�những�diễn�biến�sinh�trưởng�đặc�trưng.�

Trong� 48� giờ� đầu� của� pha� lũy� thừa,� chủng� vi� khuẩn� thể� hiện� tốc� độ� sinh�

trưởng�mạnh�mẽ�nhất�trên�giá�thể�rơm�rạ�(R)�với�giá�trị�OD600�đạt�2,568,�cao�

hơn�so�với�trấu�(2,440)�và�bã�mía�(2,338).�Điều�này�có�thể�giải� thích �do�cấu�

trúc� lignocellulose�của� rơm� rạ� tương�đối� lỏng� lẻo�hơn,� tạo�điều�kiện�cho�vi�

khuẩn�dễ�dàng�tiếp�cận�các�nguồn�dinh�dưỡng�dễ�phân�hủy�ban�đầu.�

Tuy�nhiên,�bã�mía�(M)�lại�thể�hiện�là�môi�trường�nuôi�cấy�tiềm�năng�và�

bền�vững�nhất�cho�chủng�SPS3.4�trong�giai�đoạn�kéo�dài.�Mật�độ�tế�bào�trên�

môi�trường�bã�mía�duy�trì�sự�gia�tăng�ổn�định�và�đạt�giá�trị�cực�đại�(OD600�=�

2,985)�tại�thời�điểm�144�giờ,�trong�khi�các�mẫu�rơm�rạ�và�trấu�đã�có�dấu�hiệu�

suy�giảm�mật�độ�tế�bào�sau�120�giờ.�Khả�năng�duy�trì�sinh�khối�cao�trên�bã�

mía�cho�thấy�hệ�enzyme�ngoại�bào�của�chủng�SPS3.4,�đặc�biệt�là�laccase,�đã�

hoạt�động�hiệu�quả� trong�việc�cắt�đứt�các� liên� kết�bền�vững� trong�cấu� trúc�

polymer�của�lignin�bã�mía�để�giải�phóng�các�hợp�chất�hữu�cơ�đơn�giản�cung�

cấp�cho�quá�trình�trao�đổi�chất.�

Khả� năng� sinh� trưởng�ổn� định�của� chủng�SPS3.4� trên� cả�ba� loại� phụ�

phẩm�nông�nghiệp�(trấu,�bã�mía�và�rơm�rạ)�khẳng�định�tiềm�năng�của�chủng�

này�trong�việc�chuyển�hóa�lignin�và�phức�hệ�lignocellulose�làm�nguồn�carbon�

và�năng�lượng.�Hiệu�quả�phân�hủy�các�loại�phụ�phẩm�nông�nghiệp�của�chủng�

SPS3.4�sau�7�ngày� nuôi�cấy�được� thể�hiện�qua�sự�thay�đổi�khối�lượng�chất�

khô�còn�lại.�

Bảng�3.3.�Hiệu�suất�phân�hủy�và�khả�năng�làm�giảm�khối�lượng�các�
nguồn�sinh�khối�lignocellulose�của�chủng�vi�khuẩn�SPS3.4�

Nguyên�liệu� ĐC�(g)� Khối�lượng�
trung�bình�(g)�

%�Khối�lượng�
giảm�so�với�ĐC�

ban�đầu�

%�Khối�lượng�
giảm�so�với�ĐC�
không�chứa�vi�

khuẩn�

T�� 4.00� 3.46�±�0.012 13.5±0.30� 10.13±0.85�
ĐC�T 4.00� 3.85±�0.005 3.75±0.12� -
M� 4.00� 2.95±0.018 26.25±0.45 21.33±1.12�

ĐC�M 4.00� 3.75±0.006 6.25±0.15� -
R�� 4.00� 3.29±0.014 17.75±0.35 13.65±0.92�

ĐC�R 4.00� 3.81±0.005 4.75±0.12� -
(Ghi chú: ĐC = Đối chứng bổ sung lúc ban đầu; T = trấu + vi khuẩn; M = bã mía

+ vi khuẩn; R = rơm rạ + vi khuẩn; ĐC T, ĐC M, ĐC R = đối chứng tương ứng của từng

cơ chất không bổ sung vi khuẩn)
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Kết�quả� thực�nghiệm�tại�Bảng�3.3�cho� thấy�sự�khác�biệt�về�khả�năng�

phân�giải�các�nguồn�sinh�khối�khác�nhau�bao�gồm�trấu,�rơm�rạ�và�bã�mía�của�

chủng�SPS3.4.�Mức�giảm�khối�lượng�ở�các�nghiệm�thức�có�bổ�sung�vi�khuẩn�

đều�cao�hơn�so�với�cả�đối�chứng�ban�đầu�(4,00�g)�và�đối�chứng�không�bổ�sung�

vi�khuẩn�tương�ứng,�cho�thấy�sự�tham�gia�của�chủng�SPS3.4�trong�quá� trình�

phân�hủy�cơ�chất.�

Khi�đánh�giá�theo�chỉ�tiêu�phần�trăm�khối�lượng�giảm�so�với�đối�chứng�

không�chứa�vi�khuẩn,�hiệu�suất�phân�hủy�của�chủng�SPS3.4�có�sự�khác�biệt�

giữa�các�loại�cơ�chất.�Cụ�thể,�bã�mía�đạt�giá�trị�cao�nhất�(21,33�±�1,12%),�tiếp�

theo�là�rơm�rạ�(13,65�±�0,92%)�và�thấp�nhất�là�trấu�(10,13�±�0,85%).�

Xét�theo�chỉ�tiêu�phần�trăm�khối�lượng�giảm�so�với�khối�lượng�ban�đầu�

(4,00�g),�tổng�lượng�cơ�chất�bị�phân�hủy�trong�các�nghiệm�thức�có�bổ�sung�vi�

khuẩn�lần�lượt�là�26,25�±�0,45%�đối�với�bã�mía,�17,75�±�0,35%�đối�với�rơm�rạ�

và�13,50�±�0,30%�đối�với�trấu.�Các�giá�trị�này�đều�cao�hơn�đáng�kể�so�với�các�

nghiệm�thức�đối�chứng�không�có�vi�khuẩn�tương�ứng�(bã�mía:�6,25�±�0,15%;�

rơm�rạ:�4,75�±�0,12%;�trấu:�3,75�±�0,12%).�

Kết�quả�này�cho�thấy�bã�mía�là�nguồn�carbon�phù�hợp�nhất,�trong�khi�

cấu�trúc�giàu�silica�và�lignin�của�trấu�tạo�ra�rào�cản�đáng�kể�đối�với�hoạt�tính�

phân�hủy�của�chủng�nghiên�cứu.�

Trong�số�ba�loại�cơ�chất,�bã�mía�cho�hiệu�suất�phân�hủy�cao�nhất�với�

mức�giảm�khối�lượng�21,33�±�1,12%�so�với�đối�chứng�không�vi�khuẩn.�Hiệu�

suất�phân�hủy� vượt� trội� trên� bã�mía� có� thể� được� lý� giải� thông� qua�các� đặc�

điểm�cấu�trúc�vật�lý�và�hóa�học�đặc�thù.�Bã�mía�sau�khi�bị�ép�cơ�học�đã�phá�

vỡ�cấu�trúc�nguyên�bản,�tạo�ra�hệ�thống�vi�mao�quản�xốp�với�diện�tích�bề�mặt�

tiếp�xúc� lớn.�Các�nghiên� cứu�về� đặc� điểm�hình� thái�và�hóa�học�khẳng�định�

rằng,�việc�phân�tách�lignin�đã�phá�vỡ�mạng�lưới�liên�kết�giữa�các�tế�bào�thực�

vật�vốn�được�định�hình�bởi�polymer�này.�Quá�trình�này�không�chỉ� làm�giãn�

nghẽn�các�bó�sợi�mà�còn�hình�thành�hệ�thống�mao�quản�và�các�khoảng�trống�

cấu�trúc�bên�trong�vách�tế�bào.�Chính�sự�chuyển�đổi�từ�cấu�trúc�chặt�chẽ�sang�

dạng�"mở"�và�xốp�đã�loại�bỏ�rào�cản�vật�lý,� tạo�điều�kiện�thuận�lợi�cho�các�

enzyme�xúc�tác�dễ�dàng�thâm�nhập�và�tiếp�cận�các�vùng�cellulose�nội�tại�[57].�

Về�mặt�thành�phần�hóa�học,�bã�mía�(tính�theo�khối�lượng�khô)�chứa�khoảng�

35–45%� cellulose,� 26–35%� hemicellulose� và� đặc� biệt� là� hàm� lượng� lignin�
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tương�đối�thấp�(11–25%),�điều�này�tạo�nên�cấu�trúc�lỏng�lẻo�và�dễ�tiếp�cận,�

giúp�vi�sinh�vật�thực�hiện�quá�trình�phân�giải�thuận�lợi�hơn�so�với�các�loại�phụ�

phẩm�khác[3].�

Đối�với�cơ�chất� rơm�rạ,� chủng�SPS3.4� thể�hiện�hiệu� suất�phân�hủy�ở�

mức�trung�bình�với�tỷ�lệ�giảm�khối�lượng�đạt�13,65�±�0,92%�so�với�đối�chứng�

không�bổ�sung�vi�khuẩn.�Kết�quả�này�cho�thấy�chủng�vi�khuẩn�có�khả�năng�

tham�gia�vào�quá�trình�phân�giải�lignocellulose�nhưng�chưa�đạt�hiệu�quả�cao�

như�trên�bã�mía.�Ngoài�ra,�cấu�trúc�lignocellulosic�của�rơm�rạ�tương�đối�"mở"�

hơn�trấu,�nên�hàm�lượng�silica�bề�mặt�thấp�hơn,�tuy�nhiên�sự�liên�kết�chặt�chẽ�

giữa� lignin,�hemiaellulose� và� cellulose� trong� thành� tế�bào� pháo�vẫn� tạo�rào�

cản�đáng�kể�cho�quá�trình�phân�tích[58].��

Ngược�lại,�trấu�thể�hiện�hiệu�suất�phân�giải�thấp�nhất�trong�ba�loại�phụ�

phẩm�khảo�sát,�với�mức�hiệu�suất�giảm�khối�lượng�đạt�10,13�±�0,85%�so�với�

đối�chứng�không�tiếp�giống.�Kết�quả�này�phản�ánh�đặc�điểm�cấu�trúc�đặc�thù�

của�trấu:�lớp�silica�dày�đặc�bao�phủ�bề�mặt�ngoài�cùng�chiếm��50–70%,�đóng�

vai�trò�như�một�rào�cản�vật�lý,�hạn�chế�đáng�kể�sự�xâm�nhập�của�vi�khuẩn�và�

khả� năng�tiếp�cận�của�hệ�enzyme� ligninolytic�ngoại�bào�vào�các� thành�phần�

hữu�cơ� bên� trong� [59].�Tuy� nhiên,�việc�giảm� hơn� 10%�khối� lượng� là�minh�

chứng�chủng�SPS3.4� trong�việc�vượt�qua�rào�cản�cấu�trúc�bền�vững�này�để�

thực�hiện�quá�trình�phân�giải�sinh�học.�

Tổng� hợp� các� kết� quả� thực� nghiệm,� chủng�Rhodococcus� sp.� SPS3.4�

được� xác�nhận�có�năng� lực� phân�hủy�sinh�học�đối�với�cả�ba� loại�phụ�phẩm�

lignocellulose�phổ�biến�tại�Việt�Nam�với��hiệu�suất�giảm�khối�lượng�thực�tế�

sau�168�giờ�dao�động�từ�10,13%�đến�21,33%,�trong�đó�bã�mía�là�cơ�chất�phù�

hợp� nhất,� kế� đến� là� rơm� rạ� và� trấu.�Trong� nghiên� cứu� của� Zhang� và� cộng�

sự(2025),�tổ�hợp�vi�khuẩn�SXJG15�sau�18�ngày�nuôi�cấy�ở�25°C�đạt�hiệu�suất�

phân� hủy� tổng� thể� rơm� rạ� là� 52,5%,� bao� gồm� 60,2%� cellulose,� 76,3%�

hemicellulose�và�40,7%�lignin�—�kết�quả�này�đạt�được�khi�sử�dụng�tổ�hợp�vi�

khuẩn� đa� chủng� trong� thời� gian�dài�hơn� và� điều�kiện�nuôi�cấy� được� tối�ưu�

hóa[60].�Điều�này�cho�thấy�hiệu�suất�của�đơn�chủng�trong�điều�kiện�chưa�tối�

ưu� sẽ� thấp� hơn� đáng� kể,từ� đó� để� nâng� cao� hiệu� quả� phân� hủy� rơm� rạ� của�

chủng�SPS3.4,�cần�kết�hợp�tối�ưu�hóa�điều�kiện�nuôi�cấy�và�xây�dựng�tổ�hợp�

vi�khuẩn�bổ�trợ�có�hoạt�tính�cellulase�và�xylanase�cao.�
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KẾT�LUẬN�VÀ�KIẾN�NGHỊ�
KẾT�LUẬN�

Chủng�SPS3.4�phân�lập�từ�đất�rừng�được�định�danh�là�Rhodococcus sp.�

(PZ468419),� thể� hiện� hoạt� tính� enzyme� laccase� ngoại� bào� cao� cùng� với�

protease�và�cellulase.�

Tại�25°C�và�pH�6,0�hiệu�suất�khử�guaiacol�đạt�64,79%�và� tăng�mạnh�

lên�trên�91%�khi�bổ�sung�amoni�sunfat.�

Chủng�Rhodococcus sp.�SPS3.4�có�khả�năng�phân�hủy�phụ�phẩm�nông�

nghiệp,�phần�trăm�khối�lượng�giảm�của�bã�mía,�rơm�rạ�và�vỏ�trấu�lần�lượt�là�

21,33%,�13,65%�và�10,13%�trong�vòng�168�giờ.�

KIẾN�NGHỊ�

Áp�dụng�Mô�hình�đáp�ứng�bề�mặt� (Surface�Response�Methodology� -�

RSM),�cụ�thể�là�thiết�kế�Box-Behnken�hoặc�Central�Composite�Design�(CCD)�

để�định�chính�xác�các�giá�trị�tối�ưu�và�sự�tương�tác�giữa�các�yếu�tố�ảnh�hưởng�

(như�nhiệt�độ,�pH,�nồng�độ�nguồn�nitơ�và�nồng�độ�cơ�chất)�đến�quá�trình�sinh�

tổng�hợp�enzyme,�từ�đó�khai�thác�tối�đa�tiềm�năng�sinh�học�của�chủng�SPS3.4�

trong�điều�kiện�sản�xuất�quy�mô�lớn.�

Tiếp�tục�nghiên�cứu�tối�ưu�hóa�các�điều�kiện�môi�trường�(pH,�nhiệt�độ,�

nồng�độ�cơ�chất)�và� khảo� sát�ảnh�hưởng�của�các�chất�cảm�ứng�để�nâng�cao�

hơn�nữa�hiệu�suất�bài�tiết�enzyme�laccase�và�khả�năng�phân�hủy�sinh�khối.�
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PHỤ�LỤC�

Phụ�lục�1.�Thí�nghiệm�enzyme�ngoại�bào�của�chủng�SPS3.4�

a)� cellulase,�b)�protease,�c)�amylase�

�

Phụ�lục�2.�Thí�nghiệm�xử�lý�nguồn�phế�phẩm�lignincellulose�của�chủng�

SPS3.4�
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