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TÓM TẮT 

Nấm mục trắng có khả năng phân hủy lignin trong gỗ hiệu quả. Laccase là enzyme có vai trò quan trọng trong quá 

trình phân cắt lignin và được ứng dụng rộng rãi trong một số ngành công nghiệp. Nghiên cứu này được thực hiện với 

mục tiêu định danh chủng nấm mục trắng TĐ16 được thu từ Vườn quốc gia Tam Đảo và lựa chọn một số điều kiện 

thích hợp cho sinh tổng hợp laccase của chủng. Chủng TĐ16 được nghiên cứu một số đặc điểm sinh học về hình thái 

quả thể, khuẩn lạc, khả năng sinh trưởng, sinh enzyme ngoại bào và phân tích trình tự vùng ITS - rDNA. Quả thể nấm 

TĐ16 có dạng vỏ sò, mép trơn, nằm ngang sát với thân cây. Mặt trên của quả thế nấm màu nâu đậm với các vân tròn 

đồng tâm. Lớp bào tầng của quả thể nấm có màu nâu trắng, sần sùi. Trên môi trường MEA, khuẩn lạc chủng nấm 

TĐ16 bông xốp, màu trắng tuyết, tỏa tròn đều. Chủng TĐ16 có tốc độ sinh trưởng khá nhanh (282,16 µm/giờ) và sinh 

các enzyme ngoại bào như laccase, lignin peroxidase, amylase, protease. Chủng TĐ16 được xếp vào loài Trametes 

polyzona và được đặt tên là Trametes polyzona TĐ16. Chủng TĐ16 cho hoạt tính laccase cao nhất, đạt 8,135 U/ml trên 

môi trường MT2 chứa 0,0625mM CuSO4 sau 7 ngày nuôi cấy ở 37C và pH 5,0. 

Từ khoá: Trametes polyzona, điều kiện nuôi cấy, định tên, ITS-rDNA, laccase. 

Study on Identification and Culture Condition 
for Biosynthesis of Laccase by Trametes polyzona TĐ16 

ABSTRACT 

White-rot fungi are capble of degrading wood lignin by extracellular lignin modifying enzyme system, in which 

laccase plays an important role in ligninolysis and is widely used in some industries. This study was carried out with 

the objective of identifying the white rot fungus TD16 and selected suitable conditions for the biosynthesis of laccase 

to apply in the biopulping. The strain TD16 was studied for biological characteristics and sequence of the ITS - rDNA 

gene analyzed. The fruiting bodies have a scalloped shape and the edges are smooth. The upper surface of fruiting 

bodies is dark brown with concentric circular veins. The hymenium layer is white-brown and rough. On MEA medium, 

the colonies of TD16 fungal strain are fluffy, snow white, and evenly circular. The strain TD16 has a relatively fast 

growth rate and can produce extracellular enzymes. The strain TD16 was identified as Trametes polyzona and 

named as Trametes polyzona TD16. The optimal culture conditions for enhanced laccase biosynthesis were 

investigated. Trametes polyzona TĐ16 showed the highest laccase activity of upto 8.135 U/ml on MT2 medium 

containing 0.0625mM CuSO4 after 7 days of fermentation at 37ºC and pH of 5.0. 

Keywords: Trametes polyzona, cultivation condition, identification, ITS-rDNA, laccase. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Laccase (EC 1.10.3.2, p-benzenediol: oxy 

oxyoreductase) thuộc họ oxydase chứa bốn 

nguyên tử đồng trong trung tâm xúc tác và xúc 

tác quá trình khử bốn điện tử của oxy thành 

nước (Patel & cs., 2016). Laccase có thể oxy hóa 

câ các hợp chçt phenol và không phâi phenolic 

cũng như các hợp chçt gây ô nhiễm môi trường 

khác, vì vậy chúng đã được sử dụng thành công 

trong tèy trắng thuốc nhuộm dệt, khử trùng 

trong sân xuçt giçy và bột giçy, khử độc cho 
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nhiều chçt thâi công nghiệp, xử lý đçt và nước 

bð ô nhiễm, tèy rửa sân xuçt bột, biến đổi 

steroid và kháng sinh trong thiết kế câm biến 

sinh học và công nghệ nano (Chen & cs., 2022). 

Laccase có trong thực vật, côn trùng và vi 

khuèn, nhưng nguồn quan trọng nhçt sinh tổng 

hợp enzyme này là nçm mục trắng. Có một số 

loäi nçm mục trắng Basidiomycetes như 

Agaricus bisporus, Phanerochaete 

chrysosporium, Trametes hirsuta, Theiophora 

terrestris, Lenzites betulina, Phlebia radiata, 

Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor,  

T. gibbosa, T. Trogii... có thể sinh tổng hợp 

laccase cao (Cardullo & cs., 2022; Naz & cs., 

2022; Dong & cs., 2023). Chi Trametes Fr. 

(Polyporales, Basidiomycota) là một chi nçm 

được đặc trưng bởi quâ thể däng phiến, bào tæng 

có lỗ xốp, hệ sợi nçm hai loäi (dimitic) và ba loäi 

(trimitic) và các bào tử đâm nhẵn (Ryvarden, 

1991). Có khoâng 50 loài nçm thuộc chi 

Trametes được phân bố rộng rãi, thường thçy 

trên nhiều loäi cây gỗ cứng trong hæu hết các hệ 

sinh thái rừng (Kirk & cs., 2008; Justo & 

Hibbett, 2011). Chi nçm này có tiềm năng lớn 

đối với việc xử lý và phân hủy sinh học, đem läi 

giá trð câ về mặt sinh thái và kinh tế.  

Việc phân lập và đðnh danh nçm mục trắng 

sinh tổng hợp laccase, có vai trò quan trọng 

trong việc phát hiện và ứng dụng nçm và 

enzyme trong xử lý môi trường và công nghệ 

sinh học (Upadhyay & cs., 2016). Hoät tính 

laccase thay đổi tùy theo loài và chủng nhưng 

phæn lớn các chủng vi sinh vật được phân lập từ 

tự nhiên có hoät tính laccase thçp, do đò sau khi 

sàng lọc chủng, cæn tối ưu môi trường và các 

điều kiện nuôi cçy để nâng cao khâ năng sinh 

tổng hợp laccase của chủng (Yang & cs., 2017). 

Laccase là sân phèm trao đổi chçt của nçm mục 

trắng nên chðu ânh hưởng của nhiều yếu tố khác 

nhau, từ môi trường dinh dưỡng (nguồn cacbon, 

nitơ, chçt câm ứng) đến các thông số điều kiện 

như nhiệt độ, pH ban đæu của môi trường, tỷ lệ 

cung cçp oxy (độ thông khí) và thời gian nuôi 

cçy (Viswanath & cs., 2014).  

Trong bài báo này, chúng tôi mô tâ đðnh 

danh chủng TĐ16 và lựa chọn điều kiện nuôi 

cçy thích hợp cho sinh tổng hợp laccase từ 

chủng nçm này. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Chủng nçm TĐ16 được phân lập từ thân 

cây gỗ mục ở Vườn quốc gia Tam Đâo (Vïnh 

Phúc) vào tháng 10 năm 2016, hiện đang được 

lưu giữ täi Phòng Vi sinh vật đçt, Viện Công 

nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam. 

Môi trường nuôi cçy: Môi trường cao malt 

(MEA) (g/l): cao malt 20; glucose 10; agar 20;  

pH 6,0 (Bardi & cs., 2022). Môi trường khoai tây 

(g/l): glucose 20; nước chiết khoai tây 1 lít;  

pH 6,0 (Egorov, 1976). Môi trường Hansen (g/l): 

glucose 20; trypton 10; MgSO4.7H2O 2; K2HPO4 2; 

agar 20; pH 6,0 (Almeida & cs., 2005). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phân loại TĐ16 bằng đặc điểm hình 

thái và phân tích trình tự vùng ITS-rDNA 

Một số đặc điểm về hình thái như hình thái 

quâ thể nçm (hình dáng, màu sắc của mặt trên 

quâ thể, lớp bào tæng, cuống nçm), hình thái 

khuèn läc, hệ sợi nçm trên môi trường cao malt 

được đánh giá theo phương pháp của Trðnh Tam 

Kiệt (2011) và Schwantes & Saltler (1971). 

DNA tổng số của chủng TĐ16 được tách 

chiết theo mô tâ của Sambrook & Russell 

(2001). Thực hiện phân ứng PCR với cặp mồi 

ITS1 và ITS4 để khuếch đäi vùng gen  

ITS-rDNA (Gardes & Bruns, 1993), giâi trình tự 

trên máy ABI PRISM 3100 và sử dụng phæn 

mềm BioEdit để xử lý trình tự nhận được. So 

sánh độ tương đồng giữa gen vùng ITS-rDNA 

của chủng nçm TĐ16 với trình tự tương ứng của 

các chủng trong ngån hàng cơ sở dữ liệu 

GenBank (NCBI) bằng công cụ BLAST. 

2.2.2. Điều kiện nuôi cấy sinh tổng  

hợp laccase 

Chủng TĐ16 lên men sinh tổng hợp laccase 

trong 5 môi trường sau: MT 1 (g/l): glucose 20; 

KH2PO4 1,5; CaCl2 0,37; ZnSO4 0,3; MgSO4 0,5; 

(NH4)2SO4 1; cao nçm men 5 and pepton 2 (Cupul 

& cs., 2014), MT 2 (g/l): cao malt 2,0; glucose 2,0; 

NH4NO3 2,0; Na2HPO4 0,26; KH2PO4 0,26; 

MgSO4.7H2O 0,5; CuSO4.5H2O 0,0625mM; 
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CaCl2.2H2O 0,006; FeSO4.7H2O 0,005 (Dhakar & 

cs., 2013), MT 3 (g/l): glucose 10; Soy-tone 6; 

ethanol 30ml, CuSO4 350µM (Dhouib & cs., 

2005), MT 4 (g/l): Bột gäo 5; KH2PO4 1; 

MgSO4.7H2O 0,5; NH4NO3 0,2; cao nçm men  

0,1; CaCl2 0,01, CuSO4.5H2O 0,001;  

FeSO4.7H2O 0,001 và MnSO4 0,001 (Chawachart 

& cs., 2003), MT 5 (g/l): Glycerol 15; pepton 3; 

KH2PO4 0,8; K2HPO4 0,4; MgSO4.7H2O 0,5; 

CuSO4.5H2O 0,125; cao nçm men 4 

(Kenkebaschivilli & cs., 2012) trong khoâng từ 25 

đến 42C với pH ban đæu từ 3 đến 8. Bình nón 

thủy tinh dung tích 250ml chứa 50ml môi 

trường sau khi được khử trùng ở 121C trong 20 

phút, làm nguội đến nhiệt độ phñng, được cçy 3 

khoanh nçm (đường kính 6mm) lçy từ đïa môi 

trường thäch có chủng TĐ16 đã nuôi cçy 4 ngày. 

Trong tçt câ các thí nghiệm, các bình nuôi cçy 

được thực hiện trên máy lắc tròn với tốc độ  

150 vòng/phút trong 7 ngày. 

Hoät lực của laccase được xác đðnh theo 

phương pháp của Brakova & cs. (2016) bằng 

cách sử dụng 0,216mM syringaldazine (tan 

trong metanol) làm cơ chçt ở 37C. Hỗn hợp 

phân ứng bao gồm dung dðch đệm kali phosphat 

100mM (pH 4,5), dung dðch cơ chçt và dung dðch 

enzyme. Quá trình oxy hòa cơ chçt của enzyme 

täo sân phèm có màu hồng, hçp thụ cực đäi ở 

bước sóng 530nm trên máy quang phổ Spectro 

Sc. (Labomed, inc.). Một đơn vð hoät độ laccase 

được đðnh nghïa là lượng enzyme cæn thiết xúc 

tác chuyển hòa cơ chçt syringaldazine, làm thay 

đổi 0,01 đơn vð giá trð đo mật độ quang (OD) 

trong một phút ở điều kiện phân ứng. 

2.2.4. Phân tích thống kê 

Các thí nghiệm được thực hiện lặp läi ba 

læn. Kết quâ thí nghiệm được phân tích phương 

sai (ANOVA) kết hợp xác đðnh sự khác biệt nhó 

nhçt cò ý nghïa giữa các nhóm (Least significant 

difference - LSD) ở mức ý nghïa P <0,05 trên 

phæn mềm Excel. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Đặc điểm sinh học của chủng TĐ16 

Quâ thể của chủng nçm TĐ16 có däng vó sò 

mọc sát vào giá thể. Mặt trên của quâ thể có màu 

nåu đậm với các vån trñn đồng tâm, mép quâ thể 

trơn. Kích thước của quâ thể: 17 × 27mm, độ dày 

3-12mm. Lớp bào tæng cò màu nåu hơi trắng, sæn 

sùi. Cuống quâ thể ngắn, bám chắc vào cây. Thðt 

nçm khá cứng (Hình 1a). Chủng TĐ16 cò thể 

sinh trưởng tốt trên nhiều môi trường như cao 

malt (MEA), Hansen và nước chiết khoai tây với 

tốc độ ăn lan của sợi nçm khoâng 282,16 µm/giờ. 

Khuèn läc nçm có màu trắng tuyết, sợi nçm dài, 

mânh phân nhánh nhiều, bông xốp täo vòng tròn 

trên bề mặt khuèn läc (Hình 1b). Nhiều sợi nçm 

trong hệ sợi có khóa (cæu nối - clamp connection) 

(Hình 1c). Cæu nối này là cơ quan đặc trưng cho 

ngành phụ nçm đâm Basidiomycotina, được hình 

thành giữa hai nhân khác tính trong quá trình 

phân chia của khuèn ty bậc hai (Hood, 2006). 

Chủng nçm TĐ16 cò khâ năng sinh nhiều 

enzyme ngoäi bào như laccase phån huỷ 

Guaiacol ( vòng phân giâi = 12mm) (Hình 2a), 

lignin peroxidase phân huỷ Remazol Brilliant 

Blue R (RBBR) ( vòng phân giâi = 27mm) 

(Hình 2b), amylase phân huỷ tinh bột ( vòng 

phân giâi = 22mm) (Hình 2c), protease phân 

huỷ casein ( vòng phân giâi = 30mm)  

(Hình 2d), giúp nçm thích nghi sinh trưởng 

trong nhiều môi trường cơ chçt. Bên cänh đò, 

chủng TĐ16 sinh trưởng tốt trong điều kiện 

nhiệt độ khá mát, 25-30C và trong môi trường 

có pH từ axit nhẹ đến trung tính (pH 4-7). 

3.2. Phân tích trình tự vùng ITS-rDNA của 

nấm TĐ16 

Vùng ITS-rDNA được lồng vào bên trong 

đoän lặp rDNA, có thể cho phép đðnh danh các 

loài nçm mà ngay câ hệ thống phân loäi trước 

đò không thể làm được (Jebapriya & cs., 2014). 

Tiến hành điện di kiểm tra sân phèm của phân 

ứng PCR khuếch đäi vùng gen ITS-rDNA của 

chủng TĐ16 xuçt hiện một băng duy nhçt có 

kích thước khoâng 800bp (Hình 3). Phân tích 

trình tự gen nhận được bằng công cụ BLAST 

(NCBI) cho thçy: gen vùng ITS-rDNA của 

chủng TĐ16 tương đồng cao (99%) với gen ITS-

rDNA của chủng Trametes polyzona BPSM12 

(KJ865842) (Hình 4). Kết hợp với các đặc điểm 

sinh học, chủng TĐ16 cò thể xác đðnh thuộc loài 

Trametes polyzona và đặt tên chủng TĐ16 là 

Trametes polyzona TĐ16. 
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(a) (b) (c) 

Hình 1. Nấm TĐ16: Trong tự nhiên (a); Trên môi trường MEA: Khuẩn lạc (b)  

và hệ sợi nấm với khóa (khoanh tròn) (c) 

    
 

  

(a) (b) (c) (d) 

Hình 2. Khâ năng sinh enzyme ngoại bào của chủng nấm TĐ16 

(a: Laccase; b: Lignin peroxidase; c: Amylase; d: Protease) 

 

Ghi chú: M: Thang DNA chuẩn; TĐ16: Sản phẩm PCR của chủng TĐ16. 

Hình 3. Điện di sân phẩm PCR khuếch đại gen ITS-rDNA của chủng TĐ16  

3.3. Lựa chọn môi trường và điều kiện nuôi 

cấy thích hợp cho quá trình sinh laccase 

của Trametes polyzona TĐ16 

Các môi trường lên men ânh hưởng có ý 

nghïa thống kê đến khâ năng sinh laccase của 

chủng T. polyzona TĐ16 (Hình 5). Sau 168 giờ 

lên men, ngoäi trừ môi trường MT5 cho hoät tính 

laccase khá thçp (khoâng 4 U/ml), 4 môi trường 

còn läi đều giúp chủng nçm TĐ16 sinh laccase 

tốt (đät hơn 5,0 U/ml), trong đò hoät độ laccase 

đät cao nhçt trên môi trường MT2 (7,552 U/ml). 
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Hình 4. Mức độ tương đồng di truyền giữa chủng TĐ16  

với các loài nấm mục trắng họ hàng gần 

Độ pH của môi trường nuôi cçy có vai trò 

quan trọng trong việc sân xuçt enzyme của vi 

sinh vật. Đa số các báo cáo chî ra mức độ pH ban 

đæu được đặt trong khoâng từ pH 4 đến 6 trước 

khi cçy, nhưng pH không được kiểm soát trong 

phæn lớn các quá trình lên men (Naz & cs., 2022). 

Hoät lực laccase của chủng nçm T. polyzona 

TĐ16 ở các pH ban đæu là khác nhau cò ý nghïa 

thống kê. pH ban đæu của môi trường từ 5-6 là 

phù hợp để chủng TĐ16 sinh laccase và đät hoät 

độ cao nhçt (7,898 U/ml) sau 168 giờ lên men 

trong môi trường MT2 với pH ban đæu 5,0  

(Hình 6), cao hơn cò ý nghïa thống kê so với hoät 

độ laccase được sinh ra trong môi trường có pH 

khác. Một số tác giâ khác cũng cho rằng nçm 

mục trắng (Trametes versicolor, Pycnoporus 

cinnabarinus, Coriolopsis gallica, and Pleurotus 

ostreatus) sinh trưởng và sinh tổng hợp laccase 

tối ưu đều trong điều kiện pH từ 5,0 đến 6,0 

(Kenkebashvilli & cs., 2012; Wakil & cs., 2017; 

Sayyed & cs., 2020). 

Chủng nçm T. polyzona TĐ16 sinh trưởng 

tốt trong dâi nhiệt độ từ 25 đến 30C, nhưng 

nhiệt độ tối ưu cho lên men sinh laccase läi cao 

hơn một chút. Sau 168 giờ lên men, hoät độ 

laccase cao nhçt (8,135 U/ml) đät được ở 37C 

(Hình 7), cao hơn cò ý nghïa thống kê so với các 

nhiệt độ nuôi cçy khác. Nhiệt độ nuôi cçy cao 

hơn (42C) không phù hợp cho việc sinh tổng 

hợp laccase, vì hoät tính enzyme ở 42C khá 

thçp, giâm khoâng 27% so với nhiệt độ 37C. 

Theo nghiên cứu của Strong (2011) và 

Dhakar & Pandey (2013), hoät độ laccase của 

Trametes pubescens MB89 và T. hirsuta MTCC 

11397 đät được cao nhçt ở nhiệt độ 28°C, trong 

khi nhiệt độ tối ưu cho T. versicolor sinh laccase 

là 35°C sau 6 ngày và pH 5,0 (Snajdr & 

Baldrian, 2007), T. trogii LK13 sinh tổng hợp 

laccase tốt nhçt ở 37C (Yan & cs., 2015). Qua 

đò cò thể thçy nhiệt độ tối ưu cho sinh tổng hợp 

laccase của các loài nçm thuộc chi Trametes là 

tương đối khác nhau. 

Nhiều loài nçm mục trắng trong môi 

trường lên men cæn được bổ sung Cu2+ làm chçt 

câm ứng chính, kích thích sinh tổng hợp 

laccase như Trametes versicolor, Neurospora 

crassa, Pleurotus sajor-caju, Panus osteratus 

(Soden & Dobson, 2001), Trametes trogii, 

Phanerochaete chrysosporium, Lentinula 

edodes (Cavallazzi, & cs., 2005), Paecilomyces 

sp. WSH-L07, Pleurotus florida NCIM 1243 

(Palvannan & Sathishkumar, 2010), Shiraia 

bambusicola GZ11K2 (Du & cs., 2012)  

T. hirsuta (Dhakar & Pandey, 2013). Môi 

trường MT2 chứa CuSO4 thường được sử dụng 

cho sinh tổng hợp laccase từ nçm mục trắng 

nhưng với nồng độ CuSO4 được bổ sung vào 

khác nhau (0,1-2mM) (Shraddha, 2011). Vì 

vậy, cæn tiếp tục nghiên cứu lựa chọn nồng độ 

CuSO4 và thời điểm bổ sung thích hợp để nâng 

cao hơn nữa khâ năng sinh tổng hợp laccase 

của T. polyzona TĐ16. 
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Hình 5. Hoạt độ laccase của chủng T. polyzona TĐ16 trong các môi trường lên men 

 

Hình 6. Khâ năng sinh tổng hợp laccase  

của chủng T. polyzona TĐ16 ở pH ban đầu khác nhau 

 

Hình 7. Khâ năng sinh tổng hợp laccase của chủng T. polyzona TĐ16 ở các nhiệt độ  
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4. KẾT LUẬN 

Chủng nçm TĐ16 được phân lập từ Vườn 

quốc gia Tam Đâo có hoät tính laccase cao. 

Khuèn läc nçm màu trắng tuyết, sợi nçm dài, 

mânh, bông xốp, Chủng có tốc độ sinh trưởng 

khá nhanh và sinh enzyme ngoäi bào tốt. Nçm 

TĐ16 sinh trưởng tốt ở nhiệt độ 25-30C, pH  

4-7. Chủng nçm TĐ16 thuộc loài Trametes 

polyzona và được đặt tên là Trametes polyzona 

TĐ16. Khi nuôi cçy trên máy lắc sử dụng môi 

trường MT2 (g/l): cao malt 2,0; glucose 2,0; 

NH4NO3 2,0; Na2HPO4 0,26; KH2PO4 0,26; 

MgSO4.7H2O 0,5; CuSO4.5H2O 0,01; CaCl2.2H2O 

0,006; FeSO4 7H2O 0,005 ở pH ban đæu 5,0 và 

nhiệt độ 37C, chủng nçm T. polyzona TĐ16 

sinh laccase cao nhçt (8,135 U/ml) sau 168 giờ. 

Cæn có nghiên cứu sâu hơn về chçt câm ứng 

sinh tổng hợp laccase, tinh chế, xác đðnh cçu 

trúc laccase và thử nghiệm ứng dụng enzyme. 
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