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bào thực vật ......................................................................................... 8 

Hình 1.2. Hình ảnh cấu trúc phân tử của một số cellulase .................................... 9 

Hình 1.3. Hình ảnh mô hình cấu trúc không gian và trung tâm xúc tác của 

Cel12A từ H. grisea .......................................................................... 10 

Hình 1.4. Trình tự amino acid tương ứng với cấu trúc bậc 2 của Cel12A từ 

một số chủng vi sinh vật ................................................................... 11 

Hình 1.5. Cấu trúc vùng CBD của Cel12A từ Humicola grisea ......................... 12 

Hình 1.6. Hai cơ chế xúc tác của phức hệ cellulase ............................................ 13 

Hình 1.7. Cơ chế thủy phân phân tử cellulose và phức hệ cellulose  ................. 14 

Hình 2.1. Cấu trúc vector tách dòng pJET1.2/blunt và vector biểu hiện 

pPICZαA  .......................................................................................... 32 

Hình 2.2. Mô hình hội nhập gen meglA vào genome của P. pastoris ................. 39 

Hình 3.1. Hoạt tính cellulase của một số chủng nấm sợi nghiên cứu ................. 46 

Hình 3.2. Hình ảnh điện di DNA nhân gen mã hóa rRNA ................................. 47 

Hình 3.3. Cây phân loại của chủng NDVN01 dựa vào trình tự gen mã hóa rRNA .... 49 

Hình 3.4. Đồ thị ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy  và pH ban đầu của môi trường 

đến khả năng sinh tổng hợp cellulase của chủng Peniophora sp. 

NDVN01 ............................................................................................ 50 

Hình 3.5. Đồ thị ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy; Biểu đồ so sánh ảnh 

hưởng nguồn cơ chất cảm ứng đến khả năng sinh tổng hợp 

cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 ................................. 51 

Hình 3.6. Đồ thị ảnh hưởng của nồng độ bột giấy và nồng độ dịch chiết khoai tây 

đến khả năng sinh tổng hợp cellulase của chủng Peniophora sp. 

NDVN01 ............................................................................................ 52 

Hình 3.7. Biểu đồ ảnh hưởng của một số nguồn cacbon và đồ thị ảnh hưởng 

của nồng độ rơm lúa đến khả năng sinh tổng hợp cellulase của 

chủng nấm Peniophora sp. NDVN01 ............................................... 54 



 xii 

Hình 3.8. Biểu đồ ảnh hưởng của nguồn nitơ và đồ thị ảnh hưởng của nồng 

độ ammonium hydrogen phosphate đến khả năng sinh tổng hợp 

cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 ................................. 56 

Hình 3.9. Biểu đồ ảnh hưởng của một số nguồn khoáng và năng suất sinh 

tổng hợp cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 trong môi 

trường tối ưu và chưa tối ưu  ............................................................ 57 

Hình 3.10. Sắc ký đồ tinh sạch cellulase trên cột Biogel-P100 và hình ảnh 

điện di protein sản phẩm tinh sạch, điện di hoạt tính  ...................... 59 

Hình 3.11. Phương trình động học Lineweaver-Burk đối với cơ chất CMC 

và cơ chất β-glucan lúa mạch  ........................................................... 61 

Hình 3.12. Hình ảnh phổ chạy sắc ký TLC sản phẩm thủy phân cơ chất 

CMC của cellulase tinh sạch từ chủng Peniophora sp. NDVN01 ... 62 

Hình 3.13. Đồ thị ảnh hưởng của nhiệt độ phản ứng và độ bền nhiệt độ của 

cellulase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 ................................... 63 

Hình 3.14. Đồ thị ảnh hưởng của pH phản ứng và độ bền pH của 

endoglucanase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 .......................... 65 

Hình 3.15. Biểu đồ so sánh ảnh hưởng của dung môi hữu cơ và chất tẩy rửa 

đến hoạt tính endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 . 67 

Hình 3.16. Hình ảnh kết quả phân tích trình tự peptide tín hiệu của EglA 

bằng phần mềm SignalP 4.1 Server .................................................. 69 

Hình 3.17. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR nhân gen meglA, plasmid tái tổ 

hợp pJmeglA và sản phẩm cắt pJmeglA bằng EcoRI/XbaI  .............. 70 

Hình 3.18. Trình tự gen meglA và trình tự amino acid suy diễn của mEglA từ 

chủng A. niger VTCC-F021 .............................................................. 71 

Hình 3.19. Hình ảnh điện di sản phẩm thôi gel, plasmid pPmeglA, sản phẩm cắt 

pPmeglA bằng EcoRI và XbaI, sản phẩm cắt pPmeglA bằng SacI ...... 72 

Hình 3.20. Trình tự nucleotide của cấu trúc biểu hiện pPmeglA ........................ 73 

Hình 3.21. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR với cặp mồi đặc hiệu 3´-5´ 

AOX1; điện di protein tổng số dịch lên men chủng P. pastoris 



 xiii 

GS115/pPmeglA; điện di nhuộm hoạt tính dịch lên men chủng P. 

pastoris GS115/pPmeglA  ................................................................. 74 

Hình 3.22. Biểu đồ so sánh ảnh hưởng của loại môi trường và đồ thị ảnh 

hưởng nồng độ cao nấm men đến năng suất biểu hiện rmEglA ....... 77 

Hình 3.23. Đồ thị ảnh hưởng của nồng độ peptone và pH ban đầu của môi 

trường đến năng suất biểu hiện rmEglA ........................................... 78 

Hình 3.24. Biểu đồ so sánh ảnh hưởng của nhiệt độ và đồ thị ảnh hưởng của 

nồng độ methanol đến năng suất biểu hiện rmEglA ......................... 79 

Hình 3.25. Đồ thị ảnh hưởng của thời gian lên men và biểu đồ so sánh năng 

suất biểu hiện rmEglA trong môi trường và điều kiện tối ưu  .......... 81 

Hình 3.26. Hình ảnh điện di các phân đoạn tinh sạch rmEglA, điện di so 

sánh rEglA với rmEglA và điện di nhuộm hoạt tính ........................ 83 

Hình 3.27. Đồ thị phương trình động học cơ chất Lineweaver-Burk của 

rmEglA .............................................................................................. 84 

Hình 3.28. Phổ chạy sắc ký TLC sản phẩm thủy phân cơ chất CMC của rmEglA .... 86 

Hình 3.29. Nhiệt độ phản ứng tối ưu và độ bền nhiệt độ của rmEglA ............... 86 

Hình 3.30. pH phản ứng tối ưu và độ bền pH  của rmEglA ............................... 87 

Hình 3.31. Biểu đồ so sánh ảnh hưởng của dung môi hữu cơ và chất tẩy rửa 

đến hoạt tính của rmEglA ................................................................. 90 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1 

MỞ ĐẦU 

1. Đặt vấn đề 

Cùng với sự phát triển của công nghệ sinh học hiện đại, công nghệ enzyme 

đã có bước phát triển vượt bậc, ngày càng có nhiều thành tựu và được ứng dụng 

rộng rãi trong nhiều ngành công nghịêp, đem lại lợi ích to lớn cho con người. 

Trong số các enzyme đang được ứng dụng hiện nay, cellulase là một trong 

những enzyme có nhiều ứng dụng trong thực tiễn. Cellulase xúc tác cho phản 

ứng thủy phân liên kết β-1,4-glycoside trong phân tử cellulose và các dẫn xuất 

tạo thành glucose và các đường đơn giản. Do đó, cellulase được ứng dụng trong 

công nghiệp thực phẩm, sản xuất thức ăn chăn nuôi, sản xuất bia, bột giấy, 

ngành công nghiệp chất tẩy rửa, ngành công nghiệp dệt may, nhiên liệu và hóa 

chất, quản lý chất thải và xử lý ô nhiễm môi trường. 

Cellulase là một phức hệ enzyme gồm 3 loại enzyme chính gồm: 

endoglucanase, exoglucanase và -glucosidase. Trong đó, endoglucanase là 

loại enzyme có khả năng thủy phân mạnh phân tử cellulose ở vùng vô định 

hình, có nhiều tiềm năng ứng dụng trong thực tiễn và được tập trung nghiên 

cứu nhiều nhất hiện nay. Trên thế giới đã có nhiều nghiên cứu về cellulase, 

những nghiên cứu về cellulase chủ yếu tập trung vào việc tách dòng gen mã 

hoá cellulase, tinh sạch và nghiên cứu đặc điểm hoá sinh của cellulase, tối ưu 

những điều kiện nuôi cấy thu nhận chế phẩm enzyme từ các loài nấm mốc, vi 

khuẩn và xạ khuẩn. Nhiều công ty trên thế giới đã tạo ra những chế phẩm 

cellulase thương mại và ứng dụng vào thực tiễn. Ở Việt Nam đã có những 

nghiên cứu về tinh sạch, nghiên cứu đặc điểm hoá sinh từ một số chủng nấm 

sợi như: Penicillium, Aspergillus, Trichoderma; xạ khuẩn Actinomyces được 

công bố. Tuy nhiên, việc khai thác ứng dụng cellulase từ nguồn tự nhiên gặp 

nhiều hạn chế do năng lực sinh tổng hợp của chủng giống, không chủ động 

nguồn enzyme, khó can thiệp thay đổi tính chất về động học enzyme, độ bền 
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nhiệt độ và pH, khả năng hoạt động trong những điều kiện nồng độ cao chất 

tẩy rửa và dung môi hữu cơ. 

Bằng các kỹ thuật tái tổ hợp DNA đã cho phép các nhà công nghệ sinh học 

phân lập và khuếch đại một gen đơn từ hệ gen của một sinh vật để có thể nghiên 

cứu, biến đổi và chuyển nó vào cơ thể sinh vật khác tạo protein tái tổ hợp. Sản 

xuất enzyme bằng con đường tái tổ hợp có thể chủ động về nguồn nguyên liệu 

cung cấp enzyme ban đầu ; nâng cao năng suất , chất lượng enzyme ; dễ dàng 

công nghệ hóa quá trình sản xuất và giảm giá thành sản phẩm. 

Trên thế giới, đã có nhiều phương pháp được đưa ra để nâng cao năng suất 

cellulase như là tuyển chọn các chủng có khả năng sinh tổng hợp cellulase cao, 

tối ưu hóa các điều kiện lên men nhằm thu được lượng lớn enzyme này. Đặc biệt 

với sự phát triển của công nghệ, một số gen mã hóa cellulase của vi sinh vật và 

thực vật đã được tách dòng và biểu hiện ở các hệ biểu hiện khác nhau (biểu hiện 

ở E. coli, nấm men, nấm sợi). Ở Việt Nam, việc nghiên cứu cellulase chủ yếu 

dừng ở việc phân lập tuyển chọn các chủng vi sinh vật sản xuất enzyme cao và 

đánh giá một số tính chất của enzyme để ứng dụng trong công nghệ sinh học và 

xử lý môi trường. Việc nghiên cứu tạo chế phẩm cellulase tái tổ hợp và ứng 

dụng các chế phẩm này còn hạn chế. 

Xuất phát từ những lý do trên chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài: 

“Tinh sạch và nghiên cứu đặc tính của cellulase tự nhiên và tạo 

cellulase tái tổ hợp từ nấm sợi tại Việt Nam”. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

(i) Tinh sạch và đánh giá được đặc tính của cellulase tự nhiên từ chủng 

nấm sợi tuyển chọn; 

(ii) Tạo được endoglucanase tái tổ hợp không chứa peptide tín hiệu từ 

nguồn gen đã được phân lập từ chủng nấm sợi tuyển chọn  tại Việt Nam. 
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3. Nội dung nghiên cứu 

3.1. Nghiên cứu tuyển chọn chủng nấm sợi có khả năng sinh tổng hợp 

cellulase mạnh trong bộ sưu tập từ nhiều nguồn khác nhau; 

3.2. Nghiên cứu tối ưu thành phần môi trường, điều kiện lên men quy mô 

phòng thí nghiệm phù hợp với chủng nấm sợi tuyển chọn làm cơ sở sản xuất 

cellulase tự nhiên; 

3.3. Tinh sạch và phân tích tính chất lý hóa của cellulase tinh sạch từ chủng 

nấm sợi chọn lọc tại Việt Nam; 

3.4. Nghiên cứu biểu hiện gen mã hóa endoglucanase không chứa peptide 

tín hiệu từ chủng nấm sợi Aspergillus niger VTCC-F021 trong Pichia pastoris 

GS115 và tối ưu môi trường lên men phù hợp để sản xuất endoglucanase tái tổ 

hợp không chứa peptide tín hiệu; 

3.5. Tinh sạch và phân tích tính chất lý hóa của endoglucanase tái tổ hợp 

không chứa peptide tín hiệu. 

4. Những đóng góp mới của luận án 

(i) Endoglucanase từ chủng nấm sợi Peniophora sp. NDVN01 tuyển chọn 

tại Việt Nam được tinh sạch có kích thước khoảng 32 kDa. Endoglucanase có độ 

bền cao trong khoảng nhiệt độ 30-37°C và pH 4,0-7,0. Enzyme này bền đối với 

dung môi acetone ở nồng độ 1-20%; ethanol và n-butanol ở nồng độ 1-5%; 

isopropanol ở nồng độ 1-15% và độ bền cao đối với chất tẩy rửa Tween 20, 

Tween 80, Triton X-100 và triton X-114. 

(ii) Gen mã hóa endoglucanase A không chứa peptide tín hiệu (meglA) từ 

chủng A. niger VTCC-F021 đã được bi ểu hiện thành công trong P. pastoris 

GS115. Endoglucanase A tái tổ hợp (rmEglA) tinh sạch có kích thước khoảng 

32 kDa. Enzyme hoạt động tối ưu ở nhiệt độ 50°C, pH 3,5, bền ở 30-37°C và rất 

bền trong khoảng pH 3,0-8,0. Enzyme có độ bền cao đối với chất tẩy rửa Tween 

20, Tween 80, Triton X-100 và triton X-114. 
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5. Ý nghĩa khoa học thực tiễn của luận án 

5.1. Ý nghĩa khoa học 

Kết quả nghiên cứu góp phần làm sáng tỏ đặc điểm hóa sinh của 

endoglucanase có nguồn gốc từ nấm sợi thuộc chi Peniophora và góp phần làm 

sáng tỏ ảnh hưởng của peptide tín hiệu đến tính chất endoglucanase của chủng A. 

niger VTCC-F021 biểu hiện trong nấm men Pichia pastoris. 

Kết quả tạo endoglucanase tái tổ hợp không chứa peptide tín hiệu đã củng 

cố thêm cơ sở khoa học trong hướng cải biến hoạt tính và tính chất enzyme tái tổ 

hợp bằng cách cắt bỏ đoạn peptide tín hiệu. 

Các bài báo khoa học công bố trên tạp chí khoa học chuyên ngành quốc tế 

và trong nước cùng với trình tự gen công bố trên cơ sở dữ liệu Ngân hàng gen 

Quốc tế là những tài liệu có giá trị tham khảo trong nghiên cứu và giảng dạy. 

5.2. Ý nghĩa thực tiễn 

Endoglucanase từ chủng nấm sợi Peniophora sp. NDVN01 và 

endoglucanase tái tổ hợp không chứa peptide tín hiệu có tính chất phù hợp với 

hướng ứng dụng sản xuất chế phẩm bổ sung vào thức ăn chăn nuôi để chuyển 

hóa hợp chất glucan nâng cao hiệu quả sử dụng thức ăn và tăng trọng vật nuôi. 

Đồng thời, hai enzyme này có thể sử dụng trong chuyển hóa sinh học nguyên 

liệu, chất thải nông nghiệp giàu cellulose thành đường sử dụng trong công 

nghiệp lên men. 

Thành phần môi trường và điều kiện lên men tối ưu đối với chủng nấm sợi 

Peniophora sp. NDVN01 và chủng nấm men P. pastoris tái tổ hợp có thể được 

sử dụng để lên men lượng lớn, phù hợp để sản xuất chế phẩm endoglucanase tự 

nhiên và tái tổ hợp trong điều kiện thực tiễn tại Việt Nam. 
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Chƣơng 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Cellulase 

1.1.1. Nguồn gốc và phân loại 

1.1.1.1. Nguồn gốc 

Cellulase là nhóm enzyme thủy phân có khả năng cắt mối liên kết -1,4-O-

glycoside trong phân tử cellulose, oligosaccharide, disaccharide và một số cơ 

chất tương tự khác. 

Cellulase có thể được tổng hợp từ rất nhiều nguồn khác nhau trong tự 

nhiên, trong đó vi sinh vật được xem là nguồn cung cấp enzyme với nhiều ưu 

điểm nổi bật và có tính chất độc đáo vượt xa so với enzyme có nguồn gốc từ 

động vật, thực vật. Quá trình phân giải cellulose bởi vi sinh vật là một trong 

những chu trình quan trọng nhất của tự nhiên. Trong tự nhiên có rất nhiều 

chủng vi khuẩn, xạ khuẩn, nấm sợi và một số loại nấm men có khả năng sinh 

tổng hợp cellulase [24]. 

Nấm sợi là một trong những vi sinh vật có khả năng sinh tổng hợp cellulase 

mạnh nhất. Nhiều chủng nấm sợi thuộc các chi Aspergillus, Trichoderma, 

Penicillium, Phanerochaete đã được nghiên cứu cho thấy có khả năng sinh tổng 

hợp cellulase mạnh như: A. niger [50], [52], A. flavus, A. fumigatus, A. terreus 

[63], A. oryzae [124], A. awamori [126], T. reesei [135], Penicillium sp. DTQ-

HK1 [13], Penicillium persicinum, P. brasilianum [76], Phanerochaete 

chrysosporium [77]. 

Bên cạnh nấm sợi, vi khuẩn cũng được xem là một trong những đối tượng 

có khả năng sinh tổng hợp cellulase khá phong phú với ưu thế chu kỳ sinh 

trưởng trong thời gian ngắn. Nhiều loài vi khuẩn hiếu khí đã được nghiên cứu là 

có khả năng sinh tổng hợp cellulase mạnh như Acidothemus cellulobuticus [37], 

Bacillus pumilis [68], Cellulomonas flavigena, C. udai [30], Pseudomonas 

fluoressens [104]. Không chỉ có các vi khuẩn hiếu khí mà một số vi khuẩn kỵ 

khí cũng có khả năng sinh tổng hợp cellulase mạnh như Clostridium [156]. 
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Nhiều chủng xạ khuẩn thuộc chi Actinomyces, Streptomyces cũng có khả 

năng sinh tổng hợp cellulase mạnh như: Actinomyces griseus [16], 

Streptomyces reticuli [168]. Năm 1955, hoạt động phân giải cellulose bởi vi 

sinh vật sống cộng sinh trong dạ cỏ của các động vật nhai lại đã được chứng 

minh [36]. Đến năm 1971, người ta đã phân lập được một số loài vi sinh vật có 

khả năng phân giải cellulose trong dạ cỏ. Trong đó có hai chủng được nghiên 

cứu kĩ hơn cả là Ruminococus albus và R. flavefaciens [24]. Ngoài ra, cellulase 

còn được sinh tổng hợp ở thực vật Arabidopsis [40], ở động vật nguyên sinh và 

một số động vật không xương sống khác như mối [171], ở động vật thân mềm 

như vẹm xanh Mytilus edulis [178]. 

1.1.1.2. Phân loại 

Theo Ủy ban danh pháp của Hiệp hội Hóa sinh và Sinh học phân tử Quốc 

tế, cellulase thuộc lớp 3 (hydrolase): các enzyme xúc tác phản ứng thủy phân; tổ 

2 (glycosidase): các enzyme thủy phân các liên kết glycoside; nhóm 1: các 

enzyme thủy phân liên kết O- và S-glycoside [189]. 

Cellulase là một phức hệ gồm nhiều loại enzyme khác nhau. Tùy theo quan 

điểm của từng tác giả mà các enzyme thuộc phức hệ cellulase được xếp thành 

các nhóm khác nhau. Trước đây, cellulase được chia làm hai nhóm: nhóm 

enzyme C1 và nhóm enzyme Cx. Các enzyme C1 có khả năng thủy phân sợi 

cellulose tự nhiên, có tính đặc hiệu không rõ ràng. Các enzyme Cx được chia 

thành hai loại: exo -1,4-glucanase (E.C.3.2.1.21) xúc tác cho phản ứng cắt đứt 

gốc glucose từ đầu không khử của chuỗi cellulose; endo -1,4-glucanase 

(E.C.3.2.1.4) hoạt động tùy tiện hơn, xúc tác phản ứng thủy phân liên kết bên 

trong phân tử cellulose. Hiện nay, cellulase được chia làm ba dạng: Endo--

(1,4)-glucanase (hay còn gọi là endocellulase (1,4--D-glucanohydrolase); 

CMCase hoặc Cx) (E.C.3.2.1.4) thủy phân liên kết -1,4-glycoside bên trong 

chuỗi của cellulose và một số loại polysaccharide tương tự một cách ngẫu nhiên. 
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Sản phẩm thủy phân là các oligosaccharide phân tử lượng thấp, cellodextrin và 

một số đường khử. Endo--(1,4)-glucanase thủy phân dễ dàng cellulose vùng vô 

định hình nhưng tác dụng rất yếu ở vùng cellulose kết tinh và không phân giải 

cellobiose. Exo--(1,4)-glucanase (hay còn gọi là exocellulase; 1,4--D-

glucancellobiohydrolase hoặc C1) (E.C.3.2.1.91) phân cắt cellulose từ đầu khử 

và đầu không khử giải phóng ra các các oligosaccharide, cellobiose và glucose. 

C1 có tính chất không đặc hiệu. Dưới tác dụng của C1, các loại cellulose bị hấp 

thụ nước, trương lên và chuẩn bị cho sự tác động của các enzyme khác. Nếu tách 

riêng C1 cho hoạt động độc lập thì tác dụng này lại không rõ ràng. -(1,4)-

glucosidase hay cellobiase (E.C.3.2.1.2) thủy phân các phân tử cellobiose và 

cellooligosacharide mạch ngắn tạo thành glucose, nhưng không có tác dụng đối 

với cellulose và cellulose dextrin cao phân tử [62], [148], [154]. 

1.1.2. Cơ chất cellulose 

Cellulose là một polymer mạch thẳng không cuộn xoắn , được tạo nên từ 

các đơn vị -glucose thông qua liên kết -1,4-O-glycoside. Mức độ polymer hóa 

được đánh giá dựa vào số phân tử glucose trong chuỗi . Đối với ce llulose tự 

nhiên, con số này khoảng 10000-14000 và khối lượng phân tử của cả chuỗi là 

1,5x10
6
 Da, dài 5m [64]. Các phân tử glucose trong chuỗi polymer có dạng ghế 

bành, phân tử này quay 180 so với phân tử kia . Các nhóm -OH glycoside đều 

nằm trên mặt phẳng ngang của các phân tử glucose [51]. 

Bằng phương pháp phân tích sử dụng tia rơnghen , người ta đã tìm ra cấu 

trúc của cellulose trong tế bào thực vật có dạng sợi . Đơn vị nhỏ nhất của 

cellulose có đường kính vào khoảng 3 nm. Các sợi sơ cấp hợp lại thành v i sợi 

hay còn gọi là micelle . Mỗi micelle thường có khoảng 60 phân tử cellulose , có 

đường kính từ 10-40 nm, dài 100-40000 nm. Các micelle này hợp lại thành từng 

bó sợi to hơn nằm đan xen vào nhau có thể quan sát được dưới kính  hiển vi 

quang học . Các bó sợi cellulose liên kết với lớp polysaccharide trong thành tế 
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bào thực vật tạo nên một phức hệ bền vững đóng vai trò như lớp kết dính sinh 

học trong thành tế bào thực vật (hình 1.1) [120]. 

 

Hình 1.1. Hình ảnh mô hình sự sắp xếp các chuỗi cellulose trong thành tế 

bào thực vật [120] 

Cellulose có cấu trúc không đồng nhất gồm hai vùng: 

- Vùng kết tinh có trật tự cao. 

- Vùng vô định hình có cấu trúc không chặt chẽ, các mạch tập hợp với nhau 

nhờ lực Van der Waals , dễ bị tác động bởi các yếu tố bên ngoài . Khi gặp nước 

chúng có thể hấp thu nước và trương phồng lên , nhờ vậy cellulase rất dễ tác 

động. Trong khi đó , ở vùng kết tinh , các mạch cellulose liên kết với nhau theo 

một trật tự đều đặn nhờ liên kết hydrogen nối nhóm –OH thứ nhất của mạch này 

với nhóm –OH ở C 3 của mạch khác nên đã ngăn cản được sự trương này . Nhờ 

đó mà enzyme cũng như nhiều phân tử khác khó có thể xâm nhập vào được bên 

trong phân tử cellulose để phân hủy [85]. 

1.1.3. Cấu trúc của cellulase 

Cellulase từ các nguồn gốc khác nhau có thành phần cấu tạo và cấu trúc 

khác nhau. Sự khác nhau đó thể hiện trước hết ở sự đa dạng về khối lượng phân 

tử, thành phần và trật tự sắp xếp của các amino acid trên chuỗi polypeptide. 

Chủng A. oryzae KBN616 sinh tổng hợp hai loại endoglucanase là CelA và 
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CelB. Phân tử protein CelA gồm 239 amino acid, khối lượng phân tử 31 kDa, 

được xếp vào họ cellulase H. Trong khi đó, CelB được xếp vào họ cellulase C 

gồm 416 amino acid và khối lượng phân tử 53 kDa [106]. Endoglucanase từ A. 

aculeatus bao gồm 410 amino acid với khối lượng phân tử 43,7 kDa [163]. Các 

endoglucanase từ A. niger Z10 có khối lượng phân tử 83 kDa và 50 kDa [50], từ 

A. terreus là 25 kDa [63], từ T. reesei là 48 kDa và 55 kDa [98, 116], từ Bacillus 

sp. D04 có khối lượng 35 kDa [153]. Endoglucanase từ A. niger là EglC có kích 

thước 50,9 kDa gồm 858 amino acid [28], từ A. aculeatus là 45 kDa [121]. 

A 
   

B 
   

C 

Hình 1.2. Hình ảnh cấu trúc phân tử của một số cellulase 

A: endoglucanase của A. niger [102]; B: β-glucosidase của Trichoderma reesei 

[89]; C: Exoglucanase của Cellulomonas fimi [173] 

Sandgren và đtg (2003) đã có những nghiên cứu chi tiết về cấu trúc Cel12A 

thuộc họ 12 (GH 12) endoglucanase từ nấm sợi chịu nhiệt Humicola grisea. 

Cel12A của H. grisea là một chuỗi polypeptide gồm 224 amino acid cấu tạo nên 

các chuỗi ,  và các vùng nối (hình 1.3). Sự khác nhau về cấu trúc của các 

enzyme còn thể hiện ở sự sắp xếp trong không gian các chuỗi polypeptide, các 

trung tâm xúc tác và các vùng liên kết cơ chất. Chính nhờ sự khác nhau về cấu 

trúc không gian của các enzyme dẫn tới sự khác nhau về các tính chất hóa lý của 

chúng. Phân tử Cel12A của H. grisea cấu tạo bởi 1 chuỗi , 2 chuỗi  (A và B). 

Chuỗi -A được cấu tạo bởi 6 dải xoắn  (A1-A6), chuỗi -B được cấu tạo bởi 9 

dải xoắn  (B1-B9). Các dải xoắn  được nối với nhau bởi các vùng nối, có 4 

vùng nối lớn 29-32, 40-47, 92-96, và 165-169 nối tương ứng các dải xoắn : B2-

A2, A2-A3, A5-B5 và A6-B7 (Hình 1.3A) [152]. 
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* Cấu trúc của trung tâm xúc tác và vùng liên kết cơ chất 

Trung tâm xúc tác của Cel12A từ H. grisea gồm 2 amino acid glutamic E-

120 và E-205 (hình 1.3B), còn ở Cel12A từ T. reesei là E-116 và E-200 [152]. 

 

Hình 1.3. Hình ảnh mô hình cấu trúc không gian (A) và trung tâm 

xúc tác (B) của Cel12A từ H. grisea [152] 

Vai trò liên kết cơ chất khi tham gia xúc tác thủy phân cellulose của các 

cellulase được thực hiện nhờ các vùng liên kết đặc hiệu cellulose binding 

domain (CBD). Các CBD có thể nằm trong trung tâm hoạt động của enzyme 

hoặc không. Tùy thuộc vào từng loại enzyme mà vùng liên kết này có cấu tạo 

hóa học và cấu trúc không gian khác nhau. Cel12A từ H. grisea có 3 vùng liên 

kết với sự tham gia của các amino acid, trong đó cysteine (C175, C206, C216) 

đóng vai trò trung tâm. CBD1 với C175 làm trung tâm nằm trên dải xoắn -A6 

liên kết yếu với các amino acid T85, I123, A144, F173, I177 và F180 bằng 

tương tác van der Walls. Liên kết giữa các amino acid trong CBD1 có kích 

thước 3,5 đến 4,1 Å (hình 1.5A). CBD2 với C206 làm trung tâm nằm trên dải 

xoắn -B4 liên kết với các amino acid Q34, W52, W54, S63, P65, Y91, A98 và 

T204. Liên kết giữa các amino acid trong CBD2 có kích thước 3,3 đến 4,9 Å và 

CBD2 chứa trung tâm hoạt động (Glu 205) (hình 1.5B). CBD3 với C216 làm 

trung tâm nằm trên dải xoắn -A4 liên kết với các amino acid W48, V87, W89, 

F214 và F219. Liên kết giữa các amino acid trong CBD3 có kích thước 3,3 đến 

4,8 Å (hình 1.5C) [152]. 
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Hình 1.5. Cấu trúc vùng CBD của Cel12A từ Humicola grisea [152] 

A: CBD 1; B: CBD 2; C: CBD 3 

* Cơ chế xúc tác của cellulase 

Khi nghiên cứu cơ chế thủy phân cellulose , nhiều tác giả đã trình bày cơ 

chế tác động của cellulase theo các cách khác nhau . Reese (1950) là người đầu 

tiên đề xuất cơ chế thủy phân cellulose hòa tan bở i enzyme C1 và C x. Theo 

Reese thì C1 là yếu tố tiền thủy phân, nó chỉ có tác dụng làm trương nở cellulose 

tự nhiên tạo thành cellulose hoạt động có mạch ngắn hơn . Sau đó, Cx sẽ tiếp tục 

phân cắt các chuỗi này tạo thành các đường tan và cuối cùng tạo thành glucose 

[149]. Eriksen và Goksoyr (1977) đã đưa ra cơ chế tác dụng phối hợp của 

endoglucanase; exoglucanase và -glucosidase. Đầu tiên , những vùng có mức 

độ kết tinh thấp trong sợi cellulose bị các endoglucanase tấn công tạo các đầu tự 

do. Tiếp đó, exoglucanase sẽ bắt đầu phân cắt từ các đầu tự do để tạo thành các 

cellobiose; cellooligosaccharide và glucose . -Glucosidase sẽ thủy phân tiếp và 

cuối cùng tạo thành glucose [62]. 

Theo nghiên cứu của Martin (2000), cellulase là phức hệ gồm hai nhóm 

enzyme là endoglucanase (EC 3.2.1.4) và cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) thủy 

phân liên kết -1,4-O-glycoside trong phân tử cellulose theo hai cơ chế đảo 

ngược và giữ lại (hình 1.6) [117]. 
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Hình 1.6. Hai cơ chế xúc tác của phức hệ cellulase [117] 

Năm 2002, Lee và đtg đã đưa ra cơ chế phản ứng của phức hệ cellulase. Mỗi 

dạng enzyme trong phức hệ cellulase tham gia thủy phân phân tử cơ chất theo một 

cơ chế riêng. Tuy nhiên, những enzyme này thường phối hợp hoạt động để thủy 

phân hoàn toàn phân tử cơ chất thành sản phẩm đơn giản nhất là glucose.  

Endoglucanase tham gia thủy phân các liên kết β-1,4-glycoside ở bên trong 

các phân tử cellulose và một số loại polysaccharide tương tự khác. Sản phẩm 

phân cắt là các oligosaccharide. Exoglucanase thủy phân các liên kết ở đầu khử 

và đầu không khử của phân tử cơ chất, giải phóng các oligosaccharide, 

cellobiose và glucose. -Glucosidase thủy phân các phân tử cellodextrin và 

cellobiose tạo thành các phân tử glucose (hình 1.7) [111].  
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1.1.4. Tinh sạch và đánh giá tính chất của cellulase 

1.1.4.1. Tinh sạch cellulase 

Trong sản xuất chế phẩm enzyme thì việc giữ được hoạt tính enzyme là 

một trong những yêu cầu hàng đầu. Thông thường qua mỗi bước tinh sạch thì 

một phần enzyme cũng như hoạt độ của chế phẩm bị mất đi, giá thành tăng cao 

do chi phí về thiết bị, nguyên liệu, công sức và do mất hoạt độ. Để hạn chế tối 

đa sự giảm hoạt độ enzyme trong quá trình tinh sạch cần chọn dung dịch chiết 

rút enzyme thích hợp, vừa cho hiệu suất chiết xuất enzyme cao, vừa không làm 

biến tính enzyme. Với mục đích đó, việc tìm được những phương pháp tách và 

tinh chế enzyme phù hợp là rất quan trọng. 

Các cellulase từ các chủng Aspergillus  được tinh sạch qua các bước như 

tủa ammonium sulfate, tủa dung môi và qua cột sắc kí (lọc gel, trao đổi ion, 

tương tác kỵ nước, ...). Cellulase được tinh sạch từ các chủng A. niger có nguồn 

gốc khác nhau rất khác nhau về kích thước: 31 kDa [140], 24 kDa [118], 26 kDa 

[180], 37 kDa [81], 40 kDa [26], [185], 50 và 83 kDa [50], 90,5 kDa [74], 78-80 

kDa (A. terreus [123]), 24 và 39 kDa (A. aculeatus SM-L22 [45]), 32 kDa (A. 

awamori VTCC-F099 [127]), 36 kDa (A. oryzae VTCC-F045 [124]). 
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Hình 1.7. Cơ chế thủy phân phân tử cellulose (A) và phức hệ cellulose (B) [111] 
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Các cellulase từ A. terreus M11 được tinh sạch 18 lần với hiệu suất thu hồi 

14% và hoạt tính đặc hiệu đạt 67 U/mg protein [63], từ A. terreus DSM 826 sạch 

27 lần với hiệu suất đạt 10,5% [60] và từ A. terreus NA1 sạch 40 lần với hiệu 

suất đạt 1,32% [123]. 

1.1.4.2. Tính chất của cellulase 

Giá trị Km và Vmax đặc trưng cho tính đặc hiệu của một enzyme với một cơ 

chất, Km bé thì ái lực của enzyme với cơ chất lớn và ngược lại. Km của -

glucanase từ S. sclerotorium (8,7 mg/ml) [169], Km của -glucanase từ A. niger 

(52-80 mg/ml) [84], Km của -glucanase từ M. verrucaria (0,5 mg/ml) [73] và từ 

A. awamori VTCC-F099 (5,83 mg/ml) [127]. Vmax của -glucanase tinh sạch từ 

A. terreus AN1 là 200 U/mg protein [123] và từ A. awamori VTCC-F099 

(333,33 U/mg) [127], từ A. terreus DSM 826 là 4,35 U/mg protein khi sử dụng 

cơ chất CMC [60].  

Nhiệt độ và pH phản ứng ảnh hưởng mạnh mẽ đến hoạt tính xúc tác của 

enzyme, mỗi enzyme có một nhiệt độ và pH phản ứng thích hợp. Trong giới hạn 

nhiệt độ chưa làm biến tính enzyme, hoạt tính enzyme tăng khi nhiệt độ tăng. 

Tuy nhiên, khi nhiệt độ tăng quá giới hạn thì hoạt tính của enzyme lại giảm. 

Nguyên nhân có thể do khi nhiệt độ tăng cao đã làm đứt gãy một số liên 

kết yếu trong phân tử protein enzyme, làm thay đổi cấu trúc của phân tử 

này, đặc biệt là cấu trúc trung tâm hoạt động của enzyme, từ đó ảnh 

hưởng tới hoạt tính xúc tác của enzyme [4]. 

Nhiệt độ và pH tối ưu cho hoạt động của -glucanase từ A. niger VTCC-

F021 là 55C và pH 5. Hầu hết các -glucanase từ các chủng Aspergillus từ 

nhiều nghiên cứu trước cũng có nhiệt độ tối ưu (50-70C) và pH tối ưu (3,5-5). 

Nhiệt độ và pH tối ưu của -glucanase từ A. terreus DSM 826 [60] và A. 

awamori VTCC-F099 [127] là 50C và pH 4,8-5, từ A. oryzae VTCC-F045 là 

55C và pH 5,5 [124], cellulase từ A. niger NRRL-363 là 50C và pH 5,5 [14]. 
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Các -glucanase từ A. niger IFO31125 là 70C và pH 6-7 [27], từ A. terreus 

M11 là 60C và pH 2 [63], từ A. terreus AN1 là 60C và pH 4 [123], từ A. niger 

Z10 lại hoạt động tốt ở nhiệt độ 40C và pH 4,5-7,5 [50] 

Endoglucanase từ A. niger VTCC-F021 bền ở dưới 50C và pH từ 5-6. Độ 

bền nhiệt và pH của endoglucanase từ A. niger VTCC-F021 cũng giống với 

endoglucanase từ A. awamori VTCC-F099 và A. oryzae VTCC-F045. Theo 

Nguyen và Quyen, endoglucanase từ A. awamori VTCC-F099 bền ở dưới 40C 

và dải pH từ 4,5-5,5, hoạt tính còn hơn 80% sau 36 giờ ủ ở 30-40C và pH 4,5-5,5 

[127], endoglucanase từ A. oryzae VTCC-F045 bền ở dưới 55C và pH 5-6, hoạt 

tính tăng từ 21-27% sau 4 giờ ủ ở 30-55C và còn 72% sau 1 giờ ủ ở pH 5-6 [124].  

Theo Elshafei và đtg (2009) endoglucanase tinh sạch từ A. terreus DSM 

826 vẫn giữ nguyên hoạt tính khi ủ ở 50C trong 1 giờ, nhưng chỉ còn 56% hoạt 

tính khi ủ ở 80C trong 5 phút [60], endoglucanase (celA) từ chủng A. oryzae 

KBN616 bền ở dưới 55C sau 20 giờ ủ và mất hoạt tính ở trên 60C và CelB thì 

bền ở dưới 50C và mất hoạt tính ở trên 55C và cả CelA và CelB đều bền ở pH 

3-7 [106]. Các endoglucanase từ A. terreus M11 bền ở pH 2-5 và còn hơn 60% 

hoạt tính khi ủ 1 giờ ở 70C [63], từ A. terreus AN1 bền ở 50C và pH 3-5 [123]. 

Theo Akiba và đtg (1995) endoglucanase từ A. niger IFO31125 lại bền ở dải pH 

cao hơn (5-10) và không làm mất hoạt tính enzyme sau 2 giờ ủ ở 60C [27]. 

Các ion kim loại đóng vai trò quan trọng trong việc định hình cấu trúc 

không gian của phân tử enzyme hoặc trong một vài trường hợp nó là nhân tố cần 

thiết trong trung tâm hoạt động của enzyme. Do đó ion kim loại có ảnh hưởng 

lớn tới khả năng hoạt động của enzyme. 

Các ion kim loại Cu
2+

, Fe
2+

 và EDTA làm tăng hoạt tính -glucanase A từ 

A. niger VTCC-F021 lên 12-52%, trong khi các ion Mn
2+

, Zn
2+ 

và Ni
2+ 

lại làm 

giảm mạnh hoạt tính endoglucanase ở ngay nồng độ thấp, còn các ion K
+
, Ca

2+
, 
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Co
2+

 và Ag
+
 làm giảm 18-54% hoạt tính ở nồng độ 15 mM [140]. Nghiên cứu 

của Nguyen và đtg (2010) cho thấy, các ion Fe
2+

, Cu
2+

 và EDTA làm tăng hoạt 

tính endoglucanase từ A. awamori VTCC-F099 lên tới 55%, còn các ion Ag
+
, 

Ca
2+

, Co
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

 lại làm giảm hoạt tính enzyme [127]. Trong khi đó, 

các ion kim loại và EDTA đều làm ức chế mạnh hoạt tính của endoglucanase từ 

A. oryzae VTCC-F045 [124].  

Chen và đtg (2001) cho thấy Fe
2+

 kích thích hoạt tính của cả 5 loại CMCase 

(EG II-1, EG II-2, EG III-1, EG III-2 và EG IV) từ A. aculeatus SM-L22 [44]. 

Hoạt tính endoglucanase từ A. terreus DSM 826 tăng 83% và 25% khi ủ với 

Co
2+

 25 mM và Zn
2+

 50 mM, nhưng Hg
2+

 lại làm giảm 50-71% hoạt tính khi ủ 

với Hg
2+

 25 và 50 mM [60]. Cu
2+ 

và Hg
2+ 

ở nồng độ 2 mM ức chế hoạt tính 

endoglucanase từ A. terreus M11 từ 59-77% [63]. Hoạt tính của -glucanase từ 

A. niger IFO31125 bị ức chế bởi Hg
2+

 và Cu
2+

, nhưng lại không bị ảnh hưởng 

bởi các chất ức chế khác như p-chloromercuribenzoate và N-ethylmaleimide 

[27]. Như vậy, Fe
2+

 hoạt hóa các -glucanase từ A. niger VTCC-F021, A. 

awamori VTCC-F099, A. aculeatus SM-L22. Còn Cu
2+ 

có ảnh hưởng hỗn hợp 

lên endoglucanase, hoạt hóa endoglucanase từ A. niger VTCC-F021, A. 

awamori VTCC-F099 [127], nhưng lại ức chế endoglucanase từ A. terreus M11 

[63], A. niger IFO31125 [27], A. oryzae VTCC-F045 [124]. 

Các dung môi hữu cơ và chất tẩy rửa thường sử dụng để biến tính protein 

và hòa tan các cơ chất kị nước trong phản ứng của enzyme. Endoglucanase có 

khả năng kháng cao với methanol và ethanol ở 10-20% (v/v) và giữ lại được 

hơn 86% (7,15-7,81 U/mg) hoạt tính so với đối chứng. Các nghiên cứu của 

Nguyen và Quyen (2010) cũng cho thấy các endoglucanase từ A. awamori 

VTCC-F099 và A. oryzae VTCC-F045 đều kháng cao với các dung môi hữu cơ 

isopropanol, acetone, methanol và butanol và giữ được hơn 80% so với đối 

chứng [124], [127].  
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Endo--1,4-glucanase từ A. niger VTCC-F021 có sức kháng cao với 

Tween 20 và Tween 80 ở 0,5-2% (v/v) và giữ được hơn 80% hoạt tính so với 

đối chứng. Kết quả này cũng giống với nghiên cứu của các tác giả trước. Các 

endoglucanase từ A. awamori VTCC-F099 có sức kháng cao với Tween 20, 

Tween 80 và Triton X-100 ở nồng độ 10-20% (v/v) [127] và từ A. oryzae 

VTCC-F045 kháng cao với Tween 20 ở 0,4-0,8% (v/v) [124]. 

1.2. Ứng dụng của cellulase 

Các cellulase được ứng dụng rộng rãi trong nhiều ngành công nghiệp như: 

công nghiệp thực phẩm, công nghiệp sản xuất thức ăn gia súc, công nghiệp sản 

xuất dung môi hữu cơ, sản xuất chất tẩy rửa, công nghiệp giấy và bột giấy, đặc 

biệt trong công nghệ xử lý rác thải sản xuất phân bón vi sinh. 

1.2.1. Ứng dụng trong công nghiệp thực phẩm 

Sử dụng các chế phẩm enzyme có thể coi là một trong những phương 

hướng tiến bộ có triển vọng nhất của sản xuất nước quả và nước uống không cồn. 

Dịch quả sau khi ép chiết thường chứa các thành phần tế bào thịt quả và các chất 

xơ có bản chất polysaccharide làm cho dịch có độ nhớt cao và màu đục. 

Glucanase thường được sử dụng để phá vỡ thành tế bào, thủy phân các 

polysaccharide làm giảm độ nhớt của dịch quả tạo thuận lợi cho quá trình tách 

chiết và làm trong. Glucanase kết hợp với các hemicellulase, pectinase trong chế 

phẩm enzyme Viscozyme 120l được ứng dụng chủ yếu để xử lý phá vỡ màng tế 

bào đậu tương [22]. Trong quá trình sản xuất nước cà rốt thường sử dụng 

endoglucanase xử lý ở giai đoạn dịch hóa đã tạo ra nhiều pectin hơn. 

Trong công nghệ sản xuất bia, dịch lên men ngoài các thành phần đường, 

protein còn có một lượng không nhỏ các phân tử trọng lượng cao cellulose và -

glucan ảnh hưởng xấu đến quá trình lọc và chất lượng sản phẩm. Người ta 

thường sử dụng -glucanase để loại bỏ những thành phần này. Các chế 

phẩm như Finizym 200 L gồm các cellulase từ A. niger, -glucanase từ 
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Bacillus subtillis, Disporotrichum dimorphosporum đã được sử dụng trong sản 

xuất bia [107]. 

Cà phê Việt Nam chủ yếu đư ợc sản xuất bằng phương pháp khô , cho chất 

lượng cà phê không tốt . Để nâng cao chất lượng cà phê , phương pháp lên men 

đã được áp dụng. Đó là quá trình sử dụng phức hệ enzyme cellulase và pectinase 

để xử lý bóc vỏ cà phê và làm tăng khả năng li trích dịch quả . Trong khâu bóc 

vỏ, cellulose gây hiện tượng thấm mẫu , làm giảm bớt chất lượng sau khi sấy , 

đồng thời cản trở cho việc bóc vỏ . Khi sử dụng chế phẩm A. niger có hoạt tính 

pectinase và cellulase cho thấy , lượng cà phê được bóc vỏ tăng , hạt cà phê được 

bóc vỏ bằng chế phẩm không còn nhớt như hạt không sử dụ ng chế phẩm 

enzyme và hiệu suất bóc vỏ khá cao [16]. 

Ngoài ra, cellulase còn được sử dụng trong công nghệ sản xuất bánh mì, 

bánh bisqui và thực phẩm chức năng. cellulase từ Humicola insolens được 

ứng dụng trong sản xuất bánh mì, làm tăng độ mềm và xốp cho bánh mỳ. 

Cellulase từ T. reesei, A. niger được ứng dụng trong sản xuất 

fructooligosaccharide. Đây là một trong số các oligosaccharide chức năng 

(prebiotic) được sản xuất để bổ sung vào khẩu phần ăn. Các phế phụ phẩm 

nông nghiệp như lõi ngô, bã mía, bã sắn, vỏ trấu là cơ chất lý tưởng cho việc 

sản xuất các oligosaccharide. Các enzyme tốt nhất sử dụng cho quá trình này 

chủ yếu có nguồn gốc từ nấm mốc [154]. 

1.2.2. Ứng dụng trong công nghiệp sản xuất thức ăn chăn nuôi 

Cho đến nay, các enzyme được dùng nhi ều để bổ sung vào thức ăn chăn 

nuôi và cho hiệu quả cao là các enzyme phân giải polysaccharide không phải 

tinh bột của lúa mỳ, lúa mạch, yến mạch. Các chất này được xem là các chất 

kháng dinh dưỡng, vì khi ở dạng hòa tan nó làm tăng độ dính trong ruột non 

của động vật, do đó làm giảm mức độ và tốc độ tiêu hóa các chất dinh dưỡng. 

Thức ăn gia súc, gia cầm được chế biến từ các loại ngũ cốc chứa nhiều 

cellulose và glucan. Những thành phần này thường không được tiêu hóa triệt 
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để, làm tăng độ nhớt của dịch dạ dày. Do đó chúng đã hạn chế sự hấp thu các 

chất dinh dưỡng, làm giảm khả năng tiêu hóa của động vật. Bổ sung -

glucanase vào thức ăn sẽ làm tăng khả năng phân giải các hợp chất trên, giải 

phóng glucose và các oligosaccharide, làm giảm độ nhớt, tăng khả năng hấp 

thu và chuyển hóa thức ăn [22]. 

Nhiều nghiên cứu cho thấy, khi bổ sung glucanase độc lập hoặc kết hợp với 

các enzyme khác vào thức ăn chăn nuôi làm tăng đáng kể tốc độ tăng trưởng và 

giảm thiểu bệnh tật cho vật nuôi. Omogbenigun và đtg (2004) cho thấy, khi bổ 

sung tổ hợp chế phẩm glucanase và một số enzyme khác (amylase, invertase, 

protease, phytase, xylanase) xử lý thức ăn cho lợn con 25 ngày tuổi có tác dụng 

nâng cao khả năng tiêu hóa so với đối chứng là khẩu phần cơ sở không bổ sung 

enzyme như sau: khả năng tiêu hóa tinh bột tăng 86,7-94,2%, các polysaccharide 

khác tăng 10,1-17,6%, phytate tăng 59-70% [133]. 

Tiềm năng ứng dụng to lớn của glucanase trong chăn nuôi đã thu hút sự 

quan tâm của nhiều công ty chế biến thức ăn gia súc và gia cầm. Một số chế 

phẩm là tổ hợp các enzyme khác nhau có thể kể đến như: Rovazyme G2 (DSM 

Nutritional Products Ltd, Thụy Sỹ) là tổ hợp của 3 loại enzyme (cellulase, β-

glucanase và xylanase); Roxazyme G (DSM Nutritional Products Ltd, Thụy Sỹ) 

là tổ hợp của 7 loại enzyme (cellulase, glucanase, protease, amylase, pectinase, 

xylanase và hemicellulase); Natugrain (tập đoàn BASF, Đức) là hỗn hợp của 

endoxylanase và endoglucanse; Rhodizyme-CF (Rampart-Power Bangladesh 

Ltd) là tổ hợp của 5 loại enzyme (cellulase, amylase, protease, lipase và 

pectinase). Chế phẩm SSF của Mỹ hiện đang bán tại thị trường Việt Nam là tổ 

hợp của 6 loại enzyme: β-glucanase (200 BGU/g), phytase (1000 PU/g), α-

amylase (30 FAU/g), pectinase (4000 AJDU/g), protease (700 HUT/g) và 

xylanase (100 XU/g) [3]. 

Ở Việt Nam đã có một số nghiên cứu về ứng dụng enzyme trong chăn nuôi 

như: Chu Thị Thanh Bình và đtg (2002) đã nghiên cứu ứng dụng các chủng nấm 
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men trong chế biến bã thải từ hoa quả giàu chất sơ làm thức ăn cho gia súc. Còn 

hầu hết các nghiên cứu chỉ dừng lại ở mức độ nghiên cứu về tác động của các 

enzyme nhập khẩu lên sự sinh trưởng của vật nuôi [2].  

1.2.3. Ứng dụng trong công nghiệp sản xuất dung môi hữu cơ 

Sử dụng glucanase xử lý nguyên liệu giàu cellulose, glucan trước khi lên 

men đã làm tăng hiệu suất thu hồi dung môi lên trung bình là 1,5%. Nhiều chế 

phẩm enzyme đã được sử dụng trong ngành công nghiệp này như Neutrase 0,5L 

có chứa cellulase sử dụng trong công nghiệp sản xuất ethanol. Cellulase được sử 

dụng trong quá trình đường hóa các nguyên liệu lignocellulose như bã mía, rơm 

rạ, cỏ switch, mùn cưa. Sản phẩm của quá trình đường hóa này được tinh lọc và 

sử dụng lên men sản xuất ethanol sinh học [107]. Đồng thời, nhiều chủng vi sinh 

vật kỵ khí trong chi Clostridium sinh tổng hợp glucanase được sử dụng trong 

công nghệ lên men sản xuất dung môi hữu cơ, acetic acid [46], sản xuất acetone, 

butanol và isopropanol [57]. 

1.2.4. Trong công nghiệp sản xuất giấy và bột giấy 

Trong công nghiệp sản xuất giấy và bột giấy, nguyên liệu ban đầu được 

nghiền cơ học và xử lý hóa học để các sợi gỗ được tách riêng khỏi nhau chuyển 

thành bột giấy chứa các sợi và bột mịn. Trong quy trình sản xuất giấy cần loại 

bỏ lignin khỏi bột giấy, còn cellulose thì được giữ lại. Phương pháp thông 

thường là bổ sung dung dịch chlor hoặc chlordiocide. Đây là một phương pháp 

tốn kém và thường gây ô nhiễm môi trường do thành phần chlor tồn dư trong 

nước thải. Vì thế, trong những năm gần đây một giải pháp mới được đưa ra để 

thay thế phương pháp truyền thống, đó là sử dụng các chế phẩm enzyme trong 

đó có glucanase để xử lý bột giấy [23]. 

Glucanase thường được bổ sung vào công đoạn nghiền bột giấy để làm 

thay đổi nhẹ cấu hình của sợi cellulose, tăng khả năng nghiền và tiết kiệm 

khoảng 20-40% năng lượng cho quá trình nghiền cơ học [107]. Đồng thời xử lý 

glucanase trước khi xử lý hóa chất nghiền bột hóa học sẽ làm phá vỡ lớp vỏ 

ngoài của gỗ, làm tăng khả năng khuếch tán của hóa chất vào phía trong gỗ, tăng 
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hiệu quả khử lignin [22], [23]. Đặc biệt trong công nghệ tái chế giấy, glucanase 

được sử dụng để tẩy mực in bám trên giấy. Kỹ thuật này đã mở ra triển vọng đầy 

hứa hẹn cho ngành công nghiệp sản xuất giấy và bột giấy tái sinh [83]. 

1.2.5. Ứng dụng trong công nghiệp sản xuất chất tẩy rửa và công nghệ xử lý 

rác thải 

Cùng với protease, lipase, amylase, cellulase và hemicellulase được ứng 

dụng để sản xuất chất tẩy rửa. Cellulase có khả năng làm thay đổi cấu trúc sợi 

cellulose để thay đổi giá trị cảm quan và độ sáng màu của sợi vải. Cellulase sẽ 

thủy phân các tơ sợi của sợi vải là nơi bám của các phân tử bụi bẩn, loại bỏ 

chúng khỏi quần áo [107]. Tính đến năm 2002 đã có nhiều cellulase được sản 

xuất dùng cho bột giặt như: endoglucanase và exoglucanase từ Thermomyces 

lanuginous [132]. 

Sử dụng enzyme trong xử lý chất thải, công nghệ tái sử dụng phế thải, 

chuyển các phế thải thành sản phẩm có ích là một hướng quan trọng trong xử lý 

chống ô nhiễm môi trường. Trong nhiều năm qua trên thế giới và cả ở Việt Nam, 

các chủng vi sinh vật sinh tổng hợp enzyme phân hủy cellulose đã được ứng 

dụng rất có hiệu quả để xử lý rác thải sinh hoạt. Nguyễn Lan Hương và Hoàng 

Đình Hòa (2003) đã phân lập và tuyển chọn được các chủng vi khuẩn và xạ 

khuẩn có hoạt tính cellulase, sau đó bổ sung vào bể ủ rác thải đã rút ngắn được 

chu kỳ xử lý rác thải sinh hoạt từ 5-7 ngày [10]. Nhiều chủng vi khuẩn, xạ khuẩn 

và nấm đã được nghiên cứu và ứng dụng có hiệu quả trong quá trình xử lý rác 

thải ở Việt Nam. Nhiều chế phẩm vi sinh trong đó chứa hệ sinh vật sinh tổng 

hợp cellulase đã được nghiên cứu và sản xuất để xử lý rác thải. Trong đó, chế 

phẩm Micromix 3 khi bổ sung vào bể ủ rác thải có thổi khí đã rút ngắn được 15 

ngày ủ, giảm một nửa thời gian lên men so với đối chứng. Đồng thời, lượng mùn 

tạo thành khi xử lý rác bằng chế phẩm Micromix 3 cao hơn 29% và các chất 

dinh dưỡng cao hơn 10% so với đối chứng. Sản phẩm của quá trình xử lý rác 

thải được phối trộn và bổ sung một số vi sinh vật có ích cố định đạm tạo thành 
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phân bón vi sinh, được sử dụng rộng rãi trong nông nghiệp đã góp phần nâng 

cao năng suất cây trồng, giảm thiểu được nguồn và nguy cơ gây ô nhiễm môi 

trường [1], [5], [8], [15], [22]. 

1.3. Nghiên cứu tạo cellulase tái tổ hợp 

Cho đến nay, trên thế giới đã có khá nhiều tác giả nghiên cứu về tạo 

cellulase tái tổ hợp bằng cách biểu hiện gen mã hóa cellulase trong nhiều hệ 

thống biểu hiện khác nhau. Những nghiên cứu này tập trung biểu hiện gen mã 

hóa cellulase có nguồn gốc từ sinh vật nhân sơ và nhân chuẩn trong hệ biểu hiện 

vi khuẩn, nấm men và nấm mốc. Ngoài ra, các nghiên cứu còn thử nghiệm biểu 

hiện trong tế bào thực vật và động vật. 

1.3.1. Biểu hiện gen mã hóa cellulase trong E. coli 

Do vi khuẩn E. coli sinh trưởng nhanh, thuận tiện cho các thao tác sinh học 

phân tử nên nó thường được chọn để biểu hiện gen dùng cho những mục đích 

nghiên cứu khác nhau. Với mong muốn sản xuất ra một lượng lớn -glucanase, 

người ta đã sử dụng E. coli để biểu hiện các gen mã hóa -glucanase. 

Yang và đtg (2010) đã nhân dòng và biểu hiện cellulase bền nhiệt từ chủng 

Bacillus subtilis 15 trong E. coli BL21 (DE3). Hoạt tính cellulase tái tổ hợp đạt 

6,78 U/ml, cao hơn nhiều so với enzyme ban đầu (đạt 2,82 U/ml). Nhiệt độ và 

pH tối ưu là 60C và pH 6, hoạt tính còn hơn 90% sau khi ủ 2 giờ ở 65C [181]. 

Năm 2011, Peng và đtg đã biểu hiện thành công gen mã hóa cellulase bền nhiệt 

từ Clostridium thermocellum trong E. coli. Hoạt tính enzyme tái tổ hợp đạt 6,4 

U/ml, tăng 1,5 lần so với chủng tự nhiên [138]. 

Không chỉ có gen mã hóa -glucanase từ prokaryote được biểu hiện trong 

E. coli mà những gen mã hóa β-glucanase từ eukaryote cũng được biểu hiện 

trong E. coli. Một số gen như egl tách từ Rhizopus stolonifer var. reflexus TP-02 

và β-glucanase I, II, III tách từ Trichorderma reesei QM9414 đã được biểu hiện 

trong E. coli với hoạt tính enzyme tái tổ hợp đạt 0,715 U/ml [165] và hoạt tính 
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đặc hiệu với cơ chất CMC của EG I, II, III tái tổ hợp tương ứng là 65, 49 và 15 

U/mg [122]. 

Tuy nhiên, các -glucanase do gen mã hóa có nguồn gốc từ eukaryote được 

biểu hiện trong E. coli còn tồn tại một số vấn đề như chúng không hình thành 

được đúng cấu trúc giống trong tự nhiên và các protein được biểu hiện thường ở 

dạng không tan. Thêm vào đó, quá trình sửa đổi sau dịch mã rất cần thiết để hình 

thành các protein có hoạt tính đã không xảy ra ở E. coli. Vì vậy để giải quyết 

vấn đề này người ta đi theo hướng đưa các protein tái tổ hợp tiết ra ngoài môi 

trường nuôi cấy bằng cách sử dụng các promoter, trình tự tín hiệu và các vật chủ 

khác nhau để biểu hiện ở một số điều kiện hoặc biểu hiện cùng các chaperone 

giúp hình thành các protein có hoạt tính. Ngoài ra, protein ngoại bào còn có một 

số thuận lợi so với protein nội bào như là hầu hết nó ở dạng hòa tan, có hoạt tính 

sinh học và ít bị phân cắt bởi protease. Quan trọng hơn là việc tinh sạch protein 

ngoại bào đơn giản và ít tốn kém hơn nội bào [47]. 

1.3.2. Biểu hiện gen mã hóa cellulase trong nấm men 

Để có thể đưa enzyme vào sử dụng trong các lĩnh vực thực tiễn, người ta đã 

cố gắng giảm chi phí bằng cách nâng cao hoạt tính và sản lượng enzyme. Một số 

-glucanase từ nấm mốc đã được biểu hiện thành công ở mức độ cao trong nấm 

men P. pastoris và S. cerevisiae [172], [175], [185]. 

Năm 2001, Hong và đtg đã phân lập gen mã hóa β-glucanase từ A. niger 

IF031125 và biểu hiện trong nấm men. Hoạt tính của enzyme tái tổ hợp còn lại 

56% sau khi ủ 1 giờ ở 80ºC, hoạt tính tối ưu ở 70°C [81]. Gutierrez-Nava và đtg 

(2003) đã biểu hiện CelcflB (một gen mã hóa -glucanase) từ Cellulomonas 

flavigena và đánh giá tính chất lý hóa của enzyme thu được. Gen này được 

chuyển vào vector pQE30, biểu hiện -glucanase có khối lượng phân tử khoảng 

58 kDa [69]. 

Để nâng cao hiệu quả biểu hiện của endoglucanase tái tổ hợp, Zhao và đtg đã 

sử dụng phương pháp tối ưu hóa codon gen eng1 từ A. niger IFO31125 thu được 
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gen syn-egl bị thay đổi 193 nucleotide, thành phần G+C giảm từ 54% xuống 44%. 

Sau đó gen này được chèn vào vector pPIC9K, biểu hiện trong hệ biểu hiện P. 

pastoris GS115. Kết quả hoạt tính của enzyme tái tổ hợp đạt 3,3 U/ml với cơ chất 

CMC sau 96 giờ nuôi cấy và 120 U/ml với cơ chất -glucan, hoạt động tối ưu 

trong môi trường pH 5 và nhiệt độ tối thích ở 70°C [185].  

F1-CMCase của A. aculeatus đã biểu hiện trong S. cereseviae với vector 

pYEC91 dưới sự điều khiển của promoter GAP (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase). Hoạt tính của enzyme tái tổ hợp đạt 60 U/l sau 48 giờ biểu hiện 

ở 30C [134]. Năm 2012, Shi và đtg đã biểu hiện thành công gen Aucell12A mã 

hóa endoglucanase từ A. usamii E001 trong P. pastoris. Hoạt tính cao nhất đạt 

240 U/ml sau 96 giờ nuôi cấy ở 30C. Enzyme tái tổ hợp hoạt động tốt nhất ở 

60C và pH 5, bền ở 55C và pH 3,5-7 [157]. 

1.3.3. Biểu hiện gen mã hóa cellulase trong Bacillus 

Để thu được số lượng lớn cellulase, một hệ biểu hiện được quan tâm đó là 

hệ biểu hiện Bacillus. Người ta đã đưa gen mã hóa cellulase phân lập từ một số 

loài vi khuẩn thuộc các chi Pyrococcus và Clostridium biểu hiện trong Bacillus. 

Các gen này đã biểu hiện tốt để thu được lượng cellulase cao hơn nhiều so với 

biểu hiện trong E. coli và so với chủng tự nhiên [66], [100]. Kashima và đtg 

(2004) khi nghiên cứu biểu hiện cellulase chịu nhiệt từ P. horikoshii trong B. 

brevis đã thu được năng suất biểu hiện enzyme tái tổ hợp đạt khoảng 100 mg/l 

môi trường, cao hơn 300 lần so với sản xuất enzyme tái tổ hợp trong E. coli, đặc 

biệt khả năng sinh enzyme tái tổ hợp tăng 20 lần khi chèn thêm một amino acid 

alanine hoặc valine trong phân tử protein ở vị trí giữa đầu C của peptide tín hiệu 

và đầu N của đoạn cellulase chính [100].  

1.3.4. Biểu hiện gen mã hóa cellulase trong nấm mốc 

Một số gen mã hóa -glucanase từ nấm mốc sau khi phân lập được đưa vào 

hệ biểu hiện chính nó [163] hoặc loài khác [147] đã thu được năng suất cao hơn 

gấp nhiều lần so với chủng tự nhiên. Các chủng nấm mốc A. niger và A. oryzae 
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thường được dùng làm hệ biểu hiện gen mã hóa -glucanase sử dụng trong 

thương mại [150], [164]. Bên cạnh đó, T. reesei cũng được phát triển thành vật 

chủ để biểu hiện có hiệu quả các protein ngoại lai trong đó có cellulase [70]. 

Rashid và đtg (2008) đã biểu hiện F1-CMCase (24 kDa, 221 aa) từ A. 

aculeatus trong A. oryzae D300. Hoạt tính enzyme tái tổ hợp đạt cao nhất (18,3 

U/ml) sau 120 giờ biểu hiện trong môi trường chứa nguồn tinh bột. Nhiệt độ và 

pH tối ưu là 50C và 4,5, bền ở pH 2-9 và dưới 45C [147]. Năm 2002, Rose và 

Zyl đã biểu hiện thành công -glucanase I từ T. reesei trong A. niger D15 dưới 

sự kiểm soát của promoter glyceraldehyde-6-phosphate dehydrogenase (GDP) 

và terminator glaA. Enzyme tái tổ hợp hoạt động tối ưu trong môi trường pH 5, 

ở 60°C. Hoạt tính enzyme còn trên 80% sau khi ủ ở 50°C trong 3 giờ [150]. 

Năm 1998, Takashima và đtg đã biểu hiện cellulase từ T. reesei trong A. 

oryzae dưới sự điều khiển của promoter Taka-amylase. Cellulase tái tổ hợp hoạt 

động tốt nhất ở 50-70C và pH 4-5, hoạt tính đạt cao nhất sau 3-4 ngày nuôi 

biểu hiện [164]. Todaka và đtg (2010) đã biểu hiện gen mã hóa -glucanase từ 

một loài cộng sinh (Reticulitermes speratus) ở mối trong A. oryzae cho biết 

enzyme tái tổ hợp tinh sạch có hoạt tính riêng 769,6 U/mg và Vmax đạt 603 

µmol/mg/min cao hơn so với -glucanase tái tổ hợp trong T. reesei [166]. 

1.3.5. Biểu hiện gen mã hóa cellulase trong động vật và thực vật 

1.3.5.1. Trong thực vật 

Bên cạnh việc đưa gen mã hóa -glucanase từ các vi sinh vật biểu hiện 

trong vi khuẩn, nấm men, nấm mốc, một số tác giả đã biểu hiện các gen mã hóa 

-glucanase từ vi sinh vật trong thực vật nhằm cung cấp cho vật nuôi thức ăn đã 

có sẵn -glucanase mà không cần phải bổ sung. Sun và đtg (2007) đã biểu hiện 

gen mã hóa endoglucanase E1 từ Acidothermus cellulolyticus trong bèo tấm. 

Enzyme biểu hiện trong bèo tấm đã thể hiện hoạt tính sinh học và mức độ biểu 

hiện đạt 0,24% tổng lượng protein hòa tan. Hoạt tính endoglucanase E1 tái tổ 

hợp đạt 0,2 U/mg, enzyme có nhiệt độ phản ứng tối ưu 80°C và pH tối ưu 5,0 
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[162]. Năm 2011, Jiang và đtg đã biểu hiện thành công gen mã hóa cellulase E2, 

E3 và dạng lai E2-E3 từ vi khuẩn bền nhiệt trong cây thuốc lá. Cây thuốc lá 

chuyển gen biểu hiện cellulase E2 có hoạt tính cao hơn 1,5 lần so với chủng tự 

nhiên và bền ở nhiệt độ dưới 65C [90]. 

1.3.5.2. Trong động vật 

Xa hơn nữa, các nhà khoa học còn có ý tưởng tạo ra các loài động vật có 

khả năng biểu hiện -glucanase để tiêu hóa -glucan mà không cần bổ sung bất 

kỳ một nguồn -glucanase nào từ vi sinh vật. Nếu ý tưởng đó thành hiện thực, 

thì giá thành thức ăn chăn nuôi sẽ giảm và kéo theo là giá thực phẩm sẽ hạ 

xuống. Do đó, một số nghiên cứu đã thực hiện đưa gen mã hóa -glucanase của 

vi khuẩn vào biểu hiện trong các tế bào động vật [71]. Zhang và đtg (1999) đã 

biểu hiện thành công gen mã hóa endoglucanase của B. subtilis trong tuyến tụy 

của chuột. Enzyme tái tổ hợp được tiết vào trong ruột non và thể hiện hoạt tính 

sinh học đồng thời có khả năng kháng protease thủy phân [184]. Li và đtg 

(2010) đã biểu hiện thành công -glucanase III từ T. viride trong tế bào tằm 

MmN và ấu trùng tằm. Enzyme tái tổ hợp hoạt động tốt ở 50C và pH 8, bền ở 

40-60C và pH 5-9 [114]. Trong tương lai, gia cầm và lợn chuyển gen có thể tự 

sản xuất được -glucanase từ hệ tiêu hóa của chính bản thân chúng nhằm tăng 

cao khả năng thủy phân cellulose có trong thức ăn. 

1.3.6. Nghiên cứu cellulase và biểu hiện gen cellulase ở Việt Nam 

Năm 1999, Tăng Thị Chính và đtg đã nghiên cứu các điều kiện lên men và 

ảnh hưởng của các yếu tố môi trường đến sinh tổng hợp cellulase của một số chủng 

vi khuẩn ưa nhiệt được phân lập từ bể ủ rác thải. Kết quả cho thấy, các chủng vi 

sinh vật nghiên cứu có khả năng chịu được nhiệt độ 80C, nhiệt độ lên men tối ưu 

từ 45C đến 55C, pH môi trường ban đầu thích hợp nhất là 8. Nguồn cacbon tốt 

nhất cho sinh trưởng và sinh tổng hợp cellulase của các chủng vi khuẩn nghiên cứu 

là glucose và CMC; nguồn nitrogen là peptone và cao nấm men. Các tác giả cũng 
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đã nghiên cứu động thái của quá trình sinh tổng hợp cellulase và kết quả cho thấy, 

thời gian tích lũy cao nhất ở 48 giờ lên men [5].  

Nguyễn Đức Lượng và đtg (1999) cho biết khả năng sinh tổng hợp cellulase 

của Actinomyces griseus cao nhất ở 58C, pH ban đầu là 6,7, độ ẩm ban đầu là 

55% với thời gian nuôi cấy là 72 giờ và nguồn lignocellulose thích hợp là bã mía 

hoặc mùn cưa [16]. Cũng trong năm này, Phạm Thị Ngọc Lan và đtg đã tuyển 

chọn được một số chủng xạ khuẩn ưa ấm phân lập từ mùn rác ở một số nơi có khả 

năng phân giải cellulose mạnh. Trong số 195 chủng xạ khuẩn nghiên cứu thì các 

chủng xạ khuẩn phân lập được từ các mẫu rơm mục và đất chân đống rơm có khả 

năng phân giải cellulose và CMC mạnh nhất [15].  

Trong số các loài vi sinh vật, nấm sợi là một trong những đối tượng có khả 

năng sinh tổng hợp cellulase cao. Việc tìm ra các chủng nấm sợi có khả năng 

phân hủy cellulose cao và tối ưu điều kiện sinh tổng hợp cellulase của chúng đã 

và đang được nhiều tác giả quan tâm. Năm 2003, Hoàng Quốc Khánh và đtg đã 

nghiên cứu khả năng sinh tổng hợp và đặc điểm của cellulase từ chủng A. niger 

NRRL-363. Qua nghiên cứu, tác giả đã tìm ra được một số thông tin và điều 

kiện cơ bản cho sự tổng hợp cellulase của chủng này trên môi trường trấu xay và 

một số chất thải công nghiệp như mật rỉ đường [14]. 

Trần Đình Mấn và đtg (2009) đã sàng lọc các chủng Geobaccillus sinh 

cellulase bền nhiệt phân lập từ Tuyên Quang cho thấy, các chủng này sản xuất 

cellulase bền nhiệt tốt nhất ở 75C. Hoạt tính cellulase đạt từ 84-105 U/ml sau 

48 giờ nuôi cấy ở 65C [167]. Phan Thị Tuyết Minh và đtg (2010) đã nghiên 

cứu các tính chất của CMCase tạo ra từ chủng Bacillus sp. VLSH08 để ứng 

dụng trong sản xuất cồn nhiên liệu. CMCase hoạt động tốt nhất trên môi trường 

chứa 5% cám gạo và 0,25% cao nấm men (đạt 14 U/ml). Nhiệt độ và pH tối ưu 

là 60C và 5,8 [19]. 

Ở Việt Nam, hầu hết các nghiên cứu mới chỉ quan tâm đến -glucanase tự 

nhiên, có ít các nghiên cứu đề cập đến -glucanase tái tổ hợp. Năm 2010, 

Nguyen và đtg đã nhân dòng gen mã hóa -glucosidase từ A. niger PBC và biểu 
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hiện thành công trong P. pastoris SMD1168 với hệ vector biểu hiện là pPIC 9. 

Hoạt tính -glucosidase tự nhiên đạt cao nhất (44 U/mg) ở 60C, pH 4-5, trong 

khi đó, -glucosidase tái tổ hợp lại hoạt động tốt nhất ở 50C và pH 5,5 [125]. 

Trần Đình Mấn và đtg (2010) dựa trên kỹ thuật megaprimer, đã gắn thành công 

đoạn gen mã hóa exoglucanase (1450 bp) từ Cellulomonas fimi ATCC484 và 

promoter (180 bp) từ B. subtilis và biểu hiện trong E. coli có hoạt tính 0,25 U/ml 

[17]. Năm 2011, Phạm Thị Hòa và đtg đã nhân dòng và biểu hiện thành công 

gen eglA mã hóa endoglucanase thuộc họ 12 từ chủng A. niger VTCC-F021 

trong nấm men P. pastoris GS115. Endoglucanase tái tổ hợp (rEglA) hoạt động 

cao nhất ở 55C và pH 5, bền ở 30-37C và pH 3,5-4,5. rEglA có ái lực cao với 

-glucan (Kcat/Km với cơ chất -glucan là 505,05 min
-1

). Cu
2+

 và EDTA hoạt hóa 

rEglA. Các ion kim loại khác đều làm giảm hoạt tính của rEglA. rEglA giữ được 

70-98% khi ủ với ethanol, acetone 10-20% (v/v) và Tween 20, Tween 80 0,5-

2% (v/v) [141]. 

1.4. Nấm Peniophora sp. và Aspergillus niger 

1.4.1. Peniophora sp. 

Peniophora là một chi nấm có khả năng gây bệnh trên thực vât. Các loài 

trong chi này thuộc họ Peniophoraceae, bộ Russulales, lớp Nấm tán 

Agaricomycetes, ngành phụ Nấm đảm Basidiomycota, Giới Nấm Fungi. 

Peniophora là một chi nấm tương đối phổ biến có khoảng 62 loài [105]. Chi 

này được mô tả lần đầu tiên bởi Mordecai Cubitt Cooke vào năm 1879. Loài 

điển hình là Peniophora quercina, ban đầu có tên là Thelephora quercina do 

Christian Hendrik Persoon đề xuất vào năm 1801 trước khi được xếp vào chi 

Peniophora bởi Cooke vào năm 1879 [49]. Năm 1996, Hallenbegs và đtg đã 

phân loại 24 loài trong chi Peniophora dựa vào trình tự ITS trong vùng gen 

mã hóa rRNA [72]. Hiện nay có khoảng 83 trình tự gen mã hóa rRNA dùng 

trong phân loại các loài trong chi Peniophora đã được công bố và khoảng 83 

loài đã được công bố trên cơ sở dữ liệu Taxonomy 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/?term=peniophora).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/?term=peniophora
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Một số nghiên cứu cơ bản và ứng dụng các loài chi Peniophora đã được 

công bố. Năm 1980, Gerber và đtg đã nghiên cứu cấu trúc và hoạt tính kháng 

khuẩn của hai kháng sinh Peniophorin A và B từ chủng Peniophora affinis Burt 

[65]. Năm 2004, Bannwarth và ĐTG đã nghiên cứu, xây dựng mô hình cấu trúc 

phân tử enzyme Pyranose 2-Oxidase của Peniophora sp. [34]. Gen mã hóa 

Pyranose 2-Oxidase từ Peniophora gigantean đã được nhân dòng và biểu hiện 

trong E. coli [35]. Năm 2005, Jordaan đã phân lập, phân tích đặc điểm xúc tác và 

độ bền nhiệt của laccase từ Peniophora sp. strain UD4 [93]. Năm 2010, hoạt tính 

laccase từ chủng Peniophora sp. CBMAI 1063 đã được khảo sát, gen mã hóa 

laccase từ chủng này đã được nhân dòng và phân tích trình tự [38]. Năm 2012, 

Poojary và đtg đã tối ưu thành phần môi trường cho sản xuất laccase từ chủng 

Peniophora sp. hpF04 bằng phương pháp tối ưu toán học đáp ứng bề mặt [143]. 

Ngoài enzyme laccase đã được nghiên cứu và công bố, phytase từ các chủng 

Peniophora đã được nghiên cứu. Gen mã hóa phytase từ chủng P. lycii đã được 

nhân dòng và biểu hiện, phytase tái tổ hợp đã được đánh giá các đặc tính lý hóa 

[110]. Năm 2006, Xiong và đtg đã biểu hiện cao gen mã hóa phytase từ chủng P. 

lycii trong nấm men P. pastoris [177]. Chủng nấm P. cinerea còn được ghi nhận 

có khả năng sản xuất ethanol theo nghiên cứu của Okamoto năm 2010 [131]. 

Tuy nhiên, những nghiên cứu về enzyme cellulase từ các loài thuộc chi 

Peniophora rất hạn chế trên thế giới. Hghley đã nghiên cứu ảnh hưởng một số 

nguồn cac bon đến khả năng sinh tổng hợp cellulase (Cx và C1) của chủng 

Peniophora “G,”. Nguồn polysaccharide, gỗ thích hợp sinh tổng hợp đối với 

enzyme Cx là cellulose và gỗ thông; đối với C1 là cellulose và gỗ cây hoàn diệp. 

Nguồn ni tơ thích hợp đối với sinh tổng hợp hai loại enzyme là cao nấm men 

[79]. Ở Việt Nam chưa có công trình nào công bố liên quan đến loài nào thuộc 

chi Peniophora và cellulase có  nguồn gốc từ các loài thuộc chi này. 

1.4.2. Aspergillus niger 

A. niger là một trong những loài nấm phổ biến nhất thuộc chi Aspergillus. A. 

niger gây ra bệnh mốc đen trên một số loại trái cây và rau quả. A. niger phân bố 
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phổ biến trong đất, tuy nhiên bào tử loài này có thể phát tán trong không khí nhờ 

gió. A. niger được sử dụng sản xuất nhiều chất trong công nghiệp. Các chủng 

khác nhau của A. niger được sử dụng trong việc sản xuất axit citric (E330) và 

axit gluconic (E574) được Tổ chức Y tế Thế giới đánh giá là an toàn thực phẩm. 

Nhiều enzyme hữu ích được sản xuất bằng cách lên men công nghiệp chủng A. 

niger. Glucoamylase sản xuất bởi A. niger được sử dụng trong sản xuất si rô 

fructose ngô và pectinase được sử dụng trong rượu táo và rượu vang. Alpha-

galactosidase, một enzyme phân hủy một số loại đường phức tạp, là một thành 

phần trong các sản phẩm làm giảm đầy hơi. Các enzyme protease có nguồn gốc 

từ A. niger và được sử dụng để sản xuất các phụ gia Clarity-FERM. Sản phẩm 

này đang được sử dụng trong ngành công nghiệp sản xuất bia để giảm hàm 

lượng gluten lúa mạch và lúa mạch [142]. 

Trên thế giới đã có nhiều nghiên cứu công bố về cellulase từ nấm A. 

niger. Những nghiên cứu tập trung vào sản xuất cellulase từ A. niger trên các 

nguồn cơ chất khác nhau [25], [55], [67], [87], [94], [137]; tinh sạch và đánh 

giá tính chất của cellulase tự nhiên từ A. niger [55], [63], [91]; nhân dòng và 

biểu hiện cellulase tái tổ hợp [144], [158]. Ở Việt Nam đã có những nghiên 

cứu về cellulase từ A. niger [14], [21]. Phạm Thị Hòa và đtg đã tuyển chọn 

chủng A. niger VTCC-F021 có khả năng sinh tổng hợp cellulase mạnh nhất 

trong số những chủng A. niger do Bảo tàng Giống chuẩn vi sinh vật Việt Nam 

cung cấp, tối ưu môi trường lên men, tinh sạch và đánh giá tính chất của 

endoglucanase tự nhiên [139], [140]. Đồng thời, tác giả đã nhân dòng và biểu 

hiện gen eglA mã hóa cho endoglucanase A có chứa peptide tín hiệu trong P. 

pastoris GS115. Gen eglA từ chủng A. niger VTCC-F021 có chiều dài 720 bp. 

Enzyme tái tổ hợp (rEglA) đã được tinh sạch và đánh giá tính chất. Tuy nhiên, 

năng suất biểu hiện enzyme tái tổ hợp còn thấp, một số tính chất của enzyme 

như pH phản ứng tối ưu, độ bền pH chưa phù hợp tối ưu với hướng ứng dụng 

bổ sung vào thức ăn chăn nuôi [141]. Điều này đã đặt ra yêu cầu cần có sự cải 

biến để nâng cao năng suất biểu hiện của hệ biểu hiện và thay đổi một số tính 

chất của enzyme. 
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Chƣơng 2. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu, hóa chất và địa điểm nghiên cứu 

2.1.1. Vật liệu 

Bộ sưu tập 42 chủng nấm sợi do phòng Công nghệ sinh học enzyme - Viện 

Công nghệ sinh học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam và 

Phòng thí nghiệm sinh học - Khoa Khoa học Sự sống - Trường Đại học Khoa 

học - Đại học Thái Nguyên cung cấp dùng để tuyển chọn chủng nấm sợi có khả 

năng sinh tổng hợp cellulase mạnh và sàng lọc cellulase có tính chất mới làm 

nguyên liệu để tạo cellulase tái tổ hợp. 

Tế bào E. coli DH5α được sử dụng để nhân dòng gen, tế bào P. pastoris 

GS115 được sử dụng để biểu hiện. Vector pJET1.2/blunt (hãng Fermentas cung 

cấp) được dùng để tách dòng gen, vector pPICZαA (hãng Invitrogen cung cấp) 

được dùng để biểu hiện gen meglA.  

  

A  

   B 

Hình 2.1. Cấu trúc vector tách dòng pJET1.2/blunt (A) và vector biểu hiện 

pPICZαA (B) 

Vector pJeglA mang gen mã hóa endoglucanase A có chứa peptide tín hiệu 

từ chủng A. niger VTCC-F021 do phòng Công nghệ sinh học enzyme - Viện 

Công nghệ sinh học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam cung cấp. 
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2.1.2. Hóa chất, dung dịch và môi trường thí nghiệm 

2.1.2.1. Hóa chất 

Hóa chất sử dụng trong thí nghiệm đều ở dạng tinh khiết được cung cấp bởi 

các hãng chuyên cung cấp hóa chất phân tích uy tín trên thế giới. Một số hóa 

chất chính được liệt kê ở bảng phụ lục PL2.1. 

2.1.2.2. Dung dịch và đệm 

Các loại dung dịch và đệm dùng cho thí nghiệm được pha theo hướng dẫn 

của các bài thí nghiệm chuẩn có thành phần và nồng độ được tóm tắt trong bảng 

phụ lục PL2.2. 

2.1.2.3. Môi trường 

Các môi trường AMM, BMM, BMMY, LB, LB low salt, YP, YPGS [78] 

và Czapek [6] được sử dụng nghiên cứu. Thành phần của các môi trường được 

liệt kê ở bảng PL2.3. 

2.1.3. Địa điểm nghiên cứu 

Các thí nghiệm được thực hiện từ tháng 7 năm 2009 tại Phòng Công nghệ 

sinh học enzyme và Phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen thuộc Viện 

Công nghệ sinh học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Công trình được hoàn thành tại Khoa Khoa học Sự sống - Trường Đại học 

Khoa học - Đại học Thái Nguyên. 

2.2. Thiết bị thí nghiệm 

Các thiết bị được sử dụng làm thí nghiệm đều mới, hiện đại và có độ chính 

xác cao thuộc phòng Công nghệ sinh học enzyme và Phòng thí nghiệm trọng 

điểm Công nghệ gen, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và 

Công nghệ Việt Nam (bảng PL.2.4). 
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2.3. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.3.1. Các phương pháp vi sinh vật 

Nuôi cấy hoạt hóa nấm sợi: Các chủng nấm sợi từ các ống giống được nuôi cấy 

trên môi trường Czapek lỏng ở 30C, pH 6,5, lắc 200 rpm trong 48 giờ [6].  

Nuôi cấy nấm sợi thu enzyme: Các chủng nấm sợi sau khi hoạt hóa được 

nuôi cấy chìm trong môi trường CPY với cơ chất CMC 1% (w/v), ở 30°C, lắc 

200 rpm. Sau 120 giờ nuôi cấy, dịch nuôi cấy được ly tâm loại sinh khối tế bào 

và thu dịch enzyme thô [13]. 

Nuôi cấy E. coli: Chủng E. coli bảo quản ở -84C được hoạt hóa trên đĩa thạch, 

ủ ở 37°C qua đêm. Một khuẩn lạc riêng rẽ trên đĩa thạch được nuôi vào 2 ml LB 

lỏng, lắc 200 rpm ở 37°C qua đêm. Các chủng tái tổ hợp được nuôi trong các môi 

trường tương ứng bổ sung ampicillin (nồng độ cuối cùng 100 µg/ml) [151]. 

Nuôi biểu hiện: Chủng nấm men P. pastoris được nuôi lắc trong môi trường 

YP bổ sung glycerol 1% (w/v), lắc 200 rpm ở 30°C qua đêm, sau đó chuyển sang 

môi trường YP và tiếp methanol 1% (v/v) hàng ngày để cảm ứng biểu hiện meglA. 

2.3.2. Các phương pháp sinh học phân tử 

2.3.2.1. Tách chiết DNA tổng số của nấm mốc 

Tế bào nấm được nuôi cấy trong 100 ml môi trường Czapek ở 30C, lắc 

200 rpm, sau 72 giờ dịch canh trường được ly tâm 10000 rpm trong 10 phút. 

Sinh khối tế bào (2 g) được nghiền nhanh trong nitơ lỏng bằng cối chày sứ, sau 

đó được bổ sung 600 l đệm phá tế bào và lắc nhẹ. Sau đó, 25 l protease K 

được bổ sung và ủ ở 56C trong 2-3 giờ. Bổ sung tiếp hỗn hợp 

chloroform:isoamyl alcohol (24:1) với thể tích tương đương, trộn đều trong 5 

phút, sau đó ly tâm 12000 rpm trong 15 phút. Hút 500 l dịch nổi chứa DNA 

sang ống eppendorf mới và bổ sung 500 l isopropanol lạnh. Hỗn hợp được đảo 

nhẹ và tủa DNA ở -20C trong 30 phút. Tủa sau khi ly tâm được rửa bằng 500 
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l ethanol 70% để loại muối và isopropanol. Sau khi ly tâm 12000 rpm trong 10 

phút, tủa được làm khô, hòa trong 40 l đệm TE và bảo quản ở -20C [48]. 

2.3.2.2. Tách chiết DNA tổng số nấm men 

Tế bào nấm men được nuôi cấy trong 5 ml môi trường YPG qua đêm ở 

30C, lắc 200 rpm. Dịch nuôi được ly tâm 5 phút với 8000 rpm, thu cặn tế bào. 

Bổ sung vào cặn tế bào 300 μl dung dịch phá tế bào nấm và lắc nhẹ cho tan. Hỗn 

hợp được ủ 15 phút ở -84C sau đó cho ngay vào 95C ủ 1 phút, lặp lại 3 lần. 

Hỗn hợp được bổ sung tiếp 250 μl chloroform: isoamyl alcohol (24:1), lắc kĩ và 

ly tâm 20 phút với 12500 rpm. Dịch trên được thu sang ống mới, bổ sung 300 μl 

ammonium acetate, để lạnh 15 phút sau đó ly tâm 12500 rpm trong 10 phút thu 

dịch trên. DNA được tủa bằng 600 μl isopropanol lạnh, ủ 10 phút ở -84C và ly 

tâm 10 phút với 12500 rpm. Tủa được rửa với ethanol 70%, ly tâm thu tủa, để 

khô ở 37C. Sau đó, tủa được hòa trong 30 μl TE và 0,25 μl RNase, và ủ 15 phút 

ở 37C [78]. 

2.3.2.3. Tách DNA plasmid 

Tế bào vi khuẩn được nuôi trong 1,5 ml môi trường LB lỏng bổ sung 

ampicillin (100 µg/ml) ở 37°C qua đêm. Dịch nuôi được ly tâm 8000 rpm trong 

5 phút. Tủa được bổ sung 150 µl dung dịch I trộn đều bằng máy lắc rung, 150 µl 

dung dịch II, lắc nhẹ và giữ trong đá lạnh 3 phút, và 150 µl dung dịch III, lắc 

đều. Sau đó, hỗn hợp được bổ sung tiếp 450 µl chloroform : isoamyl alcohol 

(24:1), trộn đều và ly tâm 12000 rpm trong 10 phút. Dịch trên được chuyển sang 

ống eppendorf mới, bổ sung 320 l isopropanol, trộn đều và ủ ở -20C trong 30 

phút hoặc -80C trong 5 phút. Sau khi ly tâm 12000 rpm trong 15 phút, tủa được 

rửa bằng cồn 70%, làm khô và được hòa trong 20 µl TE. Điện di kiểm tra trên 

gel agarose 0,8 % [151].  

2.3.2.4. Cắt plasmid bằng enzyme giới hạn 

Để kiểm tra plasmid lựa chọn có mang sản phẩm mong muốn hay không, 

plasmid tái tổ hợp từ các khuẩn lạc được cắt bằng các enzyme giới hạn. Trình tự 
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nhận biết của các enzyme này được thiết kế ở hai đầu của đoạn gen ngoại lai. Hỗn 

hợp phản ứng cắt được trộn với tỉ lệ sử dụng theo hướng dẫn của hãng sản xuất. 

Phản ứng được ủ trong 2-3 giờ ở 37°C, sau đó điện di kiểm tra [151]. 

2.3.2.5. Tinh sạch phân đoạn DNA  

Phân đoạn DNA được tinh sạch bằng kit tinh sạch của hãng Qiagen. Mẫu 

DNA được chạy điện di trên gel agarose 0,8% để thu phân đoạn cần tinh sạch. 

Bổ sung 3 lần thể tích dung dịch liên kết (thể tích được qui đổi 1 g gel cho 1 ml). 

Hỗn hợp được ủ ở 55°C trong 15 phút cho gel tan hoàn toàn. Dịch DNA được 

cho lên cột, để 2 phút ở nhiệt độ phòng, ly tâm 13000 rpm trong 1 phút để loại 

dịch lỏng. Cột gắn DNA được rửa 2 lần với 500 μl dung dịch rửa và ly tâm 

13000 rpm trong 1 phút. DNA được thôi bằng nước cất tiêm.  

2.3.2.6. Nhân bản gen bằng PCR 

Bảng 2.1. Các cặp mồi sử dụng trong phản ứng PCR nhân gen 

Tên mồi Trình tự (5′3′) Sản phẩm Kích 
thƣớc (bp) 

Nguồn gốc/cơ sở 

ITS1 
 
 
NL4 

5’-CTT GGT CAT TTA 
GAG GAA GTA A-3’ 
 
5’-GGT CCG TGT 
TTC AAG ACG G-3’ 

gen mã hóa 
rRNA 

1200 [80] 

GpPICF 
 
 
 
GpPICR 

5’-GC GAA TTC AAG 
CTC YCH DTG RCA 
CTT-3’ 
 
5’- GC TCT AGA GC 
GTT GAC ACT RGC 
RGT CCA-3’ 

Nhân gene 
eglA để 

biểu hiện 
với vector 
pPICZA 

720 Thiết kế dựa trên 
vùng bảo thủ của 
họ 12 glycoside 

hydrolase 

pPmeglAF 
 
 
 
GpPICR 

5’-GC CGA ATT CCA 
GAC AAT GTG CTC 
TAG-3’ 
 
5’-GC TCT AGA GC 
GTT GAC ACT RGC 
RGT CCA-3’ 

Gen meglA 
để biểu 
hiện với 
vector 

pPICZA 

672 Thiết kế dựa trên 
phân tích trình tự 
peptide tín hiệu 
và vùng bảo thủ 

của họ 12 
glycoside 
hydrolase 

(Y: C hoặc T, H: A hoặc C, D: A hoặc G hoặc T, R: A hoặc G) 

Nguyên tắc: PCR là phương pháp dùng enzyme khuếch đại chọn lọc một 

đoạn DNA theo luật số mũ. Phản ứng nhân gen được thực hiện với DNA 
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polymerase chịu nhiệt, 2 mồi tổng hợp và 4 loại deoxyribonucleotide (dATP, 

dGTP, dCTP và dTTP).  

Tiến hành: Gen rRNA và meglA được nhân bản với các cặp mồi tương ứng 

(bảng 2.1) trong phản ứng PCR có thành phần như trong bảng 2.2 và chu trình 

nhiệt như sau: 95°C/5, 30x (95°C/45, 55°C/45, 72°C/1′); 72°C/10. 

Bảng 2.2. Thành phần PCR 

Thành phần Nồng độ Thể tích (µl) 

Đệm  10x 2,0 

MgCl2 2,5 mM 1,2 

dNTP 2 mM 2,0 

Mồi xuôi  10 pmol/µl 1,0 

Mồi ngược 10 pmol/µl 1,0 

Taq-polymerase 5 U/µl 0,2 

DNA khuôn 50-100 ng/µl 1,0 

H2O khử ion vô trùng  10,6 

Tổng thể tích 20,0 

2.3.2.7. Phản ứng nối ghép gen 

Phản ứng gắn dính sản phẩm PCR vào vector pJET 1.2/blunt được thực 

hiện theo protocol của hãng Fermentas. Hỗn hợp bao gồm: 2 l H2O, 5 l đệm 

2x reaction, 0,5 l DNA blunting enzyme, 1,5 l sản phẩm PCR. Hỗn hợp 

được trộn đều và ủ ở 70C trong 15 phút. Sau đó, bổ sung tiếp 0,5 l vector 

pJET1.2/blunt và 0,5 l T4-DNA ligase. Phản ứng gắn dính được thực hiện ở 

22C trong 2-3 giờ để tạo vector tái tổ hợp. 

Phản ứng gắn dính phân đoạn DNA tinh sạch vào vector biểu hiện bao gồm 

1 µl đệm gắn dính 10x,0,5 µl DNA plasmid, 2 µl phân đoạn chèn DNA, 0,5 µl 

T4 ligase, 6 µl H2O cất vô trùng, tổng thể tích 10 µl phản ứng. Trộn hỗn hợp 

phản ứng cẩn thận và ủ qua đêm ở 22°C. 
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2.3.3.8. Biến nạp bằng sốc nhiệt 

Biến nạp plasmid vào E. coli DH5α: Dịch nối ghép được ủ với tế bào khả 

biến trong đá 30 phút và shock nhiệt 45 giây ở 42°C rồi chuyển nhanh vào đá. 

Sau 5 phút ủ ở đá, dịch shock nhiệt được bổ sung 250 l LB lỏng, lắc 200 rpm ở 

37°C trong 1 giờ. Dịch biến nạp được trải trên đĩa thạch chứa kháng sinh phù 

hợp với vector sử dụng. Đĩa thạch sau đó được ủ 37°C qua đêm [151]. 

2.3.3.9. Biến nạp bằng xung điện 

Vector tái tổ hợp được biến nạp bằng xung điện vào P. pastoris GS115 và 

hội nhập với genome của nấm men tại điểm AOX1 (hình 2.2). 

Chuẩn bị tế bào khả biến P. pastoris GS115: Chủng P. pastoris được nuôi 

cấy trong môi trường YPG lỏng, lắc 200 rpm ở 30°C qua đêm. Tiếp giống 0,2% 

trong 20 ml YPG lỏng và nuôi lắc trong vòng 16-18 giờ, OD600 nm đạt 1,4-1,6. 

Dịch nuôi được để lạnh 30 phút cho ổn định, ly tâm 5000 rpm trong 5 phút thu tế 

bào. Tế bào được rửa lần 1 bằng nước khử ion, lần 2 bằng sorbitol 1 M. Tế bào 

sạch được hòa tan trong 100 l sorbitol 1 M chuẩn bị cho biến nạp [78]. 

Chuẩn bị pPmeglA mở vòng: Để biến nạp vector pPmeglA vào P. pastoris 

GS115, vector tái tổ hợp được cắt mở vòng tại vùng AOX1 bằng SacI. Hỗn hợp 

phản ứng 500 l (gồm 200 l plasmid (5 g), 50 l đệm 10x SacI, 10 l SacI 

(50 U), 240 l H2O) được ủ 37°C qua đêm. pPmeglA mở vòng được tinh sạch 

bằng cách chiết isopropanol và chuẩn bị cho biến nạp [78]. 

Biến nạp plasmid vào P. pastoris G115: dịch tế bào khả biến được bổ sung 

dịch plasmid tái tổ hợp đã được xử lý bằng SacI. Để ổn định 15 phút, chuyển 

sang cuvette để xung điện. Chế độ: 1,5 kV, 25 μF, 200 Ω. Bổ sung ngay 1 ml 

sorbitol 1 M và để lạnh 15 phút. Chuyển toàn bộ dịch biến nạp sang ống falcon 

15 ml và ủ ở 30°C trong 1-2 giờ. Dịch biến nạp sau đó được trải trên đĩa thạch 

YPGS đặc chứa 100 μg/ml zeocin, ủ ở 30°C trong 3-5 ngày. Khuẩn lạc mọc trên 
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đĩa thạch chứa gen kháng zeocin được nuôi trong môi trường YPG bổ sung 100 

μg/ml zeocin để tách DNA kiểm tra gen chèn [78]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.2. Mô hình hội nhập gen meglA vào genome của P. pastoris [78] 

2.3.2.10. Giải trình tự nucleotide 

Plasmid tái tổ hợp mang gen mã hóa rRNA của Peniophora sp. NDVN01, 

plasmid nhân dòng pJmeglA và plasmid biểu hiện pPmeglA được tinh sạch theo 

phương pháp chuẩn dùng làm khuôn chạy PCR để đọc trình tự theo phương pháp 

giải trình tự tự động. Mẫu được gửi cho hãng Macrogen của Hàn Quốc đọc trình tự. 

2.3.3. Các phương pháp hóa sinh 

2.3.3.1. Xác định hoạt tính cellulase theo đường kính thủy phân trên đĩa thạch 

Hoạt tính cellulase được xác định tương đối theo phương pháp khuếch tán 

enzyme trên đĩa thạch. Đĩa thạch chứa cơ chất CMC 0,5% (w/v) trong đệm 

acetate 100 mM pH 5, dày khoảng 0,5 cm được đục lỗ với đường kính 0,5 cm. 

50 µl dịch enzyme được bổ sung vào lỗ rồi ủ 12 giờ ở 4C cho enzyme khuếch 

tán đều xung quanh. Sau khi ủ tiếp 8 giờ ở 37C, mẫu được nhuộm bằng dung 
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dịch lugol 1% (w/v) và đo đường kính vòng phân giải cơ chất. Hoạt tính tương 

đối của enzyme tỷ lệ thuận với đường kính vòng phân giải cơ chất: Hoạt tính = 

D - d (với D là đường kính vòng ngoài và d là đường kính lỗ) [6]. 

2.3.3.2. Xác định hoạt độ cellulase  

Nguyên tắc: Dựa trên sự thủy phân CMC bằng dịch cellulase sau đó bất 

hoạt enzyme và tạo phản ứng màu bằng DNS. Lượng glucose tạo ra được xác 

định bằng phương pháp đo độ hấp thụ ở bước sóng 540 nm theo phương pháp 

của Miller (1959) [119]. 

Tiến hành 

Ống thí nghiệm: 0,1 ml dịch enzyme được cho vào ống nghiệm, thêm 0,4 

ml dung dịch CMC 1% (w/v) trong đệm acetate 100 mM, pH 5. Hỗn hợp được 

lắc đều và ủ ở 55°C trong 5 phút, sau đó bổ sung ngay 1,25 ml dung dịch DNS 

và đun sôi cách thủy 5 phút. 

Ống đối chứng: 0,1 ml dịch enzyme được cho vào ống nghiệm, thêm 1,25 

ml dung dịch DNS, ủ trong 5 phút, bổ sung 0,4 ml dung dịch CMC 1% (w/v). 

Hỗn hợp được lắc đều và ủ ở 55°C trong 5 phút, sau đó đun sôi cách thủy 5 phút. 

Hỗn hợp sau phản ứng được đo độ hấp thụ quang phổ ở bước sóng 540 nm. Độ 

hấp thụ quang phổ được đối chiếu với đồ thị chuẩn nồng độ glucose để suy ra 

hàm lượng đường khử tương đương được giải phóng ra. 

Đơn vị hoạt tính: Một đơn vị hoạt tính (U) được định nghĩa là lượng 

enzyme làm thủy phân cơ chất (CMC) thành đường khử tương đương 1 mol 

glucose trong một phút ở điều kiện thí nghiệm. 

2.3.3.3. Tinh sạch cellulase tự nhiên 

Dịch enzyme (15 ml) sau khi ly tâm ở 10000 rpm trong 10 phút được tủa 

với 90% (6,675 g) ammonium sulfate bão hòa và để ở 4C qua đêm. Sau khi ly 

tâm 12500 rpm, ở 4C. Tủa được hòa với đệm acetate 100 mM pH 5,0 và thẩm 
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tích loại muối. Dịch tủa sau khi loại muối (8 ml) được đưa qua cột sắc ký lọc gel 

Sephadex G75 (2,6 x 60 cm) đã được cân bằng với đệm acetate 50 mM, pH 4,5. 

Tốc độ chảy là 25 ml/giờ. Thể tích mỗi phân đoạn là 1,5 ml. Những phân đoạn 

có hoạt tính mạnh được thu hồi và đưa qua cột sắc ký lọc gel Biogel P100 

(2,6x60 cm) đã được cân bằng với đệm acetate 50 mM, pH 4,5. Tốc độ chảy là 

25 ml/giờ. Thể tích mỗi phân đoạn là 1,5 ml. Hàm lượng protein và hoạt tính 

enzyme được xác định trong mỗi phân đoạn, sau đó điện di trên gel 12,5% 

polyacrylamide để kiểm tra độ tinh sạch. 

2.3.3.4. Tinh sạch protein tái tổ hợp 

Nguyên lý: Protein tái tổ hợp được tinh sạch bằng cột resin gắn nickel 

chuyên dùng cho các protein tái tổ hợp có đuôi polyhistidine. Trong đó, resin là 

chất mang dạng agarose liên kết chéo, chứa thụ thể iminodiacetic acid và chất 

này làm cầu nối với Ni
2+

. Cột resin-nickel có ái lực cao với đuôi polyhistidine. 

Việc gắn kết hình thành thông qua liên kết giữa ion Ni
2+

 và đuôi 6xHis trong 

phân tử protein. Tinh sạch protein được thực hiện dưới các điều kiện biến tính, 

không biến tính và hỗn hợp theo mô tả của Invitrogen. Protein liên kết với resin 

được thôi bằng đệm pH thấp hoặc bằng đệm chứa muối imidazole. 

Tiến hành: 8 ml dịch nuôi biểu hiện rmEglA ở nấm men được sử dụng trực 

tiếp để đưa lên cột chứa 2 ml resin đã được cân bằng bằng đệm gắn NBB. Sau 

đó, mẫu được ủ với resin trong cột khoảng 45 phút, lắc đảo nhẹ nhiều lần. Cột 

được rửa 3 lần với 8 ml đệm NWB. Cuối cùng mẫu được thôi bằng 8-10 ml đệm 

NEB (1 ml cho mỗi phân đoạn) [86]. 

2.3.3.5. Điện di gel polyacrylamide (PAGE) 

Nguyên tắc: Gel polyacrylamide được sử dụng để điện di protein 

polyacrylamide với nồng độ 12,5% theo phương pháp điện di biến tính của 

Lemmli 1970 [109]. Bản gel được đổ hai lớp, lớp dưới là gel tách được đổ cách 
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mặt trên 1,5 cm, để đông 30 phút, cài lược rồi đổ tiếp lớp gel cô ở trên, để 30 

phút cho gel đông hoàn toàn và ổn định. 

Điện di: Bản điện di được lắp vào hệ thống điện di và chạy với cường độ 

dòng điện 20 mA cho lớp gel cô và 30 mA cho lớp gel tách trong 45 phút. Sau 

điện di, bản gel được tách khỏi phiến kính rồi nhuộm bằng Coomassie Brilliant 

Blue (cellulase tự nhiên) trong 1-3 giờ và bản gel được tẩy màu bằng dung dịch 

tẩy, hoặc nhuộm bằng AgNO3 0,1% (w/v) (rmEglA). Các protein dưới dạng 

monomer tinh sạch xuất hiện một băng duy nhất. 

2.3.2.6. Điện di SDS-PAGE nhuộm hoạt tính  

Để phát hiện băng protein thể hiện hoạt tính endoglucanase, mẫu được chạy 

điện di trên gel polyacrylamide nồng độ 10% có chứa 0,2% CMC với đệm mẫu 

có chứa SDS và mercapthoethanol nhưng không biến tính nhiệt độ. Sau quá 

trình chạy điện di, bản gel được cắt làm hai phần. Phần một nhuộm bạc hoặc 

Coomassie Brilliant Blue. Phần hai nhuộm hoạt tính theo phương pháp được mô 

tả bởi Yamabhai M. và đtg (2008) có cải tiến [179]. Gel được loại SDS bằng 

cách rửa trong nước deion hai lần trong 30 phút, rửa trong dung dịch 1% Triton - 

X100 trong 1h, rửa bằng đệm acetate 0,1M pH 4,5 trong 30 phút. Bản gel được 

ủ trong đêm acetate 0,1M pH 4,5 qua đêm ở 37°C. Sau đó bản gel được rửa 

nước deion hai lần và nhuộm đặc hiệu bằng dung dịch đỏ Congo 1% trong 30 

phút. Băng thủy phân cơ chất CMC được hiện hình bằng cách rửa bản gel trong 

dung dịch 1M NaCl trong 15 phút. 

2.3.2.7. Xác định hàm lượng protein tổng số  

Hàm lượng protein được xác định theo phương pháp Bradford [39]. 

Phương pháp này dựa trên nguyên tắc: các protein khi phản ứng với Coomassie 

Brilliant Blue sẽ hình thành phức hợp màu có khả năng hấp thụ ánh sáng mạnh 

nhất ở bước sóng 595 nm, cường độ màu tỉ lệ thuận với nồng độ protein trong 

dung dịch. Hàm lượng protein tổng số được xác định dựa vào đồ thị chuẩn 

protein từ dung dịch albumin huyết thanh bò. 
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2.3.2.8. Nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố lý hóa lên hoạt tính và độ bền 

của endoglucanase tự nhiên và tái tổ hợp 

Động học của phản ứng enzyme  

Để xác định ảnh hưởng của nồng độ cơ chất, enzyme tinh sạch được phản 

ứng với cơ chất CMC và cơ chất barley β-glucan. Động học cơ chất của enzyme 

đối với cơ chất CMC và -glucan được xác định qua hằng số Michaelis-Menten, 

Km, và vận tốc phẩn ứng tối đa Vmax [4]. 

Nguyên tắc: Để xác định hằng số Km dựa vào phương trình Lineweaver Burk: 

  maxmax0
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  Trong đó:  

Đường biểu diễn cắt trục tung ở điểm 1/Vmax và cắt trục hoành ở điểm -

1/Km. Từ đó có thể tính được các giá trị Vmax, Km. 

Nhiệt độ và pH tối ưu 

Nhiệt độ và pH tối ưu của cellulase tự nhiên và rmEglA được xác định 

bằng cách đo hoạt tính enzyme theo phương pháp đã mô tả ở trên sử dụng đệm 

acetate 100 mM (pH 3,0-5,5) và đệm phosphate 100 mM (pH 5,5-8,0), nhiệt độ 

thay đổi trong khoảng 30-85C tại pH 5 và pH thay đổi từ 3,0-8,0 ở 37C. 

Độ bền nhiệt và độ bền pH 

Để đánh giá độ bền nhiệt và độ bền pH của cellulase tự nhiên và cellulase 

tái tổ hợp, dịch enzyme đã tinh sạch (0,53 g cho mỗi phản ứng) được ủ ở các 

nhiệt độ khác nhau từ 30C đến 55C ở pH 5,0 và pH khác nhau từ 3,0-8,0 (pH 

3,0-6,0 với đệm acetate; pH 6,0-8,0 với đệm phosphate) ở 37C, sau các khoảng 

thời gian 2-24h (cellulase tự nhiên) và từ 1- 8h (cellulase tái tổ hợp). Hoạt tính 

còn lại của enzyme được xác định. 

Ảnh hưởng của ion kim loại, chất tẩy rửa và dung môi hữu cơ 

Dịch endoglucanase tự nhiên tinh sạch (0,53 g cho mỗi phản ứng) được ủ 

với ion kim loại 2-10 mM (K
+
, Na

+
, Ag

+
, Fe

2+
, Ni

2+
, Mn

2+
, Ca

2+
, Zn

2+
, Ba

2+
, Cu

2+
, 

V0 là vận tốc ban đầu 

Vmax là vận tốc cực đại 
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Mg
2+

), EDTA và mercaptoethanol; với dung môi hữu cơ 1-20% (v/v)  (acetone, 

ethanol, isopropanol, methanol và n-butanol) và với chất tẩy rửa 1-20% (v/v) 

(Tween 20, Tween 80, SDS, Triton X-100 và Triton X-114) ở 37C. Sau 1 giờ ủ, 

hoạt tính còn lại của enzyme được xác định.  

Dịch rmEglA tinh sạch (1,5 g cho mỗi phản ứng) được ủ với ion kim loại 

2-10 mM (K
+
, Na

+
, Ag

+
, Fe

2+
, Ni

2+
, Mn

2+
, Ca

2+
, Zn

2+
, Ba

2+
, Cu

2+
, Mg

2+
), EDTA 

và mercaptoethanol; với dung môi hữu cơ 1-20% (v/v)  (acetone, ethanol, 

isopropanol, methanol và n-butanol) và với chất tẩy rửa 1-20% (v/v) (Tween 20, 

Tween 80, SDS, Triton X-100 và Triton X-114) ở 37C. Sau 1 giờ ủ, hoạt tính 

còn lại của enzyme được xác định. 

2.3.2.9. Xác định sản phẩm thủy phân bằng kỹ thuật TLC  

Để xác định sản phẩm thủy phân, 1,6 mg endoglucanase tinh sạch đã được 

ủ với cơ chất CMC 1% ở 37°C trong 72h. Sản phẩm thủy phân đã được chạy sắc 

ký lớp mỏng (TLC) (bản 20×20 cm silicagel 60, Merck), thực hiện với một pha 

động của n-butanol/acetic acid/nước (2:1:1, v/v/v). Các tiểu phần thủy phân đã 

được hiện hình bằng cách phun các bản TLC với 10% (v/v) acid sulfuric trong 

ethanol và ủ ở 120°C trong 15 phút. Mẫu được so sánh với chất chuẩn gồm 

glucose (G1), cellobiose (G2), cellotriose (G3) và cellotetraose (G4) [129]. 

2.4. Phƣơng pháp xử lý số liệu 

Các thí nghiệm hóa sinh được tiến hành lặp lại 3 lần. Số liệu thu được được 

xử lý thống kê sinh học tính các tham số thống kê bằng phần mềm Microsoft 

Excel [18]. 
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Chương trình DNAstar được dùng để phân tích, so sánh trình tự nucleotide 

và xây dựng cây phân loại chủng nấm nghiên cứu. Phần mềm trực tuyến SignalP 

4.1 Server [188] để phân tích trình tự peptide tín hiệu, phần mềm trực tuyến 

NetOGlyc 4.0 Server phân tích điểm O-glycosyl hóa [187], phần mềm trực 

tuyến NetNGlyc 1.0 Server [186] phân tích điểm N-glycosyl. 
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Chƣơng 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Tinh sạch và nghiên cứu đặc tính của cellulase tự nhiên từ nấm sợi tại Việt Nam 

3.1.1. Tuyển chọn và phân loại chủng nấm sợi sinh tổng hợp cellulase 

Các chủng nấm sợi (42 chủng) được lên men lỏng trên môt trường CPY bổ 

sung CMC cho sinh tổng hợp cellulase, sau 96 h nuôi cấy thu dịch enzyme thô. 

Sử dụng phương pháp khuếch tán enzyme trên thạch và phương pháp đo hoạt 

tính cellulase thông qua lượng đường khử tạo thành theo Miller cho thấy 37 

chủng nấm Trichoderma sp. có hoạt tính cellulase thấp hoặc không có. Trong 5 

chủng nấm sợi thuộc ngành phụ Nấm đảm có 4 chủng có hoạt tính cellulase cao. 

Trong đó chủng nấm sợi NDVN01 có hoạt tính cao nhất đạt 1,47 U/ml (Bảng 

PL3.1; hình 3.1). Chủng NDVN01 được chọn để tiến hành những nghiên cứu 

tiếp theo. 

   

Hình 3.1. Hoạt tính cellulase của một số chủng nấm sợi nghiên cứu 

(T1-T31: một số chủng nấm Trichoderma; 1: Peniophora sp. NDVN01; 2: Pleurotus 

sajor-caju; 3: Pleurotus ostreatus; 4: Ganoderma lucidum; 5: Flammulina velutipes) 

Chủng NDVN01 được phân loại dựa vào trình tự nucleotide gen mã hóa 

rRNA. DNA tổng số của chủng NDVN01 được tách chiết, tinh sạch và điện di 

kiểm tra (hình 3.2A). Kết quả cho thấy băng điện di DNA tổng số gọn, không bị 

đứt gãy đảm bảo chất lượng cho phản ứng PCR nhân dòng gen. Phản ứng PCR 

khuếch đại gen mã hóa rRNA được tiến hành với cặp mồi ITS1 và NL4. Sau khi 
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điện di kiểm tra, sản phẩm PCR có kích thước khoảng 1200 bp tương ứng với 

tính toán lý thuyết (hình 3.2 B). 

Sản phẩm PCR sau đó được gắn vào vector pJET 1.2/blunt tạo plasmid tái 

tổ hợp và biến nạp vào tế bào E. coli DH5. Các khuẩn lạc được chọn lọc và 

nuôi cấy để tách plasmid. Plasmid tái tổ hợp mang gen ngoại lai nên có kích 

thước lớn hơn plasmid đối chứng (hình 3.2C). Plasmid tái tổ hợp được cắt kiểm 

tra bằng XbaI và XhoI. Sản phẩm cắt được điện di kiểm tra cho thấy xuất hiện 2 

băng kích thước tương ứng với đoạn DNA thuộc gen mã hóa rRNA ( 1200 bp) 

và pJET1.2/blunt (3 kb) (hình 3.2D). 
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Hình 3.2. Hình ảnh điện di DNA nhân gen mã hóa rRNA 

DNA tổng số (A-1); Sản phẩm PCR nhân gen mã hóa rRNA từ khuôn DNA 

tách chiết từ chủng NDVN01 (B-2); Plasmid tái tổ hợp (C-3); Sản phẩm cắt 

plasmid tái tổ hợp/XbaI và XhoI (D-4); Marker 1 kb (M); pJET1.2 (C-ĐC) 

Plasmid tái tổ hợp được tinh sạch và gửi đọc trình tự tại hãng Macrogen - 

Hàn Quốc. Kết quả xác định trình tự nucleotide cho thấy đoạn DNA của gen mã 

hóa rRNA của chủng NDVN01 có chiều dài 1255 bp gồm một phần gen 18S; 

toàn bộ trình tự ITS1, gen 5,8S và trình tự ITS2; một phần gen 28S  (bảng 

PL3.2). Đoạn DNA của gen mã hóa rRNA của chủng NDVN01 có 316 
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nucleotide loại A (25,18%), 343 nucleotide loại G (27,33%), 296 nucleotide loại 

T (23,59%) và 300 nucleotide loại C (23,9%). Tổng số nucleotide loại A và T là 

612 (48,76%) và tổng số nucleotide loại G và C là 643 (51,24%). Tỷ lệ 

A+T/G+C bằng 0,952. 

So sánh trình tự gen mã hóa rRNA của chủng nấm sợi nghiên cứu với một 

số trình tự đã công bố trên GenBank bằng phần mềm Blast trực tuyến cho thấy, 

chủng NDVN01 có quan hệ họ hàng gần với một số đại diện thuộc chi nấm sợi 

Peniophora. Phân tích số liệu bằng phần mềm DNAstar cho thấy trình tự 

nucleotide gen mã hóa rRNA của chủng NDVN01 có độ tương đồng 93,7-99,2% 

với các chủng thuộc chi Peniophora, trong đó tương đồng cao nhất (99,2%) với 

chủng Peniophora sp. M104-3B (mã số GenBank: HM595611) và Peniophora 

pini (mã số GenBank: EU118651). Cây phân loại của chủng nấm sợi NDVN01 

đã được dựng bằng phần mềm DNAstar và được thể hiện ở hình 3.3. Trên hình 

3.3 cho thấy, chủng NDVN01 và một số chủng có trình tự nucleotide tương 

đồng thuộc chi nấm sợi Peniophora được chia thành ba nhóm. Trong đó, chủng 

NDVN01 và hai chủng có độ tương đồng cao nhất (Peniophora sp. M104-3B 

(P611) và Peniophora pini (P651)) được xếp vào cùng nhóm. Trình tự gen mã 

hóa rRNA của chủng NDVN01 đã được đăng ký trong GenBank với mã số 

JF925333 và chủng đã được đặt tên là Peniophora sp. NDVN01. Đặc điểm phân 

loại như sau: 

Giới Nấm Fungi 

Ngành phụ Nấm đảm Basidiomycota 

Lớp Nấm tán Agaricomycetes 

Bộ Russulales 

Họ Peniophoraceae 

Chi Peniophora 

Loài Peniophora sp. NDVN01 
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Hình 3.3. Cây phân loại của chủng NDVN01 dựa vào trình tự gen mã hóa rRNA 

P424: Peniophora cinerea (AF506424); P617: Peniophora clone (JF449617); 

B198: uncultured Basidiomycota clone bas07110 (HQ433198); P612: 

Peniophora sp. M126-1 (HM595612); P853: Peniophora sp. MLB-2010 

(HQ604853); P854: Peniophora aurantiaca (HQ604854); P425: Peniophora 

incarnata (AF506425); P622: Peniophora sp. TW06-13 (AB672622); P610: 

Peniophora sp. M161 (HM595610); P333: Peniophora sp. NDVN01 

(JF925333); P611: Peniophora sp. M104-3B (HM595611); P651: Peniophora 

pini (EU118651); D428: Dichostereum aff. Pallescens (AF506428);   V484: 

Vararia investiens (AF506484); R726: Russuloid isolate BB1 (AF283726) 

3.1.2. Tối ưu điều kiện môi trường nuôi cấy sinh tổng hợp cellulase 

3.1.2.1. Thời gian nuôi cấy thích hợp 

Để đánh giá khả năng sinh tổng hợp cellulase ngoại bào theo thời gian, 

chủng NDVN01 được nuôi cấy trong môi trường cơ bản ở 30°C, lắc 200 

vòng/phút. Dịch môi trường được thu ở các giờ khác nhau xác định hoạt tính. 

Kết quả cho thấy, hoạt tính cellulase ngoại bào tăng chậm từ 24h (12%) đến 72h 

(31%) nuôi cấy, sau 72h khả năng sinh tổng hợp cellulase ngoại bào tăng tuyến 

tính và đạt cực đại ở 120h nuôi cấy  với hoạt tính đạt 2,32 U/ml, sau đó giảm 

dần còn 62% (1,44 U/ml) ở 216h (hình 3.4A). 
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Hình 3.4. Đồ thị ảnh hƣởng của thời gian nuôi cấy (A) và pH ban đầu của môi 

trƣờng (B) đến khả năng sinh tổng hợp cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 

Những nghiên cứu trước đây trên một số chủng nấm sợi thuộc ngành phụ 

Nấm đảm cho thấy chủng nấm rơm Volvariella volvacea sinh tổng hợp cellulase 

mạnh nhất sau 5 ngày nuôi cấy [41], nhưng chủng Bjerkandera adusta UAMH 

8258 sinh tổng hợp mạnh nhất sau 6 ngày và chủng Pycnoporus sanguineus 

CEIBMD01 sau 8 ngày nuôi cấy [145]. Trong điều kiện lên men rắn, chủng nấm 

hương L. edodes sinh tổng hợp cellulase mạnh nhất sau 30 ngày [97]; chủng 

Fomitopsis sp. RCK2010 sau 11 ngày [54]. Như vậy, chủng nấm Peniophora sp. 

NDVN01 có thời gian sinh tổng hợp cellulase mạnh nhất tương đương hoặc 

ngắn hơn so với một số chủng sợi thuộc ngành phụ Nấm đảm đã công bố. 

3.1.2.2. Ảnh hưởng của pH ban đầu của môi trường và nhiệt độ nuôi cấy 

pH ban đầu của môi trường là một trong những yếu tố quan trọng nhất ảnh 

hưởng đến khả năng sinh trưởng và sinh tổng hợp enzyme ngoại bào của vi sinh 

vật. Chủng Peniophora sp. NDVN01 sinh tổng hợp cellulase tăng dần từ 1,17 

U/ml (pH 4,0) lên 2,62 U/ml (đạt 100%) ở pH ban đầu của môi trường bằng 7,0, 

sau đó khả năng sinh tổng hợp cellulase giảm nhanh chóng chỉ đạt 0,39 U/ml 

(bằng 15% so với cực đại) ở pH 10,0 (hình 3.4B). So sánh với những nghiên cứu 

đã công bố cho thấy, chủng Peniophora sp. NDVN01 có pH ban đầu thích hợp 

tương đương với chủng nấm đảm phân lập từ gỗ [161]. Tuy nhiên, những chủng 

nấm đảm khác lại sinh tổng hợp cellulase tối ưu trong điều kiện pH môi trường 
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ban đầu thấp hơn như: chủng B. adusta và P. sanguineus thích hợp ở pH 5,0 

[146]; chủng V. volvacea thích hợp ở pH 6,0 [41]; chủng Fomitopsis sp. 

RCK2010 sinh tổng hợp cellulase mạnh nhất trong môi trường có pH ban đầu 

bằng 5,5 [54]. Như vậy, chủng Peniophora sp. NDVN01 có khả năng sinh tổng 

hợp cellulase mạnh nhất trong điều kiện pH trung tính, khác biệt so với các 

chủng nấm sợi khác thường sinh tổng hợp cellulase trong điều kiện pH ban đầu 

của môi trường thường nghiêng về phía acid. 
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Hình 3.5. Đồ thị ảnh hƣởng của nhiệt độ nuôi cấy (A); Biểu đồ so sánh ảnh 

hƣởng nguồn cơ chất cảm ứng (B) đến khả năng sinh tổng hợp cellulase của 

chủng Peniophora sp. NDVN01 

CMC: carboxymethyl cellulose; ĐTG: vỏ cà phê; C: xơ dừa; PS: vỏ lạc; P: bột 

giấy; RS: rơm lúa; SD: mùn cưa 

Chủng Peniophora sp. NDVN01 sinh tổng hợp cellulase tăng dần từ 2,25 

U/ml (75%) ở nhiệt độ 22°C lên 2,99 U/ml (100%) ở 28°C và sau đó giảm mạnh 

khi tăng nhiệt độ chỉ đạt 20% so với cực đại (0,61 U/ml) ở 33°C (hình 3.5A). 

Như vậy, chủng Peniophora sp. NDVN01 thuộc chủng ưa ấm. Kết quả này 

trùng với nhiệt độ tối ưu cho sinh tổng hợp cellulase của chủng B. adusta và P. 

sanguineus [146] nhưng thấp hơn so với chủng Fomitopsis sp. RCK2010 (thích 

hợp ở 30°C) và chủng V. volvacea (thích hợp ở 37°C) [41], [54]. 
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3.1.2.3. Ảnh hưởng của chất cảm ứng 

Cơ chất cảm ứng là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng 

hợp cellulase của các chủng nấm. Chủng Peniophora sp. NDVN01 được lên 

men trong môi trường chứa các nguồn cơ chất lignocellulose khác nhau ở nồng 

độ 0,6% (w/v). Kết quả cho thấy cơ chất bột giấy có khả năng cảm ứng sinh 

tổng hợp cellulase mạnh nhất đạt 3,31 U/ml, cao hơn 5 lần so với cơ chất CMC 

(chỉ đạt 0,6 U/ml) (hình 3.5B). Chủng Peniophora sp. NDVN01 sinh tổng hợp 

cellulase tăng dần khi tăng nồng độ bột giấy cảm ứng và đạt cực đại ở nồng độ 

0,5% (w/v) với hoạt tính cellulase ngoại bào đạt 3,37 U/ml. Khi nồng độ bột 

giấy tiếp tục tăng thì khả năng sinh tổng hợp cellulase lại giảm dần chỉ còn 0,33 

U/ml (10% so với cực đại) ở nồng độ 1% bột giấy (hình 3.6A). 
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Hình 3.6. Đồ thị ảnh hƣởng của nồng độ bột giấy (A) và nồng độ dịch chiết khoai 

tây đến khả năng sinh tổng hợp cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 

Những nghiên cứu trước đây cho thấy, cơ chất cảm ứng thích hợp đối với 

chủng A. niger VTCC-F021 và A. awamori VTCC-F099 là CMC với nồng độ 

tương ứng là 1 và 2% [126], [139]. Chủng nấm rơm V. volvacea có cơ chất cảm 

ứng thích hợp là cellulose kết tinh (Avicel) ở nồng độ 1% [41], chủng nấm sò 

Pleurotus saijor-caju có cơ chất cảm ứng thích hợp là lõi ngô [11], nhưng bột 

giấy lại không có tác dụng cảm ứng sinh tổng hợp cellulase của chủng nấm đảm 

phân lập từ vùng sa mạc Sonoran - Mỹ [161]. Như vậy, các loài khác nhau có 

nguồn cơ chất và nồng độ cảm ứng sinh tổng hợp cellulase khác nhau phụ thuộc 

vào đặc điểm di truyền của loài. 
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3.1.2.4. Ảnh hưởng của nồng độ dịch chiết khoai tây bổ sung 

Đối với nấm sợi, dịch chiết khoai tây có ảnh hưởng lớn tới khả năng sinh 

trưởng và sinh tổng hợp enzyme. Để tìm môi trường thích hợp sản xuất cellulase 

trong điều kiện Việt Nam, chủng Peniophora sp. NDVN01 được lên men trong 

môi trường có bổ sung nồng độ dịch chiết khoai tây khác nhau. Kết quả cho thấy 

khả năng sinh tổng hợp cellulase tăng dần khi tăng nồng độ dịch chiết khoai tây 

và đạt cực đại ở nồng độ 80% (v/v) với hoạt tính cellulase ngoại bào đạt 6,95 

U/ml. Khi nồng độ dịch chiết khoai tây tiếp tục tăng thì khả năng sinh tổng hợp 

cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 lại giảm dần chỉ còn 83% (5,97 

U/ml) so với cực đại ở nồng độ 100% dịch chiết khoai tây. 

3.1.2.5. Ảnh hưởng của nguồn cacbon 

Để khảo sát ảnh hưởng của nguồn cacbon đến khả năng sinh tổng hợp 

cellulase, chủng Peniophora sp. NDVN01 đã được lên men trong môi trường 

chứa 80% (v/v) dịch chiết khoai tây, 0,5% (w/v) bột giấy  làm cơ chất cảm ứng 

và 0,2% (w/v) của một nguồn bổ sung cacbon (CMC, vỏ cà phê, xơ dừa, lõi ngô, 

vỏ lạc, rơm rạ, mùn cưa, bã mía, galactose, glucose, mannose, xylose, lactose, và 

sucrose). Kết quả được thể hiện ở hình 3.7. 

Qua hình 3.7 cho thấy, nguồn cacbon rơm lúa có khả năng làm tăng năng 

suất sinh tổng hợp cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 mạnh nhất lên 

hơn hai lần (7,02 U/ml) so với đối chứng không bổ sung thêm nguồn cacbon 

(3,48 U/ml). Các nguồn cacbon phức tạp khác (CMC, mùn cưa, lõi ngô, bã mía) 

có vai trò làm tăng nhẹ năng suất sinh tổng hợp cellulase từ 3-4%. Đa số các 

nguồn cacbon vô cơ khảo sát đều làm giảm năng suất sinh tổng hợp cellulase 

của chủng nấm, trong đó glucose làm giảm mạnh nhất chỉ còn 33% so với đối 

chứng không bổ sung thêm nguồn cacbon (hình 3.7A). Điều này được giải thích 

là do trong các nguồn cacbon phức tạp cellulose được tổng hợp bởi các đường 

đơn liên kết với nhau bằng các glycoside, để có nguồn đường sử dụng cung cấp 

cho quá trình trao đổi năng lượng chủng nấm đã phải sinh tổng hợp hàm lượng 
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cellulase cao để thủy phân. Do đó, đa số các nguồn cacbon phức tạp có vai trò 

làm tăng năng suất sinh tổng hợp cellulase và rơm lúa được chọn để tối ưu nồng 

độ bổ sung thích hợp. 
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Hình 3.7. Biểu đồ ảnh hƣởng của một số nguồn cacbon (A) và đồ thị ảnh 

hƣởng của nồng độ rơm lúa (B) đến khả năng sinh tổng hợp cellulase của 

chủng nấm Peniophora sp. NDVN01 

CMC: carboxymethyl cellulose; CS: vỏ cà phê; C: xơ dừa; CC: lõi ngô; PS: vỏ 

lạc; RS: rơm lúa; SD: mùn cưa; SB: bã mía; Gal: galactose; Glu: glucose; 

Man: mannose; Xyl: xylose; Lac: lactose; Suc: sucrose; ĐC: đối chứng 

Kết quả phân tích cho thấy việc bổ sung rơm lúa làm tăng năng suất 

cellulase bởi Peniophora sp. NDVN01 lên đáng kể từ 5,97 U/ml (34%) trong 

môi trường có chứa 0,1% (w/v) rơm lúa đến tối đa 17,37 U/ml (100%) trong môi 

trường có chứa 0,6% (w/v) rơm lúa, sau đó giảm dần còn 5,46 U/ml (31%) trong 

môi trường có chứa 1,4% (w/v) của rơm lúa (hình 3.7B). 

Trong số các nguồn cacbon khác nhau được thử nghiệm (lõi ngô, thân cây 

ngô, rơm lúa mạch, cám lúa mạch) cám lúa mạch cho sản xuất tối đa cellulase 

bởi Fomitopsis sp. RCK2010 [54]. Cám lúa mạch cũng là nguồn cacbon thích 

hợp cho sản xuất cellulase cao bởi hai chủng nấm đảm phân lập từ sa mạc 

Sonoran [161]. CMC cho năng suất sinh tổng hợp cellulase cao nhất, tiếp theo là 

cellobiose và avicel trong số các nguồn khác nhau: glucose, xylose, CMC, 

cellulose kết tinh (avicel) và cellobiose được khảo sát để đánh giá là nguồn 
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cacbon thích hợp cho sản xuất cellulase của chủng nấm hoại sinh Phlebia 

gigantea [128]. Các chất thải của quá trình sản xuất ethanol từ lúa mạch, vỏ quýt 

là nguồn cacbon thích hợp nhất cho quá trình sản xuất cellulase của các chủng 

nấm đảm Fomes fomentarius IBB, Pseudotremella gibbosa IBB 22 [59]. 

3.1.2.6. Ảnh hưởng của nguồn nitơ 

Cùng với nguồn cacbon, nitơ là một trong những yếu tố dinh dưỡng ảnh 

hưởng lớn đến khả năng sinh trưởng và sinh tổng hợp cellulase của chủng nấm 

trong điều kiện lên men. Chủng Peniophora sp. NDVN01 được lên men trong 

môi trường có bổ sung các nguồn nitơ vô cơ và hữu cơ khác nhau. Kết quả cho 

thấy, ammonium hydrogen phosphate làm tăng năng suất sinh tổng hợp cellulase 

của chủng Peniophora sp. NDVN01 tới 21,19 U/ml, tăng 29% so với đối chứng 

không bổ sung nguồn nitơ. Nguồn nitơ hữu cơ (bột cá và cao thịt) làm giảm nhẹ 

từ 5-10% năng suất sinh tổng hợp cellulase, những nguồn nitơ khác làm giảm 

mạnh năng suất sinh tổng hợp enzyme, đặc biệt là cao nấm men làm giảm chỉ 

còn 5% (0,89 U/ml) so với đối chứng (hình 3.8A). 

 Để xác định nồng độ thích hợp, chủng Peniophora sp. NDVN01 được lên 

men trong môi trường có bổ sung ammonium hydrogen phosphate với nồng độ 

từ 0,1-1,0% (w/v). Kết quả cho thấy, việc bổ sung 0,2% (w/v) của ammonium 

hydrogen phosphate là tối ưu cho việc sản xuất cellulase bởi Peniophora sp. 

NDVN01 đạt 21,5 U/ml và sự gia tăng hơn nữa ammonium hydrogen phosphate 

trong môi trường lên men làm giảm năng suất sinh tổng hợp cellulase chỉ còn 

3,29 U/ml (15% so với cực đại) ở nồng độ 1% (hình 3.8B). 

Những nghiên cứu trước đây cho thấy, khả năng sinh tổng hợp cellulase 

của nấm phụ thuộc khác nhau vào nguồn nitơ tùy thuộc vào đặc điểm di truyền 

và loại nitơ. Chủng nấm đảm Fomitopsis sp. RCK2010 sinh tổng hợp cellulase 

mạnh nhất với nguồn nitơ ure [54]. Chủng Aspergillus ornatus sinh tổng hợp 

cellulase mạnh nhất với 0,2% ammonium hydrogen phosphate [182], peptone là 

nguồn nitơ thích hợp đối với chủng Sporotrichum  thermophile  LAR5 [32] và 



 56 

chủng Pleurotus dryinus IBB 903, còn đối với chủng Funalia trogii IBB 146 

nguồn NH4NO3 thích hợp nhất trong khoảng nồng độ 10-20 mM [95]. Như vậy, 

nguồn nitơ thích hợp đối với chủng Peniophora sp. NDVN01 tương đồng với 

chủng Aspergillus ornatus nhưng có sự khác biệt so với các loài nấm khác đã 

công bố. 
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Hình 3.8. Biểu đồ ảnh hƣởng của nguồn nitơ (A) và đồ thị ảnh hƣởng của 

nồng độ ammonium hydrogen phosphate (B) đến khả năng sinh tổng hợp 

cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 

FM: bột cá; ME: cao thịt; Pep: peptone A; SM: Bột đậu tương; YE: cao nấm men; 

AP: (NH4)2HPO4; AN: NH4NO3; AS: (NH4)2SO4; KN: KNO3; ĐC: đối chứng 

3.1.2.7. Ảnh hưởng của một số nguồn khoáng 

Để khảo sát ảnh hưởng của một số nguồn khoáng, chủng Peniophora sp. 

NDVN01 được lên men trong môi trường với các thành phần và điều kiện đã tối 

ưu được có bổ sung một số nguồn khoáng với nồng độ từ 0,05-0,2% (w/v). Kết 

quả cho thấy, việc bổ sung KCl và CaCO3 với nồng độ 0,1-0,15% làm tăng năng 

suất sinh tổng hợp cellulase của chủng nấm lên 12%, nhưng ở nồng độ 0,2% thì 

hoạt tính cellulase ngoại bào lại giảm. Các nguồn khoáng khác như MgSO4, 

BaCl2, FeSO4 đều làm giảm khả năng sinh tổng hợp cellulase, nồng độ khoáng 

càng tăng thì năng suất sinh tổng hợp cellulase càng giảm (hình 3.9A). 
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Hình 3.9. Biểu đồ ảnh hƣởng của một số nguồn khoáng (A) và năng suất sinh 

tổng hợp cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 trong môi trƣờng tối 

ƣu và chƣa tối ƣu (B) 

STU: sau tối ưu; TTU: trước tối ưu 

Nguồn khoáng là một trong những yếu tố vừa có vai trò kích thích và ức chế 

khả năng sinh tổng hợp enzyme. Các ion kim loại có thể tham gia vào trung tâm hoạt 

động của enzyme trong các chu trình sinh hóa trong tế bào nấm nhưng cũng có thể 

ức chế hoạt tính của các enzyme dẫn đến làm giảm khả năng sinh tổng hợp enzyme. 

Nghiên cứu trước đã chỉ ra rằng, tất cả các nguồn khoáng khảo sát (FeSO4, MgSO4, 

CH3COOCu, PbCl2, MnCl2, CaCl2, BaCl2, KCl, NaCl) làm giảm năng suất sinh tổng 

hợp cellulase của Rhizopus oryzae [99].  

3.1.2.8. So sánh khả năng sinh tổng hợp enzyme trong môi trường tối ưu và 

chưa tối ưu 

Để đánh giá ảnh hưởng tổng hợp của các yếu tố đã tối ưu đến khả năng 

sinh tổng hợp cellulase, chủng Peniophora sp. NDVN01 đã được lên men trong 

môi trường có thành phần và điều kiện lên men tối ưu. Kết quả cho thấy, năng 

suất sinh tổng hợp cellulase đạt 24,65 U/ml, cao hơn 8,6 lần so với môi trường 

cơ bản ban đầu chưa tối ưu (hình 3.9B). Như vậy, thành phần môi trường tối ưu 

có chứa 80% (v/v) dịch chiết khoai tây, 0,6% rơm lúa; 0,2% (w/v) (NH4)2HPO4, 

0,5% (w/v) bột giấy làm cơ chất cảm ứng, 0,15% KCl và 0,1% CaCO3. Điều 
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kiện lên men thích hợp ở 28°C, pH ban đầu của môi trường bằng 7,0, thời gian 

lên men 120 giờ. 

Năng suất sinh tổng hợp cellulase trong điều kiện tối ưu của chủng nấm 

rơm V. volvacae đạt 18,7 U/ml [41], chủng A. niger đạt 3,9 U/ml [55], chủng 

nấm sò trắng P. ostreatus đạt 7,08 U/ml, chủng nấm sò tím P. sajor-caju là 2,2 

U/ml [103]. Như vậy, chủng Peniophora sp. NDVN01 sinh tổng hợp cellulase 

mạnh hơn so với một số chủng nấm khác đã công bố. 

3.1.3. Tinh sạch và đánh giá tính chất cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 

3.1.3.1. Tinh sạch cellulase 

Chủng Peniophora sp. NDVN01 được lên men trong môi trường tối ưu. 

Sau thời gian lên men canh trường được ly tâm 10000 vòng/phút thu dịch 

enzyme thô và được tủa bằng 90% (w/v) ammonium sulphate bão hòa. Dịch sau 

thẩm tích loại muối được tinh sạch qua cột lọc gel Sephadex-G75 thu 15 phân 

đoạn. Các phân đoạn 5-11 có hoạt tính mạnh được thu hồi tiến hành qua cột lọc 

gel Biogel-P100 thu 15 phân đoạn.  

Kết quả cho thấy, ở các phân đoạn 6, 7, 8, 9, 10 có hoạt tính cellulase mạnh 

(hình 3.10A). Mức độ tinh sạch và khối lượng phân tử tương đối của cellulase 

được xác định trên gel polyacrylamide sử dụng marker protein chuẩn. Điện di đồ 

(hình 3.10B, giếng 3) cho một băng protein duy nhất có khối lượng phân tử 

khoảng 32 kDa. Kết quả điện di hoạt tính khẳng định băng tinh sạch thu được là 

cellulase (hình 3.10C). Sau khi tủa bằng ammonium sulfate, qua cột sắc ký lọc 

gel Sephadex G75 và cột Biogel-P100, cellulase có độ sạch 2,34 lần so với dịch 

enzyme thô ban đầu, hoạt tính riêng đạt 146,42 U/mg nhưng hiệu suất thu hồi 

thấp chỉ đạt 4,33% (bảng 3.1). Như vậy, Peniophora sp. NDVN01 sinh tổng hợp 

cellulase có khối lượng phân tử 32 kDa.  
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Hình 3.10. Sắc ký đồ tinh sạch cellulase trên cột Biogel-P100 (A) và hình 

ảnh điện di protein sản phẩm tinh sạch (B), điện di hoạt tính (C) 

M: marker protein (Fermentas); 1: phổ điện di dịch enzyme thô; 2: phổ điện di 

dịch enzyme qua cột Sephadex-G75; 3: phổ điện di dịch enzyme qua cột Biogel-

P100 (dịch tinh sạch); 4: Phổ điện di nhuộm hoạt tính đặc hiệu; ():Hàm lượng 

protein; (): Hoạt tính cellulase của các phân đoạn 

Bảng 3.1. Thông số kỹ thuật các bƣớc tinh sạch cellulase từ chủng 

Peniophora sp. NDVN01 

Bƣớc tinh 

sạch 

Protein 

(mg/ml) 

Tổng 

protein  

(mg) 

Tổng 

hoạt 

tính (U) 

Hoạt 

tính 

riêng 

(U/mg) 

Hiệu 

suất thu 

hồi (%) 

Độ sạch 

(lần) 

 

Enzyme thô 0,1964 19,64 1424 72,48 100 1,0 

Tủa muối 

(NH4)2SO4 
0,172 7,396 722 97,62 50,69 1,35 

Lọc gel 

Sephadex G-

75 

0,048 2,474 369 149,15 25,93 2,06 

Lọc gel Biogel 

P-100 
0,014 0,364 61,67 169,42 4,33 2,34 

3.1.3.2. Động học cơ chất của cellulase 

Các hằng số động học Km, Vmax, Kcat và Kcat/Km là những đại lượng đặc 

trưng cho phương trình động học cơ chất của một enzyme. Cellulase tinh sạch 
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của chủng Peniophora sp. NDVN01 đã được xác định các hằng số động học đối 

với cơ chất CMC và β-glucan lúa mạch (barley β-glucan) thông qua phương 

trình Lineweaver-Burk (hình 3.11). Kết quả được thể hiện ở bảng 3.2. 

Bảng 3.2 cho thấy động học đối với cơ chất β-glucan lúa mạch của 

cellulase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 có Km thấp hơn, Kcat và Kcat/Km cao 

hơn so với cơ chất CMC. Điều này chứng tỏ ái lực của cellulase đối với cơ chất 

β-glucan lúa mạch cao hơn so với cơ chất CMC, hay cellulase dễ dàng thủy 

phân cơ chất β-glucan lúa mạch hơn. Vận tốc cực đại của phản ứng do cellulase 

xúc tác đối với cơ chất CMC đạt 1825 U/mg, còn đối với cơ chất β-glucan lúa 

mạch đạt 9804 U/mg.  

Bảng 3.2. Hằng số động học cơ chất của cellulase tinh sạch từ Peniophora 

sp. NDVN01 

Cơ chất Km (mg/ml) 
Vmax (U/mg 

protein) 
Kcat (min

-1
) Kcat/Km 

β-glucan lúa 

mạch 
5,9 9804 6,14x10

5
 1,04x10

5 

CMC 34,8 1825 1,14x10
5 

0,33x10
4 

Những nghiên cứu trước đã chỉ ra: hằng số động học Km, Kcat và Kcat/Km 

của cellulase từ chủng nấm đảm L. sulphureus var. miniatus đối với cơ chất β-

glucan và CMC lần lượt là 0,67-3,7 mg/ml, 13,5-5,3 s
-
, và 20,1-1,45 mg/ml/s 

[77]. Năm 2009, Nazir và đtg đã xác định giá trị Km, Kcat và Kcat/Km của 

cellulase từ chủng A. terreus đối với cơ chất β-glucan lúa mạch và CMC lần lượt 

là 0,654-14,2 mg/ml, 19,1x10
5
-2,1x10

5
 min

-
 và 29,7x10

5
-0,15x10

5
. Vận tốc cực 

đại của phản ứng do enzyme xúc tác đối với cơ chất β-glucan lúa mạch, 

xyloglucan và  CMC được xác định là 1.9x10
4
, 0.79x10

4
, and 0.2x10

4
 μmol/mg 

protein [123]. Như vậy, cellulase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 có giá trị 

Km cao hơn và các giá trị Kcat và Kcat/Km thấp hơn so với một số cellulase tinh 

sạch từ một số chủng nấm đã công bố.  
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Hình 3.11. Phƣơng trình động học Lineweaver-Burk đối với cơ chất CMC 

(A) và cơ chất β-glucan lúa mạch (B) 

3.1.3.3. Đặc hiệu cơ chất của cellulase 

Mức độ đặc hiệu cơ chất của cellulase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 

đã được xác định bằng cách cho enzyme thủy phân một số cơ chất có cùng kiểu 

liên kết O-glycoside trong phân tử. Kết quả cho thấy, cellulase có tính đặc hiệu 

cao đối với cơ chất β-glucan lúa mạch và CMC, trong đó mạnh nhất đối với β-

glucan lúa mạch. Đối với cơ chất xylan, LBG và avicel, cellulase của chủng 

Peniophora sp. NDVN01 không có tác dụng thủy phân (bảng 3.3). 

Bảng 3.3. Đặc hiệu cơ chất của cellulase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 

Cơ chất (1% w/v) 
Đơn vị cấu 

tạo 
Liên kết 

Hoạt tính tƣơng 

đối (%) 

β-glucan lúa mạch β-glucose β-1,4-O-glycoside 456 

CMC β-glucose β-1,4-O-glycoside 100 

Xylan β-xylose β-1,4-O-glycoside 0 

LBG 

β-mannose β-1,4-O-glycoside 

1,6-O-glycoside 0 

Avicel β-glucose β-1,4-O-glycoside 0 

Năm 2009, Nazir và đtg đã xác định endoglucanase của chủng A. terreus 

có hoạt tính xúc tác mạnh theo thứ tự giảm dần đối với các cơ chất β-glucan lúa 

mạch, xyloglucan, lichenin và CMC [123]. Endoglucanase của chủng Neisseria 

sicca SB có hoạt tính thủy phân mạnh đối với cơ chất CMC và xylan, hoạt tính 

thủy phân yếu đối với cơ chất cellulose đã tiền xử lý acid nhưng không có hoạt 
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tính đối với cơ chất avicel [108]. Năm 2009, Hong và đtg nghiên cứu đã chỉ ra 

rằng endoglucanase của chủng nấm đảm L. sulphureus var. miniatus có hoạt 

động thủy phân mạnh đối với cơ chất β-glucan lúa mạch, lichenan và CMC, 

nhưng hoạt động thấp đối với β-glucan tinh thể như cellulose, rơm rạ, và avicel 

[82]. Như vậy tính đặc hiệu cơ chất của cellulase của chủng Peniophora sp. 

NDVN01 tương đồng với tính đặc hiệu của một số endoglucanase từ một số 

chủng nấm đảm và vi nấm đã công bố. 

3.1.3.4. Sản phẩm thủy phân cơ chất của cellulase 

Carboxymethyl cellulose đã được thủy phân bởi cellulase tinh sạch từ 

chủng Peniophora sp. NDVN01, các sản phẩm thủy phân được phân tách và 

phát hiện bằng phương pháp sắc ký bản mỏng (TLC). Kết quả cho thấy, sản 

phẩm thủy phân chủ yếu của CMC là cellobiose (G2) và cellotriose (G3), tiếp 

theo là cellotetrose (G4) và các oligomer lớn hơn G4. Glucose (G1) là sản phẩm 

thu được ít nhất (hình 3.12).  

Những nghiên cứu trước đã chỉ ra endoglucanase từ A. terreus thủy phân 

cơ chất CMC và β-glucan thu được các sản phẩm chính là cellobiose và 

cellotriose [123]. Sản phẩm thủy phân của endo-1,4-glucanase từ chủng 

Neisseria sicca SB đối với cơ chất cellulose acetate chủ yếu là G2, G3, G4 và 

các oligomer lớn hơn G4, không thu được G1 [108]. 

 

G1 

G2 

G3 

G4 

   1    2    3    4       

5 
 

Hình 3.12. Hình ảnh phổ chạy sắc ký TLC sản 

phẩm thủy phân cơ chất CMC của cellulase 

tinh sạch từ chủng Peniophora sp. NDVN01 

1: Phổ chạy chất chuẩn; 2: phổ chạy dịch 

cellulase tinh sạch; 3: phổ chạy dịch thủy phân; 4: 

phổ chạy cơ chất CMC; G1: glucose: G2: 

cellobiose; G3: cellotriose, G4: cellotetrose 
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3.1.3.5. Nhiệt độ phản ứng tối ưu và độ bền nhiệt độ của endoglucanase 

Để xác định nhiệt độ phản ứng tối ưu, phản ứng giữa enzyme tinh sạch và 

cơ chất CMC được tiến hành trong khoảng nhiệt độ từ 30-85°C. Kết quả cho 

thấy hoạt tính cellulase tăng dần từ 32% ở nhiệt độ 30°C lên cực đại ở 60°C 

(100%). Sau đó khi tăng nhiệt độ thì hoạt tính của enzyme giảm dần chỉ còn 

51% ở 85°C (hình 3.13A). 

 

A 

 

B 

Hình 3.13. Đồ thị ảnh hƣởng của nhiệt độ phản ứng (A) và độ bền nhiệt độ 

(B) của endoglucanase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 

Endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 vẫn giữ được hoạt tính 

ở nhiệt độ 45°C, hoạt tính tương đối còn lại trong khoảng 62-76% sau 24 giờ xử 

lý tại 30-45°C. Tuy nhiên, khi xử lý ở nhiệt độ cao 50-55°C thì hoạt tính của 

enzyme giảm mạnh (hình 3.13B). Năm 2009, Hong và đtg đã xác định được 

endoglucanase tinh sạch từ chủng nấm đảm Laetiporus sulphureus var. miniatus 

giữ được 50% hoạt tính tại 70°C và 75°C sau 15 giờ và 22 giờ xử lý [82]. Hai 

endoglucanase từ Trichoderma sp. (shmosaTri) có thể chịu được 60 phút ở 50°C 

mà không mất hoạt động enzyme. CMCase I và II giữ lại 14,0 và 26,5% hoạt 

tính tại 70°C sau 90 phút [58]. Endoglucanase tinh sạch từ Aspergillus terreus 

ổn định ở nhiệt độ 40 và 50°C ở pH 3-5, nhưng mất 14, 39, và 31% hoạt tính khi 
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xử lý 1h ở 60°C trong đệm có pH 3, 4 và 5 [123]. Như vậy, endoglucanase tinh 

sạch từ Peniophora sp. NDVN01 tương đối bền trong khoảng nhiệt độ 30-45°C. 

3.1.3.6. pH phản ứng tối ưu và độ bền pH của endoglucanase 

Hoạt tính endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 tăng dần từ 

75% ở pH 3,0 đến tối đa 100% ở pH 4,5 và sau đó giảm dần chỉ còn 26% ở pH 

7,0 và mất hoạt tính ở pH 7,5 (Hình 3.14A). pH phản ứng tối ưu của 

endoglucanase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 trong khoảng 4,5-5,0. Nghiên 

cứu tính chất của một số endoglucanase từ chủng nấm đảm cho thấy pH tối ưu 

trong khoảng 4,0-7,5. Endoglucanase từ Laetiporus sulphureus var. Miniatus 

hoạt động tối ưu ở pH 4,0 [82]. Endoglucanase từ Fomitopsis pinicola KMJ812 

có pH tối ưu là 4,5 [92]. pH tối ưu cho endoglucanase từ P. byssoides và 

Volvariella volvacea được xác định là 6,0 và 7,5 [42], [56]. Như vậy, pH thích 

hợp của endoglucanase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 và một số chủng nấm 

khác thường nghiên về phía acid. 

Endoglucanase từ Peniophora sp. NDVN01 có độ bền cao trong khoảng 

pH từ 4,0-7,0 với hoạt tính tương đối còn lại trên 90% sau 24h ủ trong đệm ở 

nhiệt độ 37°C. Trong khoảng pH từ 6,0-7,5 hoạt tính tương đối của enzyme vẫn 

còn từ 83-89% sau 24h xử lý (Hình 3.14B). Hai endoglucanase từ Trichoderma 

sp. (shmosaTri) bền trong khoảng pH dao động từ 3,0-9,0. CMCase I vẫn hoạt 

động ở nhiệt độ phòng sau 24 giờ trên một phạm vi pH rộng (3,0-9,0), trong khi 

CMCase II tương đối ổn định trong phạm vi pH tưc 4,0-6,0 [58]. Endoglucanase 

từ Aspergillus terreus hoạt động ổn định ở pH (3,0-5,0) và ở nhiệt độ 40-60°C 

sau 4 h [123]. Như vậy, endoglucanase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 có độ 

bền pH cao trong dải pH rộng từ 4,0-7,0. Đây là một đặc tính ưu việt để có thể 

ứng dụng chế phẩm enzyme trong những điều kiện pH khác nhau và thuận lợi 

trong quá trình tinh sạch, bảo quản enzyme. 
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Hình 3.14. Đồ thị ảnh hƣởng của pH phản ứng (A) và độ bền pH của 

endoglucanase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 

3.1.3.7. Ảnh hưởng của ion kim loại đến hoạt tính endoglucanase 

Ion kim loại là một trong những yếu tố có ảnh hưởng lớn đến hoạt tính 

enzyme. Tác động của ion kim loại có thể làm tăng cường hoặc kìm hãm hoạt tính 

enzyme [4]. Do đó, xác định ảnh hưởng của ion kim loại là một trong những cơ 

sở định hướng ứng dụng và bảo quản enzyme. Ảnh hưởng của các ion kim loại và 

một số thuốc thử đến hoạt tính của endoglucanase từ chủng Peniophora sp. 

NDVN01 đã được phân tích (Bảng 3.4). 

Kết quả cho thấy rằng hoạt tính của enzyme đã được tăng cường với sự hiện 

diện của Ni
2+

 trong khoảng 2-10 mM, Ca
2+

 ở nồng độ 2 mM, Zn
2+

 ở nồng độ 2 

mM, Ba
2+

 ở nồng độ 4 mM và mercaptoethanol trong khoảng nồng độ 2-6 mM. 

Trong đó, ion Ni
2+

 tăng cường mạnh mẽ hoạt động của enzyme, làm tăng hoạt 

tính tương đối lên 168% ở nồng độ 2 mM. Tuy nhiên, hoạt tính cellulase đã hoàn 

toàn bị ức chế bởi việc bổ sung các ion Ag
+
 và Cu

2+
 ở nồng độ 4-10 mM. Sự hiện 

diện của K
+
, Na

+
, Fe

2+
, Mn

2+
, Mg

2+
 và EDTA làm giảm các hoạt tính enzyme từ 

3-39% ở nồng độ khác nhau từ 2-10 mM. Sự gia tăng hoạt tính enzyme khi bổ 

sung mercaptoethanol chứng tỏ không có nhóm thiol trong cấu trúc phân tử và 

hoạt tính enzyme bị ức chế khi bổ sung EDTA cho thấy hoạt động của enzyme có 

thể phụ thuộc vào các hoạt động hóa học và trong cấu trúc có thể chứa các nhóm 

vô cơ, trong đó hình thành phức hợp không hoạt động với EDTA [33]. 
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Bảng 3.4. Ảnh hƣởng của ion kim loại và một số thuốc thử đến hoạt tính 

endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 

Ion kim loại và 

một số thuốc thử 

(mM) 

Hoạt tính tƣơng đối (%) 

2mM 4mM 6mM 8mM 10mM 

K
+
 91,5  3,0 93,8  2,6 92,8  3,1 93,7  3,3 91,5  3,0 

Na
+
 86,4  5,8  85,5  1,8 80,8  3,5 94,2  2,8 97,4  3,0 

Ag
+
 71,8  2,0 0  0 0  0 0  0 0  0 

Fe
2+

 69,9  2,8 76,9  3,2 91,8  2,4 93,3  2,6 101,3  2,5 

Ni
2+

 168,5  1,6 147,3  1,4 108,5  3,1 105,3  3,1 104,3  2,6 

Mn
2+

 65,1  3,2 84,4  2,4 95,5  2,6 94,8  3,2 97,0  3,2 

Ca
2+

 102,3  2,3 100,4  2,9 98,8  2,0 91,7  2,4 86,3  2,8 

Zn
2+

 105,9  2,8 97,4  2,5 99,2  2,9 98,8  1,8 98,7  1,2 

Ba
2+

 97,6  4,8 115,4  1,4 93,4  3,5 91,9  3,2 90,6  2,1 

Cu
2+

 52,8  2,2 0  0 0  0 0  0 0  0 

Mg
2+

 78,6  2,8 73,9  3,4 78,5  2,3 80,1  2,5 78,7  3,1 

EDTA 61,3  1,1 64,6  2,4 65,8  3,0 71,0  2,2 67,1  3,1 

2-Mercaptoethanol 114,6  2,6 108,1  3,2 103,1  2,3 100,2  2,5 93,7  1,2 

Đối chứng 100  6,9 

3.1.3.8. Ảnh hưởng của dung môi hữu cơ và chất tẩy rửa đến hoạt tính 

endoglucanase 

Ảnh hưởng của dung môi hữu cơ đến hoạt động của cellulase từ chủng 

Peniophora sp. NDVN01 đã được phân tích. Việc bổ sung dung môi methanol 

(1% v/v), ethanol (1-5%), isopropanol (1-10%), n-butanol (1-5%) và acetone (1-

15%) tăng cường hoạt động của enzyme, nhưng khi ở nồng độ cao dung môi 

methanol (5-20%), ethanol (10-20%), isopropanol (15-20%) và n-butanol (10-

20%) ức chế hoạt động của enzyme. Trong đó, dung môi acetone ở nồng độ 

15% (v/v) làm tăng hoạt tính cellulase mạnh nhất với hoạt tính tương đối đạt 

121% so với đối chứng không bổ sung dung môi. Dung môi n-butanol với nồng 
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độ từ 10-20% (v/v) ức chế mạnh hoạt tính enzyme, hoạt tính tương đối còn lại 

39-41% so với đối chứng (hình 3.15A). 

 
A 

 
B 

Hình 3.15. Biểu đồ so sánh ảnh hƣởng của dung môi hữu cơ (A) và chất tẩy 

rửa (B) đến hoạt tính endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 

Met: Methanol; Eth: Ethanol; Ipro: Isopropanol; n-But: n-Butanol; Ace: 

Acetone; T20: Tween 20; T80: Tween 80; TX-100: Triton X-100; TX-114: Triton 

X-114; ĐC: Đối chứng 

Chất tẩy rửa làm tăng sức căng bề mặt của dung dịch do đó ảnh hưởng đến 

hoạt tính enzyme. Khi bổ sung 1-20 (v/v) của các chất tẩy rửa Tween 20, Tween 

80 và Triton X-100 làm tăng cường các hoạt động của endoglucanase từ 

Peniophora sp. NDVN01 với hoạt tính tương đối đạt 112-155%. Bổ sung các 

Triton X-114 tại nồng độ 1% (v/v) tăng cường mạnh nhất hoạt động của enzyme, 

nhưng ở nồng độ từ 10-20% Trixton X-114 ức chế hoạt động enzyme. Trong số 

các chất tẩy rửa khảo sát, SDS ức chế hoàn toàn hoạt tính của enzyme, điều này 

có thể liên quan đến việc anion hóa phân tử enzyme khi các phân tử SDS bao 

quanh phân tử enzyme (hình 3.15B). Năm 2008, Jianmin và đtg khi nghiên cứu 

ảnh hưởng của chất tẩy rửa đến hoạt tính của endo-β-1,4-glucanase từ A. terreus 

đã xác định được enzyme hoàn toàn bị ức chế bởi việc bổ sung Tween 100 và 

SDS ở nồng độ 1% (w/v) [91]. chất tẩy rửa SDS ở nồng độ 10 mM cũng làm 

giảm hoạt động của endoglucanase từ chủng A. terreus với hoạt tính tương đối 

chỉ còn 13,7% [123]. Như vậy, endoglucanase từ chủng Peniophora sp. 

NDVN01  là một enzyme khá bền với chất tẩy rửa. 
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3.2. Nhân dòng và biểu hiện gen meglA từ chủng Aspergillus niger VTCC-

F021 trong Pichia pastoris 

Chủng A. niger VTCC-F021 có khả năng sinh tổng hợp cellulase mạnh 

nhất đã được tuyển chọn trong số những chủng A. niger do Bảo tàng Giống 

chuẩn vi sinh vật Việt Nam cung cấp. Chủng A. niger VTCC-F021 đã được tối 

ưu môi trường lên men thích hợp, tinh sạch và đánh giá tính chất của cellulase tự 

nhiên do chủng A. niger VTCC-F021 sinh tổng hợp [139], [140]. Năm 2011, 

Pham và đtg đã nhân dòng và biểu hiện gen eglA có chiều dài 720 bp mã hóa 

cho endoglucanase A chứa peptide tín hiệu từ chủng A. niger VTCC-F021 trong 

P. pastoris GS115. Endoglucanase A tái tổ hợp (rEglA) có kích thước khoảng 

33-34 kDa, hoạt tính riêng 16,2 U/mg protein. rEglA hoạt động cao nhất ở 55C 

và pH 5, bền ở 30-37C và pH 3,5-4,5. rEglA có ái lực cao với -glucan. Ion 

Cu
2+

 và EDTA hoạt hóa rEglA. Các ion kim loại khác đều làm giảm hoạt tính 

của rEglA. Enzyme rEglA giữ được 70-98% khi ủ với ethanol, acetone 10-20% 

(v/v) và Tween 20, Tween 80 0,5-2% (v/v). Chủng P. pastoris GS115/pPeglA tái 

tổ hợp có năng suất biểu hiện endoglucanase A thấp, chỉ đạt 1,67 U/ml [9], 

[141]. Peptide tín hiệu là đoạn peptide nằm ở đầu N của chuỗi polypeptide có 

vai trò trong quá trình tiết protein qua màng và được cắt bỏ bởi peptidase khu trú 

bề mặt phía ngoài của màng tạo ra phân tử protein có hoạt tính sinh học [4], [7]. 

Việc biểu hiện đồng thời cả peptide tín hiệu có thể làm giảm năng suất biểu hiện, 

ảnh hưởng đến hoạt tính và tính chất của enzyme tái tổ hợp. Do đó, biểu hiện 

endoglucanase tái tổ hợp không chứa peptide tín hiệu tự nhiên có thể nâng cao 

năng suất biểu hiện enzyme tái tổ hợp và thay đổi một số tính chất của enzyme 

tái tổ hợp. Vì vậy, chúng tôi đã tiến hành biểu hiện gen meglA mã hóa 

endoglucanase A tái tổ hợp không chứa peptide tín hiệu (rmEglA) của chủng A. 

niger VTCC-F021 trong P. pastoris GS115 với mục đích nhằm cải thiện năng 

suất biểu hiện và thay đổi tính chất của enzyme tái tổ hợp phù hợp với định 

hướng ứng dụng. 
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3.2.1. Nhân dòng gen meglA 

Dựa trên trình tự protein suy diễn và sử dụng phần mềm phân tích trực 

tuyến SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) đã xác định 

được peptide tín hiệu của endoglucanase A từ chủng A. niger VTCC-F021 gồm 

16 amino acid ở đầu N của chuỗi polypeptide (hình 3.16). Cặp mồi đặc hiệu 

(pPmeglAF/GpPICR (bảng 2.1)) đã được thiết kế để thực hiện phản ứng PCR 

nhân dòng gen meglA mã hóa cho rmEglA từ plasmid pJeglA. Theo tính toán lý 

thuyết sau khi cắt bỏ đoạn mã hóa peptide tín hiệu (48 bp), gen meglA có chiều 

dài 672 bp. 

 

Hình 3.16. Hình ảnh kết quả phân tích trình tự peptide tín hiệu của EglA 

bằng phần mềm SignalP 4.1 Server 

Sản phẩm PCR được điện di kiểm tra trên gel agarose cho thấy đã nhân 

được một băng DNA đặc hiệu có kích thước khoảng gần 700 bp. Khi so sánh 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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với sản phẩm PCR nhân gen eglA (đối chứng dương) thấy kích thước nhỏ hơn 

(hình 3.17A). Gen meglA được nhân dòng trong vector pJET1.2/blunt tạo thành 

plasmid tái tổ hợp pJmeglA (hình 3.17B). Sản phẩm cắt pJmeglA cho 2 băng 

tương ứng với gen meglA (672 bp) và pJET1.2 (3 kb) (hình 3.17C). 
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Hình 3.17. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR nhân gen meglA (A), 

plasmid tái tổ hợp pJmeglA (B) và sản phẩm cắt pJmeglA bằng 

EcoRI/XbaI (C) 

dc: sản phẩm PCR đối chứng âm (không có khuôn DNA); 2: sản phẩm PCR 

nhân gen eglA (đối chứng dương); 3: sản phẩm PCR nhân gen meglA; 3: 

plasmid pJmeglA; 4: plasmid pJET1.2 (đối chứng); 5: sản phẩm cắt pJmeglA 

bằng EcoRI/XbaI 

Để xác định trình gen meglA, plasmid pJmeglA mang gen meglA được sử 

dụng làm khuôn chạy PCR đọc trình tự theo phương pháp giải trình tự tự động 

tại Hãng Macrogen - Hàn Quốc. Trình gen meglA được nhân dòng có chiều dài 

672 nucleotide (hình 3.18). 

Phân tích bằng phần mềm DNAstar cho thấy trình tự amino acid suy diễn 

của rmEglA dài 223 amino acid. Trong đó có 9 amino acid mang tính bazơ 

mạnh (K, R), 2 amino acid mang tính bazơ yếu (H), 19 amino acid mang tính 

acid mạnh (D, E), 97 amino acid kỵ nước hoặc không phân cực (A, I, L, F, W, V, 

M, G, P) và 96 amino acid phân cực (N, C, Q, S, T,Y). Enzyme rmEglA có khối 

lượng tính toán theo lý thuyết khoảng 24,24 kDa với pI bằng 4,24. So với rEglA, 
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thành phần amino acid thay đổi: giảm 1 amino acid có tính bazơ mạnh (K, R), 

giảm 11 amino acid kỵ nước hoặc không phân cực (A, I, L, F, W, V, M, G, P) và 

giảm 3 amino acid phân cực (N, C, Q, S, T,Y). Enzyme rmEglA có khối lượng 

giảm khoảng 1,5 kDa và pI giảm 0,129 so với rEglA.  

cagacaatgtgctctcagtatgacagtgcctcgagccccccatactcagtgaaccagaac 

 Q  T  M  C  S  Q  Y  D  S  A  S  S  P  P  Y  S  V  N  Q  N 

ctctggggcgagtaccaaggcaccggcagccagtgtgcatatgtcgacaaactctccagc 

 L  W  G  E  Y  Q  G  T  G  S  Q  C  A  Y  V  D  K  L  S  S 

agtggtgcatcctggcacaccgaatggacctggagcggtggtgagggaacagtgaaaagc 

 S  G  A  S  W  H  T  E  W  T  W  S  G  G  E  G  T  V  K  S 

tactctaactctggcgttacatttaacaagaagctcgtgagtgatgtatcaagcatcccc 

 Y  S  N  S  G  V  T  F  N  K  K  L  V  S  D  V  S  S  I  P 

acctcggtggaatggaagcaggacaacaccaacgtcaacgccgatgtcgcgtatgatctt 

 T  S  V  E  W  K  Q  D  N  T  N  V  N  A  D  V  A  Y  D  L 

ttcaccgcggcgaatgtggaccatgccacttctagcggcgactatgaactgatgatttgg 

 F  T  A  A  N  V  D  H  A  T  S  S  G  D  Y  E  L  M  I  W 

cttgcccgctacggcaacatccagcccattggcaagcaaattgccacggccacagtggga 

 L  A  R  Y  G  N  I  Q  P  I  G  K  Q  I  A  T  A  T  V  G 

ggcaagtcctgggaggtgtggtatggcagcaccacccaggccggtgcggagcagaggaca 

 G  K  S  W  E  V  W  Y  G  S  T  T  Q  A  G  A  E  Q  R  T 

tacagctttgtgtcggaaagccctatcaactcatacagtggggacatcaatgcatttttc 

 Y  S  F  V  S  E  S  P  I  N  S  Y  S  G  D  I  N  A  F  F 

agctatctcactcagaaccaaggctttcccgccagctctcagtacttgatcaatctgcag 

 S  Y  L  T  Q  N  Q  G  F  P  A  S  S  Q  Y  L  I  N  L  Q 

tttggaactgaggcgttcaccgggggcccggcaaccttcacggttgacaactggaccgcc 

 F  G  T  E  A  F  T  G  G  P  A  T  F  T  V  D  N  W  T
*
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Hình 3.18. Trình tự gen meglA và trình tự amino acid suy diễn của mEglA 

từ chủng A. niger VTCC-F021 

T*: vị trí Threonine có thể xảy ra glycosyl hóa 

Sử dụng phần mềm trực tuyến NetOGlyc 4.0 Server phân tích điểm 

glycosyl hóa (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) xác định được trên 

chuỗi polypeptide của mrEglA có thể xảy ra O-glycosyl hóa tại vị trí của amino 

acid Threonine-219 (T*) (hình 3.18). Tuy nhiên, khi phân tích băng phần mềm 

trực tuyến NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 

không phát hiện được vị trí có thể xảy ra quá trình N-glycosyl. Quá trình 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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glycosyl hóa gắn vào chuỗi polypeptide những phân tử đường. Tùy thuộc vào 

loài và hệ biểu hiện, loại đường và số lượng phân tử có sự khác nhau có thể là 

đường mannose, glucose, galactose, …. hoặc một số loại cùng được gắn vào 

chuỗi polypeptide. Điều này, làm tăng khối lượng phân tử của phân tử protein 

enzyme và thay đổi một số tính chất của enzyme [136]. 

3.2.2. Thiết kế vector biểu hiện meglA 

Plasmid pJmeglA mang gen meglA và vector pPICZA cùng được cắt bằng 

EcoRI và XbaI. Gen meglA và pPICZA mở vòng được tinh sạch bằng kit thôi 

gel, được điện di kiểm tra (hình 3.19A).  
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Hình 3.19. Hình ảnh điện di sản phẩm thôi gel (A), plasmid pPmeglA (B), 

sản phẩm cắt pPmeglA bằng EcoRI và XbaI (C), sản phẩm cắt pPmeglA 

bằng SacI (D) 

1: pPICZA mở vòng; 2: gen meglA; 3: pPmeglA; 4: pPICZA (đối chứng); 5: 

pPmeglA cắt bằng EcoRI và XbaI; 6: pPICZA bằng EcoRI và XbaI (đối 

chứng); 7: pPmeglA cắt bằng SacI 

Sau đó, được nối với nhau bằng T4 ligase tạo plasmid tái tổ hợp pPmeglA. 

Dịch lai được biến nạp vào E. coli DH5α bằng sốc nhiệt. Sau khi biến nạp dịch 

nuôi được lắc phục hồi rồi trải trên đĩa thạch LB Low salt bổ sung kháng sinh 

zeocine, ủ 37C qua đêm. Một số khuẩn lạc mọc được nuôi, tách plasmid và 

điện di kiểm tra trên gel agarose. Plasmid có đoạn chèn có kích thước lớn hơn, 

nên nằm cao hơn so với vector không có đoạn chèn (hình 3.19B). 
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Plasmid tái tổ hợp pPmeglA tinh sạch được cắt bằng EcoRI và XbaI cho hai 

băng là pPICZαA (3,6 kb) và gen meglA (672 bp) (hình 3.19C). pPmeglA được 

đọc trình tự để kiểm tra cấu trúc biểu hiện trước khi biến nạp và biểu hiện ở  

P. pastoris GS115. Cấu trúc biểu hiện đúng khung đọc, gen meglA được chèn 

vào đúng vị trí mong muốn, đủ điều kiện để đưa vào biểu hiện trong P. pastoris 

GS115 (hình 3.20). 

ATGAGATTTC CTTCAATTTT TACTGCTGTT TTATTCGCAG CATCCTCCGC ATTAGCTGCT 

CCAGTCAACA CTACAACAGA AGATGAAACG GCACAAATTC CGGCTGAAGC TGTCATCGGT 

TACTCAGATT TAGAAGGGGA TTTCGATGTT GCTGTTTTGC CATTTTCCAA CAGCACAAAT 

AACGGGTTAT TGTTTATAAA TACTACTATT GCCAGCATTG CTGCTAAAGA AGAAGGGGTA 

TCTCTCGAGA AAAGAGAGGC TGAAGCTGAA TTCcagacaa tgtgctctca gtatgacagt  

                              EcoRI 

gcctcgagcc ccccatactc agtgaaccag aacctctggg gcgagtacca ggcaccggca 

gccagtgtgc atatgtcgac aaactctcca gcagtggtgc atcctggcac accgaatgga 

cctggagcgg tggtgaggga acagtgaaaa gctactctaa ctctggcgtt acatttaaca 

agaagctcgt gagtgatgta tcaagcatcc ccacctcggt ggaatggaag caggacaaca 

ccaacgtcaa cgccgatgtc gcgtatgatc ttttcaccgc ggcgaatgtg gaccatgcca 

cttctagcgg cgactatgaa ctgatgattt ggcttgcccg ctacggcaac atccagccca 

ttggcaagca aattgccacg gccacagtgg gaggcaagtc ctgggaggtg tggtatggca 

gcaccaccca ggccggtgcg gagcagagga catacagctt tgtgtcggaa agccctatca 

actcatacag tggggacatc aatgcatttt tcagctatct cactcagaac caaggctttc 

ccgccagctc tcagtacttg atcaatctgc agtttggaac tgaggcgttc accgggggcc 

cggcaacctt cacggttgac aactggaccg ccagtgtca acGCTCTAGA ACAAAAACTC                                                                   

                                                 XbaI 

ATCTCAGAAG AGGATCTGAA TAGCGCCGTC GACCATCATC ATCATCATCA TTGA 

                                   6x Histidine 
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Hình 3.20. Trình tự nucleotide của cấu trúc biểu hiện pPmeglA 

(Từ nucleotide 1 đến 267 mã hóa cho -signal của vector, từ 274 đến 942 mã 

hóa cho mEglA từ A. niger VTCC-F021) 

3.2.3. Biểu hiện rmEglA trong P. pastoris GS115 

3.2.3.1. Xây dựng hệ thống biểu hiện P. pastoris GS115/pPmeglA 

Để biểu hiện meglA, plasmid tái tổ hợp pPmeglA được cắt mở vòng bằng 

SacI (hình 3.19D) và được biến nạp vào tế bào P. pastoris GS115 khả biến bằng 

xung điện. Gen mã hóa endoglucanase được sát nhập vào genome của P. 

pastoris GS115 theo hai phương thức: chèn gen hoặc thay thế gen tạo hệ biểu 

hiện P. pastoris GS115/pPmeglA. Do chiến lược sử dụng là tái tổ hợp tương 

đồng tại vị trí promoter AOX1 nên đa phần các thể biến nạp có sự chèn gen, do 
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đó gen AOX1 vẫn tồn tại trong bộ gen của nấm men. Tuy nhiên do sự tái tổ hợp 

mà gen AOX1 có thể mất đi. Vì vậy, DNA bộ gen của các dòng tuyển chọn được 

kiểm tra bằng phương pháp PCR với cặp mồi 5´-3´ AOX1. 
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Hình 3.21. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR với cặp mồi đặc hiệu 3´-5´ 

AOX1 (A); điện di protein tổng số dịch lên men chủng P. pastoris 

GS115/pPmeglA (B); điện di nhuộm hoạt tính dịch lên men chủng P. 

pastoris GS115/pPmeglA (C) 

1: PCR genome P. pastoris GS115/pPicZα (đối chứng); 2-8: PCR genome P. 

pastoris GS115/pPmeglA; 9: dịch lên men dòng P. pastoris GS115/pPICzA 

(đối chứng); 10-12: dịch lên men một số dòng P. pastoris GS115/pPmeglA; 13: 

nhuộm hoạt tính rmEglA 

 Kết quả điện di sản phẩm PCR của DNA bộ gen chủng P. pastoris 

GS115/pPmeglA tái tổ hợp cho thấy 2 băng: một băng có kích thước 1,3 kb 

tương ứng với kích thước gen AOX1 có chèn gen meglA của vector pPmeglA và 

một băng có kích thước 2,2 kb tương ứng với gen AOX1 của chủng P. pastoris 

GS115 (Hình 3.21A). Như vậy, ở chủng P. pastoris GS115/pPmeglA tái tổ hợp 

có khả năng gen meglA đã được chèn vào bộ gen, đồng thời gen AOX1 của nấm 

men vẫn hiện diện trong genome. Do đó, kiểu hình của chủng tái tổ hợp có thể là 

Mut
+
. Các chủng P. pastoris GS115/pPmeglA có mang gen meglA được tuyển 

chọn, lên men để xác định hoạt tính endoglucanase. 
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3.2.3.2. Sàng lọc các dòng P. pastoris GS115/pPmeglA sinh tổng hợp rmEglA mạnh 

Để kiểm tra kết quả và mức độ biểu hiện rmEglA, 39 dòng tái tổ hợp có 

genome mang gen meglA được nuôi biểu hiện trong môi trường YP bổ sung 

methanol 1% sau mỗi 24 giờ. Sau 72 giờ cảm ứng thu được 35 dòng biểu hiện 

có hoạt tính endoglucanase, 4 dòng không có hoạt tính. Trong đó, dòng số 14 có 

hoạt tính cao nhất (đạt 1,95 U/ml) (bảng 3.5).  

Bảng 3.5. Hoạt tính rmEglA của các dòng P. pastoris GS115/pPmeglA tái tổ hợp 

Dòng HT (U/ml) Dòng HT (U/ml) Dòng HT (U/ml) 

1 1,459  0,038 14      1,952  0,058 27 1,556  0,066 

2 0,961  0,057 15 0,496  0,066 28 0,497  0,005 

3 0 16 1,513  0,091 29 1,513  0,073 

4 0,680  0,061 17 1,133  0,034 30 0 

5 0,876  0,043 18 0,757  0,043 31 0,817  0,058 

6 1,525  0,086 19 1,506  0,083 32 0,919  0,041 

7 0 20 0,969  0,056 33 0,538  0,041 

8 0,333  0,034 21 1,727  0,045 34 0,59  0,021 

9 1,618  0,013 22 1,872  0,062 35 0,527  0,003 

10 0 23 1,241  0,051 36 1,219  0,043 

11 1,729  0,093 24 1,739  0,053 37 0,779  0,029 

12 1,135  0,042 25 1,489  0,074 38 0,698  0,027 

13 1,127  0,064 26 0,623  0,031 39 1,462  0,045 

Năm 2011, Pham và đtg đã biểu hiện gen eglA mã hóa endoglucanase có 

chứa peptide tín hiệu từ A. niger VTCC-F021 trong P. pastoris GS115 trong 

cùng điều kiện với nghiên cứu này nhưng năng suất biểu hiện chỉ đạt 1,59 U/ml 

[141]. Như vậy, việc cắt bỏ peptide tín hiệu có thể đã làm tăng năng suất biểu 
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hiện 22,6% so với biểu hiện có chứa peptide tín hiệu trong hệ biểu hiện P. 

pastoris GS115. Dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 được sử dụng cho các 

nghiên cứu tiếp theo. 

Sau 72 giờ biểu hiện, dịch ngoại bào được điện di trên gel polyacrylamide 

nhuộm bạc và nhuộm hoạt tính bằng dung dịch congo đỏ. Kết quả cho thấy 

rmEglA đã được biểu hiện và kích thước protein tái tổ hợp khoảng 32 kDa (hình 

3.21B,C). Như vậy, rmEglA đã bị glycosyl hóa làm kích thước phân tử tăng 

khoảng 8 kDa (33%) so với tính toán lý thuyết khi không bị glycosyl hóa (24,2 

kDa). Năm 1997, Heimo và đtg khi biểu hiện gen mã hóa vùng domain xúc tác 

của glucoamylase từ chủng A. awamori trong hệ P. pastoris thu được enzyme tái 

tổ hợp kích thước phân tử lớn hơn so với gốc khoảng 20 kDa. Trong đó 10 kDa 

do quá trình N-glycosyl hóa và khoảng 10 kDa do quá trình O-glycosyl hóa với 

khoảng 20-30 gốc mannose được gắn vào phân tử protein tái tổ hợp [75]. 

3.2.4. Tối ưu một số thành phần môi trường và điều kiện lên men sản xuất rmEglA 

3.2.4.1. Lựa chọn môi trường thích hợp 

Để khảo sát mức độ biểu hiện rmEglA trên các môi trường khác nhau, dòng 

P. pastoris GS115/pPmeglA/14 được nuôi biểu hiện trong các môi trường khác 

nhau tiếp methanol hàng này. Kết quả cho thấy môi trường YP là môi trường 

thích hợp nhất trong số các môi trường khảo sát cho lên men sản xuất rmEglA 

với năng suất biểu hiện đạt 6,66 U/ml ở 96 h cảm ứng 1% methanol (hình 

3.22A). Kết quả này trùng với nghiên cứu khi biểu hiện endoglucanase có signal 

nhưng năng suất biểu hiện cao hơn khoảng 4 lần [9].  

3.2.4.2. Nồng độ cao nấm men tối ưu 

Cao nấm men là một trong những thành phần dinh dưỡng quan trọng ảnh 

hưởng đến khả năng sinh trưởng của nấm men. Để xác định ảnh hưởng của cao 

nấm men, dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 được lên men trong môi trường 
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YP nhưng có thành phần cao nấm men thay đổi từ 0,2-2,0% (w/v). Kết quả cho 

thấy khi nồng độ cao nấm men tăng dần thì hiệu suất sinh tổng hợp rmEglA tăng 

lên và đạt cực đại 9,64 U/ml ở nồng 1,2% cao nấm men. Sau đó, khi nồng độ 

nấm men tăng quá thì hiệu suất sinh tổng hợp lại giảm chỉ còn 7,12 U/ml ở nồng 

độ 2% cao nấm men (hình 3.22B).  
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Hình 3.22. Biểu đồ so sánh ảnh hƣởng của loại môi trƣờng (A) và đồ thị ảnh 

hƣởng nồng độ cao nấm men (B) đến năng suất biểu hiện rmEglA 

 

Như vậy, so với biểu hiện trong môi trường YP ban đầu, nồng độ cao nấm 

men có ảnh hưởng tăng cường sự biểu hiện rmEglA của dòng P. pastoris 

GS115/pPmeglA/14. Năm 1997, Sreekrishna và đtg khi nghiên cứu tối ưu tổng 

hợp protein bằng hệ thống biểu hiện P. pastoris cho rằng cao nấm men là thành 

phần quan trọng và thường làm tăng cường quá trình biểu hiện protein [160]. 

3.2.4.3. Nồng độ peptone tối ưu 

Cùng với cao nấm men, peptone là thành phần dinh dưỡng quan trọng trong 

môi trường nuôi cấy. Dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 biểu hiện rmEglA 

năng suất cao nhất đạt 10,52 U/ml ở nồng độ 1,6% peptone. Khi tăng nồng độ 

peptone lên cao thì năng suất biểu hiện lại giảm (hình 3.23A). So với biểu hiện 

trong môi trương YP ban đầu (với 2% peptone)  thì dòng P. pastoris 

GS115/pPmeglA/14 biểu hiện mạnh enzyme tái tổ hợp trong điều kiện nồng độ 

thấp hơn. Theo Kang và Chen, các nguồn dinh dưỡng như cao nấm men, 
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peptone ảnh hưởng đến sự biểu hiện protein là do ảnh hưởng đến sự sinh trưởng 

và khả năng tồn tại của tế bào nấm men [43], [96]. 

3.2.4.4. pH ban đầu của môi trường 

pH tối ưu là yếu tố rất quan trọng trong quá trình lên men các chủng vi 

sinh vật. Để tìm pH ban đầu của môi trường thích hợp cho quá trình lên men, 

dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 được nuôi cấy trong môi trường có pH 

ban đầu khác nhau. Kết quả cho thấy, năng suất biểu hiện rmEglA tăng dần khi 

tăng pH ban đầu của môi trường và đạt cực đại ở pH 5,0 với năng suất biểu 

hiện đạt 12,68 (U/ml). Khi pH tiếp tục tăng thì năng suất biểu hiện giảm chỉ đạt 

7,54 (U/ml) khi lên men trong môi trường có pH ban đầu 8,0 (Hình 3.23B). 
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Hình 3.23. Đồ thị ảnh hƣởng của nồng độ peptone (A) và pH ban đầu của 

môi trƣờng (B) đến năng suất biểu hiện rmEglA 

Theo Soden, pH là một trong những yếu tố rất quan trọng cho sự tăng 

trưởng của tế bào, sự tạo thành protein và độ bền của protein. pH thường được 

chọn trong quá trình tối ưu hệ thống biểu hiện P. pastoris [159]. Jahic và đtg đã 

chỉ ra rằng khi giảm pH từ 5,0 xuống 4,0 của môi trường trong bình lên men làm 

tăng khả năng biểu hiện phức hợp protein CBM (vùng liên kết cellulose)-CALB 

(cellulose 6A và lipase B) của P. pastoris tái tổ hợp từ 40-90% [88]. Trong quá 

trình biểu hiện laccase của Trametes versicolor trong P. pastoris, khi bổ sung 

alanine để ổn định pH của môi trường ở mức 3 dẫn đến mức độ biểu hiện 

enzyme cao hơn so với không bổ sung alanine ổn định pH môi trường. Từ đó 
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người ta cho rằng trong quá trình biểu hiện protein bằng P. pastoris nên tiến 

hành lên men chủng trong môi trường có pH thấp ổ định [130]. Tuy nhiên, Khi 

biểu hiện lactoferrin tái tổ hợp trong P. pastoris, tăng pH ban đầu của môi 

trường nuôi cấy lên 6,0-7,0 dẫn đến những cải thiện đáng kể, và mức độ biểu 

hiện có thể đạt tới 12 mg/l [170]. Như vậy, pH có ảnh hưởng khác nhau đến mức 

độ biểu hiện protein của P. pastoris phụ thuộc vào từng loại protein biểu hiện. 

Do đó, để xác định được pH thích hợp, các nhà nghiên cứu đều cho rằng phải 

tiến hành khảo sát quá trình lên men trong những điều kiện pH khác nhau. 

3.2.4.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Cùng với pH, nhiệt độ là một trong những điều kiện lên men ảnh hưởng 

lớn đến tăng trưởng và năng suất biểu hiện của chủng nấm men. Kết quả khảo 

sát cho thấy dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 biểu hiện rmEglA mạnh nhất 

trong điều kiện nhiệt độ lên men 25°C với năng suất biểu hiện đạt 13,33 U/ml, 

càng tăng nhiệt độ thì năng suất biểu hiện rmEglA càng giảm chỉ đạt 4,93 U/ml 

ở 37°C (hình 3.24A). 
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Hình 3.24. Biểu đồ so sánh ảnh hƣởng của nhiệt độ (A) và đồ thị ảnh hƣởng 

của nồng độ methanol (B) đến năng suất biểu hiện rmEglA 

Những công bố về ảnh hưởng của nhiệt độ đến năng suất biểu hiện protein 

tái tổ hợp của chủng P. pastoris cho thấy khoảng nhiệt độ thích hợp trong 
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khoảng 20-25°C [112]. Trong P. pastoris, nhiệt độ thích hợp cho biểu hiện 

protein laccase tái tổ hợp là 20°C [130], cho phức hợp protein CBM (vùng liên 

kết cellulose)-CALB (cellulase 6A và lipase B) là 22°C [88], cho hAFP là 23°C 

[113], cho Galactose oxidase và SAG2 là 25°C [115], [174]. 

3.2.4.6. Ảnh hưởng của nồng độ methanol cảm ứng 

Methanol là yếu tố cảm ứng quan trọng trong việc biểu hiện protein tái tổ 

hợp bằng chủng P. pastoris. Sự biểu hiện protein liên quan đến hoạt động của 

gen AOX1 và AOX2, đồng thời chủng P. pastoris GS115 có khả năng sinh 

trưởng trong điều kiện nồng độ methanol cao hơn so với các chủng P. pastoris 

còn lại dùng biểu hiện [112]. Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ methanol đến 

năng suất biểu hiện rmEglA của dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 cho thấy 

khi tăng nồng độ methanol làm tăng năng suất biểu hiện và đạt cực đại 17,13 

(U/ml)ở nồng độ 1,2% (v/v) sau 96h cảm ứng (hình 3.24B).  

Năm 2012, Phạm Thị Hòa khi nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ 0-2,0% 

methanol đến năng suất biểu hiện rEglA của chủng P. pastoris GS115/pPeglA 

thu được 1% methanol là thích hợp nhất [9]. Ling và đtg khi nghiên cứu biểu 

hiện SAG2 trong P. pastoris xác định được nồng độ methanol thích hợp là 1%, 

khi tăng nồng độ lên 2% thì năng suất biểu hiện giảm mạnh [115]. Nhìn chung, 

việc biểu hiện protein tái tổ hợp trong P. pastoris liên quan chặt chẽ đến sự kiểm 

soát nồng độ methanol. Ở một nồng độ thích hợp sẽ cảm ứng promoter AOX 

hoạt động điều khiển sự biểu hiện gen ngoại lai. Nhưng ở nồng độ cao, methanol 

dư thừa có thể gây độc cho tế bào, làm giảm hoạt động của promoter AOX, 

thậm trí có thể gây chết tế bào [115]. 

3.2.4.7. Ảnh hưởng của thời gian đến năng suất biểu hiện rmEglA 

Dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 được lên men trong các bình tam 

giác khác nhau. Dịch nuôi biểu hiện theo giờ được ly tâm thu sinh khối, xác định 

theo phương pháp cân khối lượng và xác định hoạt tính enzyme (hình 3.25A). 
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Theo thời gian, sinh khối và biểu hiện enzyme tăng dần, tuy nhiên do giới 

hạn điều kiện môi trường các vi sinh vật chỉ phát triển tới mức độ nhất định, 

đồng thời biểu hiện đạt cực đại ở một thời điểm nhất định. Khi nuôi cấy đến 96 

giờ, sinh khối tế bào và năng suất biểu hiện rmEglA đạt cực đại 17,16 U/ml. Khi 

thời gian tiếp tục tăng thì có sự suy giảm sinh khối tế bào và hoạt tính enzyme. 

Như vậy, thời gian biểu hiện tối ưu là 96 h. 
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Hình 3.25. Đồ thị ảnh hƣởng của thời gian lên men (A) và biểu đồ so sánh 

năng suất biểu hiện rmEglA trong môi trƣờng và điều kiện tối ƣu (B) 

TTU: Môi trường và điều kiện trước tối ưu; TU: Môi trường và điều kiện tối 

ưu; (): Hoạt tính rmEglA; () sinh khối (g) 

3.2.4.8. So sánh năng suất biểu hiện rmEglA trong môi trường tối ưu và chưa tối ưu 

Sau khi tối ưu một số thành phần môi trường và điều kiện lên men, để đánh 

giá hiệu quả của môi trường tối ưu dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 được 

lên men với thành phần môi trường, điều kiện lên men tối ưu (1,6% peptone; 

1,2% cao nấm men; 1,2% methanol cảm ứng sau 24h; pH ban đầu 5,0; nhiệt độ 

lên men 25°C và thời gian lên men 96h lắc 200 vòng/phút) và môi trường, điều 

kiện ban đầu (chưa tối ưu). Kết quả cho thấy, năng suất biểu hiện rmEglA trong 

môi trường và điều kiện tối ưu đạt 17,26 U/ml, tăng 8,8 lần so với lên men trong 

môi trường và điều kiện ban đầu chưa tối ưu (1,98 U/ml) (hình 3.25B). Năm 
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2012, Phạm Thị Hòa đã đánh giá năng suất biểu hiện rEglA của chủng  P. 

pastoris GS115/pPeglA tái tổ hợp sau khi tối ưu một số thành phần và điều kiện 

lên men đạt 1,67 U/ml [9]. Như vậy, năng suất biểu hiện rmEglA của dòng P. 

pastoris GS115/pPmeglA/14 cao hơn so với biểu hiện rEglA. 

3.2.5. Tinh sạch rmEglA 

Dịch lên men dòng P. pastoris GS115/pPmeglA/14 sau 96 h cảm ứng 

methanol được ly tâm loại bỏ sinh khối thu dịch enzyme thô. rmEglA biểu hiện 

có thêm đuôi 6x histidine để tinh sạch enzyme dễ dàng và hiệu quả cao. rmEglA 

tinh sạch qua cột ProBond
TM 

resin (Invitrogen). Kết quả được thể hiện ở bảng 

3.6 và hình 3.26A. 

Bảng 3.6. Thông số kỹ thuật các bƣớc tinh sạch rmEglA 

Mẫu Protein 

tổng số 

(mg) 

Hoạt 

tính 

tổng (U) 

Hoạt tính 

riêng (U/mg) 

Độ 

sạch 

Hiệu suất 

thu hồi (%) 

Dịch nổi 1,91 60,75 31,81 1 100 

Dịch qua cột 0,79 12,53 15,86  20,63 

Dịch rửa 1 0,72 7,21 10,01  11,87 

Dịch tinh sạch 0,16 30,64 191,5 6,02 50,44 

Bảng 3.6 và hình 3.26A cho thấy, dịch tinh sạch từ P. pastoris 

GS115/pPmeglA cho 1 băng đậm duy nhất có kích thước khoảng 32 kDa, 

rmEglA tinh sạch có hoạt tính riêng 191,5 (U/mg), độ sạch đạt 6 lần và hiệu suất 

thu hồi enzyme đạt 50,44%. Enzyme rEglA (chưa cắt bỏ peptide tín hiệu) tinh 

sạch bằng phương pháp tương tự có hoạt tính riêng đạt 16,24 (U/mg), độ sạch 

đạt 2,69 lần và hiệu suất thu hồi enzyme đạt 49,8% [9]. Như vậy so với quá trình 

tinh sạch rEglA, rmEglA tinh sạch có hoạt tính riêng và độ sạch cao hơn, hiệu 

suất thu hồi enzyme tương đương. 
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Để đánh giá mức độ sạch của chế phẩm rmEglA, khối lượng phân tử và so 

sánh với khối lượng endoglucanase chưa cắt bỏ peptide tín hiệu dịch enzyme tinh 

sạch của rEglA và rmEglA được phân tích điện di trên gel polyacrylamide, nhuộm 

bạc và điện di hoạt tính enzyme. Kết quả được thể hiện trên hình 3.26B cho thấy 

rmEglA có độ sạch cao và có khối lượng khoảng 32 kDa thấp hơn so với khối 

lượng của rEglA. Đồng thời, qua kết quả điện di hoạt tính cho thấy băng protein 

tinh sạch được là endoglucanase và có hoạt tính mạnh hơn so với rEglA. 
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Hình 3.26. Hình ảnh điện di các phân đoạn tinh sạch rmEglA (A), điện di so 

sánh rEglA với rmEglA và điện di nhuộm hoạt tính (B) 

1: dịch lên cột; 2: dịch qua cột; 3-4: dịch rửa; 5-7: các phân đoạn tinh sạch; 8: 

nhuộm hoạt tính rEglA; 9: rEglA tinh sạch; 10: rmEglA tinh sạch; 11: nhuộm 

hoạt tính rmEglA; M: marker 

3.2.6. Tính chất của rmEglA 

3.2.6.1. Động học cơ chất của rEglA 

Các hằng số động học Km, Vmax, Kcat và Kcat/Km là những đại lượng đặc 

trưng cho phương trình động học cơ chất của một enzyme. Phương trình động 

học Lineweaver-Burk của rmEglA đối với cơ chất CMC và β-glucan lúa mạch 

(barley β-glucan) đã được xác định bằng thực nghiệm (hình 3.27).  

Từ phương trình Lineweaver-Burk đã tính ra được các hằng số động học. 

Động học đối với cơ chất β-glucan lúa mạch của rmEglA có Km thấp hơn, Kcat 
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và Kcat/Km cao hơn so với cơ chất CMC. Điều này chứng tỏ ái lực của enzyme 

với cơ chất β-glucan lúa mạch cao hơn so với cơ chất CMC. Vận tốc cực đại của 

phản ứng do rmEglA xúc tác đối với cơ chất CMC đạt 588,2 U/mg, còn đối với 

cơ chất β-glucan lúa mạch đạt 666,67 U/mg. Khi so sánh với các hằng số động 

học của endoglucanase chưa cắt bỏ peptide tín hiệu (rEglA) đã nghiên cứu trước 

nhận thấy có sự thay đổi lớn trong hằng số động học. Km giảm, Vmax và Kcat/Km 

đều tăng đối với cơ chất CMC và β-glucan lúa mạch. Điều này chứng tỏ việc cắt 

bỏ peptide tín hiệu đã làm tăng ái lực của rmEglA đối với cơ chất hơn so với 

rEglA. Như vậy, việc cắt bỏ peptide tín hiệu đã dẫn đến những thay đổi về mặt 

cấu trúc của phân tử protein enzyme theo hướng thuận lợi cho hoạt tính xúc tác. 

Những tương tác giữa các nhóm chức trong phân tử enzyme cũng thay đổi. 
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Hình 3.27. Đồ thị phương trình động học cơ chất Lineweaver-Burk của rmEglA 

A: cơ chất CMC; B: cơ chất β-glucan lúa mạch 

Bảng 3.7. Hằng số động học cơ chất của rmEglA tinh sạch 

Enzyme 

Cơ chất 
Km 

(mg/ml) 

Vmax 

(U/mg 

protein) 

Kcat (min
-1

) Kcat/Km 

rmEglA 
β-glucan lúa mạch 0,60 666,67 1388,89 2314,81

 

CMC 5,47 588,2 1225,49
 

224,01
 

rEglA [9] 
β-glucan lúa mạch 4,04 102,04 2040,82 505,05 

CMC 10,17 28,99 579,71 57,01 
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3.2.6.3. Xác định tính đặc hiệu cơ chất của rmEglA 

Để xác định mức độ đặc hiệu cơ chất, rmEglA được thử nghiệm chuyển 

hóa các cơ chất khác nhau. Kết quả được thể hiện ở bảng 3.8. rmEglA có tính 

đặc hiệu cao đối với cơ chất β-glucan lúa mạch (hoạt tính tương đối đạt 217,6% 

so với chuyển hóa cơ chất CMC) và CMC (hoạt tính tương đối 100%), khả năng 

thủy phân cơ chất cellulose kết tinh (avicel) rất thấp (1,7%) và không có khả 

năng thủy phân cơ chất xylan, LBG và tinh bột. Như vậy, rmEglA thủy phân 

liên kết β-1,4-O-glycoside do các phân tử β-glucose liên kết với nhau nhưng có 

cấu trúc vô định hình. 

Bảng 3.8. Mức độ đặc hiệu cơ chất của rmEglA 

Cơ chất (1% w/v) Đơn vị cấu tạo Liên kết 
Hoạt tính 

tƣơng đối (%) 

β-glucan lúa mạch β-glucose β-1,4-O-glycoside 217,6 

CMC β-glucose β-1,4-O-glycoside 100 

Xylan β-xylose β-1,4-O-glycoside 0 

LBG β-mannose 
β-1,4-O-glycoside 

1,6-O-glycoside 
0 

Avicel β-glucose β-1,4-O-glycoside 1,7 

Tinh bột -glucose -1,4-O-glycoside 0 

3.2.6.4. Sản phẩm thủy phân của rmEglA 

Để xác định sản phẩm thủy phân, carboxymethyl cellulose đã được thủy 

phân bởi rmEglA tinh sạch. Các sản phẩm thủy phân được phân tách và phát 

hiện bằng phương pháp sắc ký bản mỏng (TLC). Kết quả cho thấy, sản phẩm 

thủy phân CMC chủ yếu của enzyme là cellobiose (G2) và cellotriose (G3), tiếp 

theo là cellotetrose (G4) và các oligomer lớn hơn G4. Glucose (G1) là sản phẩm 

thu được ít nhất (hình 3.28). Như vậy, sản phẩm thủy phân cơ chất của rmEglA 

là một hỗn hợp các đường (G2, G3, G4) và các oligomer lớn hơn G4. 



 86 

G4
G3
G2

G1

1  2  3 4 G1 G2 G3 G4

G4
G3
G2

G1

1  2  3 4 G1 G2 G3 G4

 
Hình 3.28. Phổ chạy sắc ký TLC sản phẩm thủy phân cơ chất CMC của rmEglA 

1: Phổ chạy hỗn hợp chất chuẩn; 2: phổ chạy dịch thủy phân; 3: phổ chạy dịch 

cellulase tinh sạch; 4: phổ chạy cơ chất CMC; G1: glucose: G2: cellobiose; G3: 

cellotriose, G4: cellotetrose 

3.2.6.5. Nhiệt phản ứng tối ưu và độ bền nhiệt độ của rmEglA 

Để khảo sát nhiệt độ phản ứng tối ưu, rmEglA được phản ứng với cơ chất 

CMC ở những điều kiện nhiệt độ khác nhau. Kết quả được thể hiện ở hình 3.29A. 

 
A 

 
B 

Hình 3.29. Nhiệt độ phản ứng tối ƣu (A) và độ bền nhiệt độ của rmEglA 

Khi tăng nhiệt độ phản ứng từ 30-50°C thì hoạt tính của rmEglA tăng 

dần và đạt cực đại ở 50°C. Sau đó, nhiệt độ tăng thì hoạt tính rmEglA giảm 

dần chỉ còn 45,25% so với cực đại ở 85°C. Năm 2012, Phạm Thị Hòa đã 

biểu hiện rEglA (có chứa peptide tín hiệu) trong cùng điều kiện và đánh giá 

tính chất đã xác định nhiệt độ thích hợp đối với enzyme là 55°C [9]. Như 

vậy, nhiệt độ tối ưu của rmEglA (cắt peptide tín hiệu) giảm so với chưa cắt 

bỏ peptide tín hiệu (rEglA).  
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rmEglA có độ bền cao trong khoảng nhiệt độ 30-37°C, sau 8h xử lý hoạt 

tính tương đối còn lại khoảng 88%. Tuy nhiên, khi tăng nhiệt độ cao 45-55°C 

enzyme mất hoạt tính nhanh (hình 3.29B). So với độ bền nhiệt độ của enzyme 

chưa cắt peptide tín hiệu thì rmEglA có khoảng nhiệt độ bền tương đương (30-

37°C) nhưng độ bền thì cao hơn. rEglA sau 8h xử lý ở 30-37°C hoạt tính tương 

đối còn lại 40-60% [9]. 

3.2.6.6. pH phản ứng tối ưu và độ bền pH của rmEglA 

rmEglA có pH phản ứng tối ưu là 3,5, khi pH tăng thì hoạt tính của enzyme 

giảm mạnh chỉ còn 26% so với hoạt tính cực đại ở pH 8,0 (hình 3.30A). Nghiên 

cứu của Phạm Thị Hòa năm 2012 cho thấy, pH thích hợp đối với endoglucanase 

tái tổ hợp chưa cắt peptide tín hiệu là 5,0 và khi tăng pH môi trường phản ứng 

lên 7,0 thì enzyme mất hoạt tính [9]. Như vậy, đối với endoglucanase từ chủng A. 

niger VTCC-F021 biểu hiện trong P. pastoris GS115 cắt bỏ peptide tín hiệu đã 

làm giảm pH phản ứng tối ưu về phía acid. Đặc biệt, rmEglA hoạt động trong 

khoảng pH rộng hơn so với rEglA. Điều này có thể liên quan đến việc cắt bỏ 

peptide tín hiệu làm giảm 01 amino acid có tính bazơ mạnh, trong khi số amino 

acid có tính acid mạnh không bị mất (phân tích ở mục 3.2.1) từ đó làm giảm pH 

tối ưu của phản ứng. 

 
A 

 
B 

Hình 3.30. pH phản ứng tối ƣu (A) và độ bền pH (B) của rmEglA 

Kết quả khảo sát độ bền pH của enzyme cho thấy rmEglA rất bền pH. 

Trong khoảng pH rộng từ 3,0-8,0, sau 10 h xử lý hoạt tính tương đối của 

enzyme vẫn còn 77%. Đặc biệt, ở khoảng pH từ 3,0-5,0 hoạt tính tương đối của 
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rmEglA vẫn còn 84-91% (hình 3.30B). So sánh với độ bền pH của 

endoglucanase chưa cắt peptide tín hiệu (rEglA) có sự khác biệt lớn. rEglA 

tương đối bền trong khoảng pH 3,5-4,5 với hoạt tính tương đối còn lại khoảng 

50-70% sau 8 h xử lý. Nhưng ở pH 5,5 sau 8h xử lý rEglA mất hoàn toàn hoạt 

tính [9]. Trong khi rmEglA bền trong khoảng pH 3,0-8,0, hoạt tính tương đối 

vẫn còn 77% sau 10 h xử lý. Như vậy, việc cắt bỏ peptide tín hiệu đã làm thay 

đổi độ bền pH của enzyme. 

3.2.6.7. Ảnh hưởng của ion kim loại đến hoạt tính của rmEglA 

Ion kim loại có ảnh hưởng trực tiếp và gián tiếp đến hoạt tính của enzyme. 

Tác động của ion kim loại có thể thông qua làm cầu nối giữa enzyme và cơ chất, 

làm thay đổi thể oxi hóa - khử, làm bền phân tử protein enzyme [4]. Kết quả khảo 

sát ảnh hưởng của ion kim loại đến hoạt tính rmEglA được thể hiện ở bảng 3.9. 

Bảng 3.9. Ảnh hƣởng của ion kim loại đến hoạt tính rmEglA 

Kim 

loại 

Nồng độ Kim 

loại 

Nồng độ 

5 mM 10 mM 15 mM 5 mM 10 mM 15 mM 

K
+ 

118,1  1,2 109,0  2,4 104,4  2,1 Ni
2+ 

120,5  2,7 107,3  1,3 103,2  1,8 

Ag
+ 

56,0  1,6 42,5  2,0 41,7  0,7 Mn
2+ 

115,1  2,8 83,7  1,5 73,6  1,7 

Ca
2+ 

129,1  3,6 119,5  3,2 112,2  1,5 Cu
2+ 

131,6  3,3 115,2  2,8 100,5  2,4 

Ba
2+

 129,3  2,3 123,5  2,7 123,2  2,1 Co
2+ 

153,0  1,7 158,7  1,9 154,2  2,6 

Mg
2+

 130,1  4,3 67,9  2,9 63,8  2,5 Pb
2+

 37,2  0,7 0,0 0,0 

Zn
2+

 132,6  1,8 109,6  2,5 97,1  1,7 Al
3+ 

60,9  0,9 0,0 0,0 

Fe
2+ 

86,3  1,6 72,5  1,4 69,9  2,2 EDTA 88,6  1,2 86,0 1,9 85,3  2,0 

Hg
2+

 57,0  1,3 0,0 0,0 
Đối 

chứng 
100,0  2,8 
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Bảng 3.9 cho thấy, ở nồng độ từ 5-15 mM các ion K
+
, Ca

2+
, Ba

2+
, Ni

2+
, Cu

2+
, 

Co
2+

 làm tăng hoạt tính của rmEglA. Các ion Fe
2+

, Hg
2+

, Pb
2+

, Al
3+

 ức chế mạnh 

mẽ hoạt tính rmEglA. Trong đó, Ba
2+

 làm tăng hoạt tính enzyme mạnh nhất lên 

123-129% so với đối chứng. Ion Pb
2+

 ức chế mạnh nhất, ở nồng độ 5 mM hoạt 

tính tương đối còn 37,2% so với đối chứng, khi tăng lên 10 mM thì enzyme mất 

hoàn toàn hoạt tính. EDTA là chất ức chế đặc trưng với metaloenzyme có vai trò 

ức chế hoạt tính rmEglA với hoạt tính tương đối giảm còn 85-88% so với đối 

chứng ở nồng độ 5-15 mM. 

3.2.6.8. Ảnh hưởng của dung môi hữu cơ và chất tẩy rửa 

Các dung môi hữu cơ có ảnh hưởng khác nhau đến hoạt tính rmEglA. Ở 

nồng độ 5% các dung môi đều có vai trò làm tăng hoạt tính enzyme, trong đó 

isopropanol và acetone có làm tăng mạnh nhất với hoạt tính tương đối đạt 150%. 

Khi tăng nồng độ dung môi hữu cơ thì hoạt tính rmEglA giảm dần. Trong các 

dung môi khảo sát, methanol không làm giảm hoạt tính enzyme, n-butanol ức 

chế mạnh nhất ở 20% làm mất hoàn toàn hoạt tính enzyme (hình 3.31A). 

Ở nồng độ khảo sát từ 0,5-2,0%, các chất tẩy rửa Tween 20, Tween 80, 

Triton X-100, Triton X-114 đều làm tăng hoạt tính enzyme từ 14,9-56,3% so với 

đối chứng. Trong đó, Triton X-114 làm tăng hoạt tính enzyme mạnh nhất. Triton 

X-114 và Tween 80 ảnh hưởng có xu hướng tăng dần khi tăng nồng độ. SDS 

làm ức chế hoàn toàn hoạt tính enzyme (hình 3.31B). 

Năm 2012, Phạm Thị Hòa đánh giá tính chất của rEglA (enzyme chưa cắt 

bỏ peptide tín hiệu) đã xác định được các dung môi hữu cơ (methanol, ethanol, 

isopropanol, acetone, n-butanol) và các chất tẩy rửa (Tween 20, Tween 80, 

Triton X-100, Triton X-114, SDS) đều ức chế hoạt tính enzyme với mức độ 

khác nhau phụ thuộc vào nồng độ [9], [141]. Như vậy, ảnh hưởng của dung môi 

hữu cơ đối với rmEglA có sự khác biệt lớn so với rEglA. Việc cắt bỏ peptide tín 

hiệu đã làm thay đổi khả năng kháng dung môi và chất tẩy rửa của rmEglA. 



 90 

 
A 

 
B 

Hình 3.31. Biểu đồ so sánh ảnh hƣởng của dung môi hữu cơ (A) và chất tẩy 

rửa (B) đến hoạt tính của rmEglA 

Met: methanol; Eth: ethanol; Ipro: Isopropanol; Ace: acetone; n-But: n-

butanol; T20: Tween 20; T80: Tween 80; TX-100: Triton X-100; TX-114: Triton 

X-114; SDS: Sodium dodecyl sulphate; ĐC: đối chứng 

Peptide tín hiệu có vai trò quan trọng trong quá trình tiết protein và sự vận 

chuyển protein qua hệ thống màng sinh học. Tuy nhiên, biểu hiện đồng thời 

peptide tín hiệu có thể ảnh hưởng đến hoạt tính và tính chất của enzyme. Do đó, 

việc cắt bỏ peptide tín hiệu có thể thay đổi hoạt tính và một số tính chất của 

enzyme. Sự khác biệt về tính chất của endoglucanase tái tổ hợp có chứa peptide 

tín hiệu và không chứa peptide tín hiệu từ chủng A. niger VTCC-F021 biểu hiện 

trong P. pastoris GS115 được thể hiện ở bảng 3.10. 

Bảng 3.10. cho thấy có sự thay đổi lớn về tính chất của rmEglA so với 

rEglA. Hằng số động học Km của rmEglA đối với cơ chất CMC và β-glucan đều 

giảm so với rEglA. Điều này chứng tỏ việc cắt bỏ peptide tín hiệu đã làm thay 

đổi động học cơ chất của enzyme, làm tăng ái lực của enzyme đối với cơ chất. 

Nhiệt độ và pH phản ứng tối ưu của rmEglA đều giảm so với rEglA. Độ bền pH 

của rmEglA cao hơn và khoảng pH bền rộng hợp so với rEglA. Ảnh hưởng của 

ion kim loại có sự thay đổi lớn, các ion K
+
, Ca

2+
, Ba

2+
, Ni

2+
, Cu

2+
, Co

2+
 làm tăng 

hoạt tính của rmEglA nhưng hầu hết các ion kim loại khảo sát đều làm giảm 

hoạt tính của rEglA. Độ bền dung môi của rmEglA tăng hơn so với rEglA, đặc 

biệt rmEglA rất bền với các chất tẩy rửa Tween 20, Tween 80, Triton X-100, 
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Triton X-114 (đều có vai trò làm tăng hoạt tính trong khoảng nồng độ khảo sát 

0,5-2%) nhưng lại ức chế hoạt tính đối với rEglA. 

Bảng 3.10. So sánh một số đặc điểm của rmEglA và rEglA 

Đặc điểm  rmEglA rEglA [9] 

Khối lượng Khoảng 32 kDa Khoảng 33-34 kDa 

Km 0,6 mg/ml đối với -glucan 

5,47 mg/ml đối với CMC 

4,04 mg/ml đối với -glucan 

10,17 mg/ml đối với CMC 

Vmax 666,67 U/mg đối với -

glucan 

588,2 U/mg đối với CMC 

102,04 U/mg đối với -

glucan 

28,99 U/mg đối với CMC 

Nhiệt độ tối ưu 50°C 55°C 

pH tối ưu 3,5 5,0 

Độ bền nhiệt độ 30-37°C, hoạt tính tương 

đối còn 88% sau 8h xử lý 

30-37°C, hoạt tính tương đối 

còn 40-60% sau 8h xử lý 

Độ bền pH 3,0-8,0 3,5-4,5 

Ảnh hưởng của 

ion kim loại 

K
+
, Ca

2+
, Ba

2+
, Ni

2+
, Cu

2+
, 

Co
2+

 làm tăng hoạt tính. Các 

ion Fe
2+

, Hg
2+

, Pb
2+

, Al
3+

 ức 

chế mạnh mẽ hoạt tính 

EDTA và Cu
2+

 hoạt hóa nhẹ 

ở nồng độ 5 và 10 mM. Các 

ion kim loại khác đều ức chế 

Ảnh hưởng của 

dng môi hữu cơ 

methanol không làm giảm 

hoạt tính enzyme, n-butanol 

ức chế mạnh nhất ở 20% 

làm mất hoàn toàn hoạt tính 

enzyme 

Các dung môi đều làm giảm 

hoạt tính 

Ảnh hưởng chất 

tẩy rửa 

Tween 20, Tween 80, Triton 

X-100, Triton X-114 đều 

làm tăng hoạt tính, SDS làm 

mất hoạt tính 

Các chất tẩy rửa đều làm 

giảm hoạt tính 
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Chƣơng 4. THẢO LUẬN 

4.1. Tinh sạch và nghiên cứu đặc tính của cellulase tự nhiên từ nấm sợi tại 

Việt Nam 

Peniophora sp. NDVN01 là chủng nấm đảm phân lập ở Việt Nam có khả 

năng sinh tổng hợp cellulase mạnh đã được tuyển chọn. Môi trường với những 

thành phần dễ kiếm ở Việt Nam đã được tối ưu. Chủng Peniophora sp. 

NDVN01 sinh tổng hợp cellulase mạnh nhất trong môi trường tối ưu gồm 80% 

(v/v) dịch chiết khoai tây, 0,5% (w/v) bột giấy, 0,6% (w/v) rơm lúa, 0,1% (w/v) 

CaCO3 và 0,15 % (w/v) KCl đạt 24,65 U/ml. Những nghiên cứu trước đây đã 

công bố, năng suất sinh tổng hợp cellulase trong điều kiện tối ưu của một số 

chủng nấm đảm và vi nấm từ 2,2 - 18,7 U/ml. Chủng nấm rơm V. volvacae đạt 

18,7 U/ml [41], chủng nấm sò trắng P. ostreatus đạt 7,08 U/ml, chủng nấm sò 

tím P. sajor-caju là 2,2 U/ml [103], chủng A. niger đạt 3,9 U/ml [55], chủng 

Penicillium DTQ-HK1 đạt 5,09 U/ml [13]. Như vậy, chủng Peniophora sp. 

NDVN01 có năng suất sinh tổng hợp cellulase mạnh hơn so với một số chủng 

nấm khác đã công bố. Thành phần môi trường và điều kiện tối ưu có thể được sử 

dụng để lên men sản xuất chế phẩm cellulase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 

trong điều kiện Việt Nam. 

Cellulase của chủng Peniophora sp. NDVN01 đã được tinh sạch bằng tủa 

muối ammonium sulphate và phương pháp lọc gel có khối lượng phân tử khoảng 

32 kDa. Những nghiên cứu đã công bố cho thấy, cellulase của một số chủng 

nấm đảm đã được tinh sạch bằng các phương pháp tương tự (tủa bằng 

ammonium sulphate, sắc ký lọc gel: Sephadex-G75, Sephadex-G100, sắc ký trao 

đổi ion: DEAE-Sephadex) có trọng lượng phân tử khác nhau 26-42 kDa khi điện 

di trên gel SDS-PAGE. Cellulase tinh sạch từ Phanerochaete chrysosporium có 

khối lượng 26 kDa [82]. Cellulase tinh sạch từ  Laetiporus sulphureus var 

miniatus có khối lượng 28 kDa, hoạt tính riêng đạt 29 U/mg, hiệu suất tinh sạch 

đạt 5% và độ sạch đạt 16 lần [77]. Cellulase tinh sạch từ chủng nấm rơm 
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Volvariella volvacea có khối lượng khoảng 42 kDa, hoạt tính riêng đạt 324 

U/mg, hiệu suất đạt 1,5% và độ sạch đạt 42 lần [56]. Chao và đtg đã tinh sạch 

cellulase từ chủng nấm đảm Periconia byssoides thu được enzyme có khối 

lượng 35 kDa, hoạt tính riêng đạt 44 U/mg, hiệu suất đạt 27% và độ sạch đạt 4,5 

lần [42]. Cellulase từ chủng Aspergillus terreus được tinh sạch có khối lượng 78 

kDa, hoạt tính riêng đạt 60 U/mg, độ sạch đạt 40 lần nhưng hiệu suất tinh sạch 

chỉ đạt 1,3% [123]. Năm 2010, El-Zawahry và đtg đã tinh sạch được hai 

cellulase từ chủng nấm Trichoderma sp. (shmosaTri) có khối ượng lần lượt là 58 

và 34 kDa, độ sạch 3,43 và 3,35 lần, hiệu suất đạt 1,9 và 2,14%, hoạt tính riêng 

đạt 170,53 và 166,51 U/mg [58]. Năm 2013, Bai và đtg đã tinh sạch cellulase từ 

chủng nấm Penicillium simplicissimum H-11 có khối lượng 33,2 kDa, độ sạch 

đạt 2,27 lần và hiệu suất tinh sạch đạt 33,2% [31]. Cellulase từ chủng A. aculeatus 

SM-L22 có khối lượng 24 và 39 kDa [45], 36 kDa là khối lượng của cellulase từ 

chủng A. oryzae VTCC-F045 [124]. Chủng Penicillium DTQ-HK1 sinh tổng hợp 

hai loại cellulase có kích thước khoảng 36 và 58 kDa [12]. Như vậy, so với kích 

thước của các cellulase đã tinh sạch từ các chủng nấm đảm và vi nấm đã công bố, 

cellulase của Peniophora sp. NDVN01 có sự khác biệt lớn. Do đó, cellulase có 

kích thước 32 kDa của chủng Peniophora sp. NDVN01 lần đầu tiên được tinh 

sạch và nghiên cứu từ chi Peniophora có thể là một cellulase mới. 

Cellulase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 có tính đặc hiệu cao đối với 

cơ chất β-glucan lúa mạch và CMC; không có tác dụng thủy phân cơ chất xylan, 

LBG, avicel. Tính đặc hiệu này tương đồng với tính đặc hiệu cơ chất của 

endoglucanase của một số chủng nấm đảm và vi nấm đã công bố như: năm 2009, 

Nazir và đtg đã xác định endoglucanase của chủng A. terreus có hoạt tính xúc 

tác mạnh theo thứ tự giảm dần đối với các cơ chất β-glucan lúa mạch, 

xyloglucan, lichenin và CMC [123]. Endoglucanase của chủng Neisseria sicca 

SB có hoạt tính thủy phân mạnh đối với cơ chất CMC và xylan, hoạt tính thủy 

phân yếu đối với cơ chất cellulose đã tiền xử lý acid nhưng không có hoạt tính 

đối với cơ chất avicel [108]. Endoglucanase của chủng nấm đảm L. sulphureus 
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var. miniatus có hoạt động thủy phân mạnh đối với cơ chất β-glucan lúa mạch, 

lichenan và CMC, nhưng hoạt động thấp đối với β-glucan tinh thể như cellulose, 

rơm rạ, và avicel [82]. Sản phẩm thủy phân CMC của cellulase từ chủng 

Peniophora sp. NDVN01 chủ yếu là cellobiose (G2) và cellotriose (G3), tiếp 

theo là cellotetrose (G4) và các oligomer lớn hơn G4. Kết quả này tương tự 

endoglucanase từ A. terreus thủy phân cơ chất CMC và β-glucan thu được các 

sản phẩm chính là cellobiose và cellotriose [123]. Sản phẩm thủy phân của 

endo-1,4-glucanase từ chủng Neisseria sicca SB đối với cơ chất cellulose 

acetate chủ yếu là G2, G3, G4 và các oligomer lớn hơn G4, không thu được G1 

[108]. Trong ba loại cellulase: endoglucanase cho sản phẩm thủy phân là các 

đường khử (chủ yếu gồm G2, G3, G4) và các oligomer lớn hơn G4, 

exoglucanase cho sản phẩm thủy phân chủ yếu là cellobiose, β-glucosidase cho 

sản phẩm thủy phân chủ yếu là glucose [51], [62], [64], [148], [176]. Như vậy, 

từ kết quả nghiên cứu động học cơ chất, tính đặc hiệu cơ chất và sản phẩm thủy 

phân cơ chất của enzyme có thể nhận định cellulase tinh sạch từ Peniophora sp. 

NDVN01 là một endoglucanase. 

Nhiệt độ phản ứng ảnh hưởng mạnh mẽ đến hoạt tính xúc tác của enzyme, 

mỗi enzyme có một khoảng nhiệt độ phản ứng thích hợp. Trong giới hạn nhiệt 

độ chưa làm biến tính enzyme, hoạt tính enzyme tăng khi nhiệt độ tăng. Tuy 

nhiên, khi nhiệt độ tăng quá giới hạn thì hoạt tính của enzyme lại giảm. Nguyên 

nhân có thể do khi nhiệt độ tăng cao đã làm đứt gãy một số liên kết yếu 

trong phân tử protein enzyme, làm thay đổi cấu trúc của phân tử này, đặc 

biệt là cấu trúc trung tâm hoạt động của enzyme, từ đó ảnh hưởng tới hoạt 

tính xúc tác của enzyme [4]. Endoglucanase của chủng Peniophora sp. 

NDVN01 có nhiệt độ phản ứng tối ưu là 60°C và tương đối bền trong khoảng 

30-45°C với hoạt tính tương đối còn lại 62-76% sau 24h xử lý. Nhiệt độ phản 

ứng tối ưu của một số endoglucanase từ các chủng nấm đảm đã được xác định 

trong khoảng 50-75°C. Nhiệt độ tối ưu cho hoạt động của endoglucanase tinh 

sạch từ Volvariella volvacea là 55°C [56], từ Periconia byssoides là 50°C [42], 
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từ Flammulina velutipes là 60°C [101] và từ Laetiporus sulphureus var. 

miniatus là 75°C [82]. Endoglucanase tinh sạch từ một số chủng vi nấm có nhiệt 

độ tối ưu trong khoảng 50-60°C. Nhiệt độ tối ưu cho hoạt động của enzyme tinh 

khiết từ Trichoderma harzianum CECT 2413 được xác định tại 50°C [53];  từ 

Beltraniella portoricensis là 55°C [183], từ Aspergillus terreus là 60°C [123] và 

từ Trichoderma sp. (shmosaTri) tại 50°C [58]. Như vậy, nhiệt độ phản ứng tối 

ưu của endoglucanase từ chủng Peniophora sp. NDVN01 tương đương với 

endoglucanase chủng Flammulina velutipes và Aspergillus terreus; cao hơn 

nhiệt độ tối ưu của endoglucanase một số chủng nấm khác đã công bố. Năm 

2009, Hong và đtg đã xác định được endoglucanase tinh sạch từ chủng nấm đảm 

Laetiporus sulphureus var. miniatus giữ được 50% hoạt tính tại 70°C và 75°C 

sau 15 giờ và 22 giờ xử lý [82]. Hai endoglucanase từ Trichoderma sp. 

(shmosaTri) có thể chịu được 60 phút ở 50°C mà không mất hoạt động enzyme. 

CMCase I và II giữ lại 14,0 và 26,5% hoạt tính tại 70°C sau 90 phút [58]. 

Endoglucanase tinh sạch từ Aspergillus terreus ổn định ở nhiệt độ 40 và 50°C ở 

pH 3-5, nhưng mất 14, 39, và 31% hoạt tính khi xử lý 1h ở 60°C trong đệm có 

pH 3, 4 và 5 [123]. Như vậy, endoglucanase của chủng Peniophora sp. 

NDVN01 bền trong điều kiện nhiệt độ thấp hơn so với những nghiên cứu đã 

công bố. 

Endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 có pH phản ứng tối ưu 

là 4,5 và rất bền trong khoảng pH 4,0-7,0 với hoạt tính tương đối còn lại hơn 

90% sau 24h xử lý trong đệm ở nhiệt độ 37°C. Hai endoglucanase từ 

Trichoderma sp. (shmosaTri) bền trong khoảng pH dao động từ 3,0-9,0. 

CMCase I vẫn hoạt động ở nhiệt độ phòng sau 24 giờ trên một phạm vi pH rộng 

(3,0-9,0), trong khi CMCase II tương đối ổn định trong phạm vi pH 4,0-6,0 [58]. 

Endoglucanase từ Aspergillus terreus hoạt động ổn định ở pH (3,0-5,0) và ở 

nhiệt độ 40-60°C sau 4 h [123]. Endoglucanase của chủng A. oryzae VTCC-

F045 bền trong khoảng pH 5,0-6,0 hoạt tính tương đối còn 71% sau 1h xử lý 

[124]. Endoglucanase của A. awamori VTCC-F099 bền trong khoảng pH 4,5-5,5 
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với hoạt tính tương đối còn lại 80% sau 36h xử lý [127]. Endoglucanase từ A. 

terreus M11 bền ở pH 2-5, còn hơn 60% hoạt tính khi ủ 1 giờ ở 70C [63]. Như 

vậy so với các nghiên cứu đã công bố, endoglucanase của chủng Peniophora sp. 

NDVN01 có độ bền pH cao trong khoảng pH khá rộng (4,0-7,0). Đây là tính 

chất ưu việt để có thể ứng dụng chế phẩm endoglucanase của chủng Peniophora 

sp. NDVN01 trong những điều kiện khác nhau và thuận lợi trong quá trình tinh 

sạch, bảo quản enzyme. 

Các ion kim loại đóng vai trò quan trọng trong việc định hình cấu trúc 

không gian của phân tử enzyme hoặc trong một vài trường hợp nó là nhân tố cần 

thiết trong trung tâm hoạt động của enzyme. Do đó ion kim loại có ảnh hưởng 

lớn tới khả năng hoạt động của enzyme. Hoạt tính của endoglucanase từ 

Peniophora sp. NDVN01 đã được tăng cường với sự hiện diện của Ni
2+

 trong 

khoảng nồng độ 2-10 mM, Ca
2+

 ở nồng độ 2 mM, Zn
2+

 ở nồng độ 2 mM, Ba
2+

 ở 

nồng độ 4 mM và mercaptoethanol trong khoảng nồng độ 2-6 mM. Tuy nhiên, 

hoạt tính cellulase đã hoàn toàn bị ức chế bởi việc bổ sung các ion Ag
+
 và Cu

2+
 

ở nồng độ 4-10 mM. Sự hiện diện của K
+
, Na

+
, Fe

2+
, Mn

2+
, Mg

2+
 và EDTA làm 

giảm các hoạt tính enzyme từ 3-39% ở nồng độ khác nhau từ 2-10 mM. Kết quả 

này có sự khác biệt so với những nghiên cứu về ảnh hưởng của ion kim loại đến 

hoạt tính endoglucanase của các chủng nấm đã công bố như: Hong và đtg (2009) 

đã nghiên cứu chỉ ra rằng, bổ sung các ion Ni
2+

, Co
2+

, Fe
2+

, Ca
2+

 có vai trò tăng 

cường các hoạt động của endoglucanase từ chủng nấm đảm L. sulphureus var. 

miniatus, trong khi các ion Mn
2+

 và Cu
2+

 ức chế hoạt động của enzyme [82]. 

Endoglucanase tinh sạch từ A. terreus cho thấy hoạt động được tăng cường khi 

bổ sung Cu
2+

, Mg
2+

, Ca
2+

, Na
+
, DTT và mercaptoethanol, trong khi đó ion Fe

2+
, 

Mn
2+

, Zn
2+

, K
+
, SDS và EDTA, giảm các hoạt động của enzyme lần lượt là 26,4; 

7,0; 13,6; 8,5; 13,7; và 4,8% [123]. Chen và đtg (2001) đã xác định ion Fe
2+

 kích 

thích hoạt tính của cả 5 loại CMCase (EG II-1, EG II-2, EG III-1, EG III-2 và 

EG IV) từ A. aculeatus SM-L22 [44]. Hoạt tính endoglucanase từ A. terreus 

DSM 826 tăng 83% và 25% khi ủ với Co
2+

 25 mM và Zn
2+

 50 mM, nhưng Hg
2+

 

lại làm giảm 50-71% hoạt tính khi ủ với Hg
2+

 25 và 50 mM [61]. 
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EDTA là chất ức chế đặc trưng của enzyme kim loại, thường được dùng để 

phân biệt enzyme kim loại và các nhóm enzyme khác [4]. Endoglucanase của 

Peniophora sp. NDVN01 bị ức chế từ 29-39% hoạt tính tương đối khi tăng nồng 

độ EDTA từ 2-10 mM. Do đó, endoglucanase của Peniophora sp. NDVN01có 

thể là một metalloenzyme. 2-mecaptoethanol là hợp chất được dùng để khử liên 

kết disulfide và có thể phản ứng như là một chất chống oxy hóa bằng cách cắt 

các gốc hydroxyl của các chất khác. 2-mecaptoethanol có thể làm biến tính 

protein bằng  bằng khả năng phân cắt liên kết disulfide của chất này [22]. Khi 

khảo sát ảnh hưởng của 2-mecaptoethanol đối với endoglucanase của 

Peniophora sp. NDVN01 nhận thấy 2-mecaptoethanol ở nồng độ 2-8 mM không 

làm mất hoạt tính enzyme, ở nồng độ 2 mM làm tăng 15% hoạt tính tương đối 

của enzyme so với đối chứng. Điều này chứng tỏ endoglucanase của Peniophora 

sp. NDVN01 là một monomer hoặc trong cấu trúc phân tử không có sự hiện 

diện của liên kết disulfide. 

Các dung môi hữu cơ và chất tẩy rửa thường sử dụng để biến tính protein 

và hòa tan các cơ chất kị nước trong phản ứng của enzyme [22]. Endoglucanase 

của chủng Peniophora sp. NDVN01 có độ bền cao đối với dung môi acetone ở 

nồng độ 1-20%; ethanol và n-butanol ở nồng độ 1-5%; isopropanol ở nồng độ 1-

15% với hoạt tính tương đối tăng 21% so với đối chứng ở nồng độ 15% acetone. 

Những nghiên cứu trước cho thấy, các dung môi hữu cơ methanol, ethanol, 

acetone, isopropanol và n-butanol đều làm giảm hoạt tính endoglucanase của 

chủng A. niger VTCC-F021. Trong đó, ở nồng độ 10-20% dung môi methanol 

và ethanol hoạt tính tương đối của enzyme còn lại hơn 86%; Hoạt tính 

endoglucanase còn giữ được 1/3 so với đối chứng khi bổ sung acetone, butanol 

và isopropanol 10-20% (v/v) sau 2 giờ ủ ở 37C [140]. Các dung môi hữu cơ 

methanol, ethanol, acetone, isopropanol và n-butanol cũng đều làm giảm hoạt 

tính của endoglucanase của A. niger VTCC-F099 và A. oryzae VTCC-F045 

[124], [127]. 

http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Li%C3%AAn_k%E1%BA%BFt_disulfide&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Li%C3%AAn_k%E1%BA%BFt_disulfide&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Li%C3%AAn_k%E1%BA%BFt_disulfide&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Ch%E1%BA%A5t_ch%E1%BB%91ng_oxy_h%C3%B3a&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Li%C3%AAn_k%E1%BA%BFt_disulfide&action=edit&redlink=1
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Endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 có độ bền cao đối với 

Tween 20, Tween 80, Triton X-100 và triton X-114. Ở nồng độ 1-20% các chất 

tẩy rửa Tween 20, Tween 80, Triton X-100 đều làm tăng hoạt tính tương đối của 

enzyme từ 12-40%. Triton X-114 ở nồng độ từ 1-5% làm tăng hoạt tính tương 

đối của enzyme từ 6-55%, tuy nhiên ở nồng độ 10-20% lại làm giảm hoạt tính 

tương đối từ 20-41% so với đối chứng. Nhưng nghiên cứu về ảnh hưởng của 

chất tẩy rửa đến hoạt tính endoglucanase của các chủng nấm đã công bố cho 

thấy sự khác biệt lớn so với endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01. 

Năm 2008, Jianmin và đtg khi nghiên cứu ảnh hưởng của chất tẩy rửa đến hoạt 

tính của endo-β-1,4-glucanase từ A. terreus đã xác định được enzyme hoàn toàn 

bị ức chế bởi việc bổ sung Tween 100 và SDS ở nồng độ 1% (w/v) [91]. chất tẩy 

rửa SDS ở nồng độ 10 mM cũng làm giảm hoạt động của endoglucanase từ 

chủng A. terreus với hoạt tính tương đối chỉ còn 13,7% [123]. Các chất tẩy rửa 

Tween 20, Tween 80, Triton X-100 và SDS đều làm giảm hoạt tính của 

endoglucanase từ chủng A. niger VTCC-F099, A. oryzae VTCC-F045 và A. 

niger VTCC-F021 [124], [127], [140]. 

Như vậy endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 hoạt động tốt 

nhất ở điều kiện 60°C, pH 4,5 trong đệm acetate. Enzyme có độ bền nhiệt độ 

tương đối trong khoảng 30-37°C nhưng rất bền pH trong khoảng 4,0-7,0. 

Enzyme có thể có cấu trúc monomer và có thể thuộc nhóm metalloenzyme. 

Endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 có độ bền cao với dung môi 

hữu cơ acetone, isopropanol và các chất tẩy rửa Tween 20, Tween 80, Triton X-

100 và triton X-114 (1-5%). Từ sự khác biệt về khối lượng phân tử và tính chất 

lý hóa của enzyme cho thấy, endoglucanase của chủng Peniophora sp. NDVN01 

có thể là một enzyme mới có nhiều tính chất ưu việt, có tiềm năng ứng dụng cao 

trong chăn nuôi và chuyển hóa sinh khối. Chủng Peniophora sp. NDVN01 là 

một nguồn cung cấp gen mã hóa endoglucanase để tạo enzyme tái tổ hợp. 
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4.2. Nhân dòng và biểu hiện gen meglA từ chủng Aspergillus niger VTCC-

F021 trong Pichia pastoris 

Theo nghiên cứu của một số tác giả trước, Zhao và đtg đã sử dụng phương 

pháp tối ưu hóa codon, gen syn-egI (948 bp, thuộc họ 5 glycosyl hydrolase) bị 

thay đổi 193 nucleotide, thành phần G+C giảm từ 54% xuống 44% và tương 

đồng 78,8% so với trình tự gốc (eng1 từ A. niger IFO31125). Sau đó được chèn 

vào vector pPIC9K và biểu hiện trong P. pastoris GS115. Hoạt tính của enzyme 

tái tổ hợp đạt 3,3 U/ml với cơ chất CMC sau 96 giờ nuôi cấy và 120 U/ml với cơ 

chất -glucan, hoạt động tối ưu trong môi trường pH 5 và nhiệt độ tối thích ở 

70°C [185]. 

Năm 2012, Shi và đtg đã biểu hiện thành công gen Aucell12A (672 bp) mã 

hóa endoglucanase không chứa peptide tín hiệu từ A. usamii trong P. pastoris 

GSCel2-1. Hoạt tính enzyme tái tổ hợp đạt cao nhất sau 96 giờ nuôi cấy ở 30C, 

tiếp 2% methanol cảm ứng. rAucell12A hoạt động tốt nhất ở 60C và pH 5, bền 

ở dưới 55C và pH 3,5-7 [157]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, gen meglA 

(672 bp) mã hóa endoglucanase không chứa peptide tín hiệu từ A. niger VTCC-

F021 được biểu hiện thành công trong P. pastoris GS115 với hoạt tính enzyme 

tái tổ hợp đạt cao nhất sau 96h lên men ở 25°C, tiếp 1,2% methanol cảm ứng sau 

24h trong môi trường chứa 1,6% peptone; 1,2% cao nấm men; pH ban đầu 5,0. 

rmEglA tinh sạch có khối lượng phân tử 32 kDa, với hoạt tính riêng đạt 

191,5 U/mg, độ sạch đạt 6,02 lần và hiệu suất thu hồi 50,44%. Hoạt tính riêng 

và độ sạch cao hơn so với endoglucanase tái tổ hợp có chứa peptide tín hiệu 

(16,2 U/mg protein và 2,7 lần [141]). Khối lượng phân tử của rmEglA (32 kDa) 

cao hơn so với kích thước lý thuyết theo trình tự amino acid suy diễn (24,2 kDa) 

và thấp hơn so với rEglA (33-34 kDa [141]). Sử dụng chương trình NetOGlyc 

4.0 Server cho thấy, threonine ở vị trí 219 (T
*
) được dự đoán là vị trí O-glycosyl 

hóa trong trình tự mEglA. Như vậy, quá trình O-glycosyl đã làm tăng kích thước 

của rmEglA so với lý thuyết và đoạn peptide tín hiệu được cắt bỏ đã làm giảm 

kích thước của rmEglA so với kích thước của rEglA. 
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Động học cơ chất CMC và -glucan được xác định để tính giá trị Km, Vmax 

và Kcat. Giá trị Km của rmEglA từ P. pastoris/pPmeglA/14 là 5,47 mg/ml CMC 

và 0,6 mg/ml -glucan thấp hơn giá trị Km của rEglA (10,17 mg CMC/ml và 

4,04 mg -glucan [141]). Điều đó có thể do việc cắt bỏ peptide tín hiệu đã làm 

thay đổi cấu trúc không gian của protein. Sự thay đổi này dẫn tới làm tăng ái lực 

của enzyme tái tổ hợp đối với cơ chất CMC và -glucan. Khi so sánh với 

enzyme tự nhiên của chủng A. niger VTCC-F021, giá trị Km của rmEglA thấp 

hơn giá trị Km của endoglucanase dạng tự nhiên (8,582 mg/ml [140]). Điều này 

chứng tỏ endoglucanase tái tổ hợp cắt bỏ peptide tín hiệu có ái lực với cơ chất 

CMC cao hơn so với endoglucanase tự nhiên. Endoglucanase tự nhiên cũng là 

dạng enzyme không có peptide tín hiệu. Vậy sự khác biệt này có thể là do sự 

khác biệt về quá trình glycosyl hóa trong A. niger VTCC-F021 và hệ biểu hiện P. 

pastoris dẫn đến cấu trúc của phân tử protein enzyme có sự thay đổi làm thay 

đổi ái lực của enzyme đối với cơ chất.   

Nhiệt độ và pH tối ưu của rmEglA là 50°C và 3,5. Zhao và đtg (2010) cho 

biết nhiệt độ và pH tối ưu của endoglucanase từ A. niger biểu hiện trong P. 

pastoris là 70C và pH 5 [185]. Các endoglucanase từ chủng A. niger IFO31125 

biểu hiện trong S. cerevisiae hoạt động tốt nhất ở 70C và pH 6 [81], từ chủng A. 

terreus có nhiệt độ tối thích ở 60°C và pH 2 [63] và từ A. aculeatus biểu hiện 

trong A. oryzae có nhiệt độ tối thích ở 50C và pH 4,5 [147]. Như vậy, các 

endoglucanase tái tổ hợp khác nhau có nhiệt độ và pH tối ưu khác nhau. Sự khác 

nhau đó có thể do trình tự amino acid khác nhau, thuộc các họ khác nhau hoặc 

cơ chế hoạt động khác nhau giữa các hệ thống biểu hiện. 

Việc xác định độ bền nhiệt và pH của enzyme có ý nghĩa quan trọng trong 

quá trình thu nhận chế phẩm enzyme, tinh sạch và nghiên cứu enzyme. Đồng 

thời, giúp cho việc sử dụng chế phẩm enzyme đạt hiệu quả cao hơn. rmEglA bền 

ở 30-37°C và pH 4,0-7,0. Hoạt tính rmEglA còn 88% sau 8 giờ ủ ở 30-37°C. So 

sánh với độ bền nhiệt độ của endoglucanase tái tổ hợp có chứa peptide tín hiệu 
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(rEglA) thì rmEglA có cùng khoảng nhiệt độ bền (30-37°C) nhưng khả năng suy 

giảm hoạt tính chậm hơn (88% so với 40-60%). Theo nghiên cứu của Zhao và 

đtg (2010) thì endoglucanase từ A. niger biểu hiện trong P. pastoris còn hơn 

95% hoạt tính sau khi ủ 30 phút ở 60C và hơn 90% ở 70C, nhưng chỉ còn 20% 

hoạt tính khi ủ ở 80C sau 30 phút [185], endoglucanase tái tổ hợp từ A. terreus 

giữ được hơn 60% hoạt tính khi ủ ở 70°C trong 1 giờ [63]. Eng1 (endoglucanase 

1) từ A. niger biểu hiện trong S. cerevisiae vẫn giữ được 56% hoạt tính sau 1 giờ 

ủ ở 80°C[81]. Độ bền nhiệt của endoglucanase từ A. aculeatus biểu hiện trong A. 

oryzae là dưới 45C [147]. 

Endoglucanase tái tổ hợp không chứa peptide tín hiệu có độ bền pH cao, 

sau 10h xử lý trong các đệm có pH 4,0-8,0 hoạt tính tương đối của enzyme còn 

lại 77%. So với endoglucanase tái tổ hợp có chứa peptide tín hiệu (rEglA) thì 

rmEglA có độ bền pH cao hơn hẳn, hoạt tính tương đối của rEglA còn 40-60% 

sau 8h ủ ở trong đệm pH 3,5-4,5 [141]. Sự khác biệt này có thể là do việc cắt bỏ 

peptide tín hiệu đã làm giảm 1 amino acid có tính bazơ mạnh (K, R), giảm 11 

amino acid kỵ nước hoặc không phân cực (A, I, L, F, W, V, M, G, P) và giảm 3 

amino acid phân cực (N, C, Q, S, T,Y) của rmEglA so với rEglA. Enzyme 

rmEglA có pI giảm 0,129 so với rEglA. Theo những nghiên cứu trước đã công 

bố, endoglucanase tái tổ hợp từ A. terreus bền trong dải pH từ 2-5 [63]. Eng1 

(endoglucanase 1) từ A. niger biểu hiện trong S. cerevisiae bền trong dải pH từ 

3-10 [81]. Độ bền pH của endoglucanase từ A. aculeatus biểu hiện trong A. 

oryzae trong khoảng 2,0-9,0 [147]. Như vậy, sự khác biệt về độ bền pH của 

rmEglA so với rEglA có thể là do việc cắt bỏ peptide tín hiệu làm thay đổi thành 

phần amino acid. 

rmEglA có độ bền dung môi hữu cơ cao hơn so với rEglA. Trong các dung 

môi khảo sát, methanol không làm giảm hoạt tính enzyme, các dung môi khác 

(ethanol, isopropanol, acetone) ở nồng độ 5-10% có vai trò hoạt hóa enzyme, n-

butanol ức chế mạnh nhất ở 20% làm mất hoàn toàn hoạt tính của rmEglA. 
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Trong khi các dung môi tương tự đều làm giảm hoạt tính tương đối của rEglA 

với hoạt tính tương đối còn lại 70-80% [141]. rmEglA rất bền với chất tẩy rửa 

(Tween 20, Tween 80, Triton X-100, Triton X-114) so với rEglA. Ở nồng độ 

khảo sát từ 0,5-2,0%, các chất tẩy rửa Tween 20, Tween 80, Triton X-100, 

Triton X-114 đều làm tăng hoạt tính enzyme từ 14,9-56,3% so với đối chứng. 

Trong khi ở cùng nồng độ, các dung môi trên đều làm giảm hoạt tính của 

endoglucanase vẫn chứa peptide tín hiệu (rEglA) [141]. Năm 2008, Jianmin và 

đtg khi nghiên cứu ảnh hưởng của chất tẩy rửa đến hoạt tính của endo-β-1,4-

glucanase từ A. terreus đã xác định được enzyme hoàn toàn bị ức chế bởi việc 

bổ sung Tween 100 và SDS ở nồng độ 1% (w/v) [91]. chất tẩy rửa SDS ở nồng 

độ 10 mM cũng làm giảm hoạt động của endoglucanase từ chủng A. terreus với 

hoạt tính tương đối chỉ còn 13,7% [123]. Các chất tẩy rửa Tween 20, Tween 80, 

Triton X-100 và SDS đều làm giảm hoạt tính của endoglucanase từ chủng A. 

niger VTCC-F099, A. oryzae VTCC-F045 và A. niger VTCC-F021 [124], [127], 

[140]. Như vậy, endoglucanase tái tổ hợp cắt bỏ peptide tín hiệu rất bền với chất 

tẩy rửa Tween 20, Tween 80, Triton X-100, Triton X-114. 

Phân tích trình tự amino acid suy diễn của rmEglA bằng phần mềm 

DNAstar cho thấy thành phần amino acid của rmEglA có 9 amino acid mang 

tính bazơ mạnh (K, R), 2 amino acid mang tính bazơ yếu (H), 19 amino acid 

mang tính acid mạnh (D, E), 97 amino acid kỵ nước hoặc không phân cực (A, I, 

L, F, W, V, M, G, P) và 96 amino acid phân cực (N, C, Q, S, T,Y). Enzyme 

rmEglA có khối lượng tính toán theo lý thuyết khoảng 24,24 kDa với pI bằng 

4,24. Khi so sánh với endoglucanase tái tổ hợp có chứa peptide tín hiệu (rEglA) 

[9], [141], thành phần amino acid của rmEglA có sự thay đổi: giảm 1 amino acid 

có tính bazơ mạnh (K, R), giảm 11 amino acid kỵ nước hoặc không phân cực (A, 

I, L, F, W, V, M, G, P) và giảm 3 amino acid phân cực (N, C, Q, S, T,Y). 

Enzyme rmEglA có khối lượng giảm khoảng 1,5 kDa và pI giảm 0,129 so với 

rEglA. Như vậy, sự khác biệt về tính chất của rmEglA và rEglA có thể là do sự 

thay đổi về thành phần amino acid do việc cắt bỏ peptide tín hiệu. 
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

Kết luận 

1. Chủng nấm đảm Peniophora sp. NDVN01 có khả năng sinh tổng hợp 

cellulase cao đã được tuyển chọn từ 42 chủng nấm  sợi tại Việt Nam . Đoạn 

gen mã hóa rRNA phân lập từ  chủng Peniophora sp. NDVN01 đã được đăng 

ký trình tự trên GenBank với mã số JF925333. 

2. Thành phần môi trường lên men sinh tổng hợp cellulase phù hợp trong điều 

kiện Việt Nam đã được tối ưu gồm: 80% (v/v) dịch chiết khoai tây, 0,6% rơm 

lúa, 0,5% (w/v) bột giấy làm cơ chất cảm ứng, 0,2% (w/v) (NH4)2HPO4, 

0,15% KCl và 0,1% CaCO3. Điều kiện lên men thích hợp ở 28°C, pH ban đầu 

của môi trường bằng 7,0, thời gian lên men 120 giờ, lắc 200 vòng/phút. 

3. Endoglucanase tinh sạch từ chủng Peniophora sp. NDVN01 có khối lượng 

phân tử khoảng 32 kDa, hoạt tính riêng đạt 169,42 U/mg, độ sạch đạt 2,34 lần. 

Enzyme hoạt động tối ưu ở nhiệt độ 60°C, pH 4,5, bền ở 30-45°C và pH 4,0-

7,0. Enzyme bền đối với dung môi acetone ở nồng độ 1-20%; ethanol và n-

butanol ở nồng độ 1-5%; isopropanol ở nồng độ 1-15% và độ bền cao đối với 

chất tẩy rửa Tween 20, Tween 80, Triton X-100 và triton X-114. 

4. Gen meglA có kích thước 672 nucleotide mã hóa endoglucanase A gồm 223 

amino acid không chứa peptide tín hiệu từ chủng A. niger VTCC-F021 được 

biểu hiện thành công trong P. pastoris GS115. Thành phần môi trường lên 

men sinh tổng hợp endoglucanase A tái tổ hợp phù hợp với chủng P. pastoris 

GS115/pPmeglA/14 gồm: 1,6% peptone; 1,2% cao nấm men; 1,2% methanol 

cảm ứng sau 24h; pH ban đầu 5,0; nhiệt độ lên men 25°C và thời gian lên 

men 96h, lắc 200 vòng/phút. 

5. rmEglA tinh sạch có kích thước khoảng 32 kDa, hoạt tính riêng đạt 191,5 

U/mg, độ sạch đạt 6,02 lần và hiệu suất thu hồi 50,44%. Enzyme hoạt động 

tối ưu ở nhiệt độ 50°C, pH 3,5, bền ở 30-37°C và rất bền trong khoảng pH 
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3,0-8,0. Enzyme có độ bền cao với một số chất tẩy rửa Tween 20, Tween 80, 

Triton X-100 và triton X-114. 

Đề nghị 

Nghiên cứu lên men fed-batch chủng nấm men tái tổ hợp P. pastoris 

GS115/pPmeglA/14 biểu hiện endoglucanase A năng suất cao. Xây dựng quy 

trình sản xuất endoglucanase A tái tổ hợp và thử nghiệm lên men quy mô lớn 

sản xuất tạo chế phẩm enzyme bổ sung vào thức ăn chăn nuôi và chuyển hóa 

sinh khối. 
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PHỤ LỤC 

Bảng PL2.1. Các hóa chất thí nghiệm chính 

Tên hóa chất Hãng sản xuất (nƣớc) 

Acrylamide, chloroform, isoamyl alcohol, 

EDTA, imidazole, sodium acetate, Triton X-100 

Merck (Darmstadt, Đức) 

Agarose Rockland (Mỹ)  

Ampicillin Mekopha (Việt Nam) 

Cao nấm men, peptone, Tris-base, Tween 20, 

Tween 80 

Bio Basic Inc. (New York, Mỹ) 

CMC (carboxyl methyl cellulose) Prolabo (Pháp) 

3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) (Fluka), -D-

glucan, SDS 

Sigma-Aldrich Co., (St. 

Louis, Mỹ) 

BamHI, EcoRI, EheI, SacI, XbaI, XhoI, RNase, 

T4 ligase, Pfu DNA polymerase, Taq 

polymerase, Protease K, ethidium bromide, 

thang DNA, protein chuẩn, pJET1.2/blunt 

Fermentas (Thermo Fisher 

Scientific Inc. (Waltham, Mỹ) 

mồi, Probond resin, pPICZαA, zeocin Invitrogen Corp. (Carlsbad, Mỹ) 

Sephadex G100 Pharmacia (Thụy Điển) 

Biogel P100 Bio-Rad (Mỹ) 

 

 

 

 

 

 



 

Bảng PL2.2. Thành phần các loại đệm và dung dịch 

Dung dịch Thành phần, nồng độ (w/v) 

Dung dịch APS  Ammonium persulfate 10%  

Dung dịch Bradford gốc  100 ml ethanol 95% (v/v), 350 mg serva blue G, 200 

ml  phosphoric acid 88% (v/v) 

Dung dịch Bradford 

working  

425 ml H2O, 15 ml ethanol 95% (v/v), 30 ml 

phosphoric acid 88% (v/v), 30 ml dung dịch 

Bradford gốc 

Dung dịch A Đệm Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 

Dung dịch B Đệm Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 

Dung dịch C  Acrylamide 30%, bis-acrylamide 0,8%  

Dung dịch D SDS 10 %  

Dung dịch imidazole Imidazole 3 M, NaCl 500 mM, sodium phosphate 20 

mM, pH 6 

Dung dịch DNS DNS 1%, NaOH 0,99%, KNaC4H4O6 15,3%, 

Na2S2O5 0,415%, phenol 0,38% (v/v) 

Dung dịch I Tris-HCl 100 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0 

Dung dịch II NaOH 0,2 N, SDS 1% 

Dung dịch III kali acetate 60%, acid acetic 11,5% (v/v) 

Dung dịch nhuộm DNA ethidium bromide 0,1 g/ml  

Dung dịch nhuộm gel coomassie brilliant blue 0,1%, methanol 30% (v/v), 

acid acetic 10%  

Dung dịch tẩy gel Methanol 30% (v/v), acid acetic 10% (v/v) 

Dung dịch muối A Na2SO4 20%, C4H4O6KNa.4H2O 2,5%, NaHCO3 

2%, Na2CO3 2,5% 

Dung dịch muối B CuSO4.5H2O 15%, vài giọt H2SO4 đặc 

Dung dịch muối AB Muối A: Muối B (25:1) 



 

Đệm điện di protein Tris-HCl 20 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,8 

Đệm 5x tra mẫu protein  brommophenol blue 0,05%, glycerol 50% pha trong 

đệm Tris-HCl 1 M, pH 6,8  

Đệm TE Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 

Đệm 10x TBE  EDTA 20 mM, Tris-borate 900 mM, pH 8 

Đệm 6x tra mẫu DNA  brommophenol blue 0,09%, xylene xyanol 0,09%, 

glycerol 60% 

Đệm rửa DNA Ethanol 70% (v/v)  

Đệm gắn Native Binding 

Buffer (NBB) 

NaH2PO4 250 mM, NaCl 2,5 M và imidazol 10 mM, 

pH 8 

Đệm rửa Native Wash 

Buffer (NWB) 

NaH2PO4 250 mM, NaCl 2,5 M và imidazol 20 mM, 

pH 8 

Đệm thôi Native Elution 

Buffer (NEB) 

NaH2PO4 250 mM, NaCl 2,5 M và imidazol 250 

mM, pH 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Bảng PL.2.3. Các môi trƣờng thí nghiệm 

Môi trƣờng Thành phần (w/v) 

AMM NaNO3 0,06%, KCl 0,052%, KH2PO4 0,152%, MgSO4.7H2O 

0,052%, 1 ml MNS, sucrose 2%. 

BMM YNB 1,34%, đệm phosphate 0,1 M, pH 6, methanol 1% (v/v)  

BMMY YP; YNB 0,34%, 4x10
-5

 biotin, đệm phosphate 0,1 M, pH 6, 

methanol 1% 

Czapek NaNO3 0,2%, K2HPO4 0,1%, MgSO4 0,05%, KCl 0,05%, 

sucrose 2%, pH 6,5. Môi trường đặc bổ sung agar 2%. 

LB Peptone 1%, yeast extract 0,5%, sodium chloride 1%. 

LB low salt Peptone 1%, yeast extract 0,5%, sodium chloride 0,5%. 

YP Peptone 2%, yeast extract 1%. 

YPG Peptone 2%, yeast extract 1%, D- glucose 2%. 

YPGS Peptone 2%, yeast extract 1%, D-glucose 2%, sobitol 1 M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Bảng PL.2.4. Các thiết bị thí nghiệm 

Tên thiết bị Xuất xứ 

Bể ổn nhiệt VS-1205CW Vision (Hàn Quốc)  

Box cấy vi sinh vật Clean bench TCV.02-1 Việt Nam 

Bộ xung điện Gen Pulser II Bio-Rad (Mỹ) 

Hệ thống chụp ảnh Dolphin-Doc Wealtec (Đài Loan) 

Hệ thống điện di đứng  Biometra (Đức) 

Máy đo pH-827 Metrohm (Thụy Sỹ) 

Máy lắc rung Provocell
TM

 Esco (Mỹ) 

Máy li tâm lạnh Hettich Mikro 22R Hettich (Đức) 

Máy nuôi lắc Certomat
®
 HK Sartorius (Đức) 

Máy quang phổ UV 2500 Labomed (Mỹ) 

Máy PCR Thermocycler Personal Eppendorf (Đức) 

Nồi khử trùng ES-315 Tomy (Nhật) 

Tủ ổn nhiệt MIR-162 Sanyo (Nhật) 

Tủ lạnh sâu -84C MDF-192 Sanyo (Nhật) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Bảng PL3.1. Hoạt tính cellulase của các chủng nấm sợi 

STT Tên chủng 
Hoạt tính 

(U/ml) 
STT Tên chủng Hoạt tính (U/ml) 

1 T1 0,24  0,02 22 T22 0,54  0,034 

2 T2 0,32  0,021 23 T23 0,62  0,031 

3 T3 0,38  0,032 24 T24 0,37  0,021 

4 T4 0,26  0,041 25 T25 0,98  0,026 

5 T5 0,42  0,048 26 T26 0,25  0,013 

6 T6 0,35  0,012 27 T27 0,27  0,032 

7 T7 0,25  0,018 28 T28 0,23  0,031 

8 T8 0,17  0,011 29 T29 0,28  0,033 

9 T9 0,21  0,024 30 T30 0,23  0,018 

10 T10 0,45  0,032 31 T31 0,26  0,015 

11 T11 0,38  0,031 32 T32 0,23  0,017 

12 T12 0,65  0,045 33 T33 0,54  0,019 

13 T13 0,21  0,012 34 T34 0,52  0,021 

14 T14 0,72  0,034 35 T35 0,34  0,024 

15 T15 0,63  0,023 36 T36 0,45  0,025 

16 T16 0,55  0,031 37 T37 0,31  0,021 

17 T17 0,49  0,037 38 1 1,47  0,023 

18 T18 0,68  0,032 39 2 0,42  0,021 

19 T19 0,34  0,021 40 3 0,86  0,032 

20 T20 0,56  0,025 41 4 0,18  0,012 

21 T21 0,43  0,023 42 5 0,34  0,017 

(T1-T37: các chủng nấm Trichoderma; 1: Peniophora sp. NDVN01; 2: 

Pleurotus sajor-caju; 3: Pleurotus ostreatus; 4: Ganoderma lucidum; 5: 

Flammulina velutipes) 

 

 



 

Bảng PL3.2. Trình tự nucleotide đoạn gen rRNA của chủng Peniophora sp. 

NDVN01 

 


