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TUYỂN CHỌN VÀ NGHIÊN CỨU KHẢ NĂNG SINH TỔNG HỢP 
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TÓM TẮT 

Manganese peroxidase (MnP) là enzyme có khả năng phân hủy lignin và một số hợp chất hữu cơ độc hại. 
MnP được sinh tổng hợp bởi nấm, vi khuẩn và xạ khuẩn. Trong nghiên cứu này trình bày kết quả tuyển 
chọn chủng nấm sinh tổng hợp MnP và nghiên cứu khả sinh tổng hợp MnP của chủng nấm được tuyển 
chọn. Kết quả nghiên cứu đã tuyển chọn được chủng nấm Pleurotus sp. PL3 có hoạt tính MnP mạnh nhất 
trong số 8 chủng nấm khảo sát. Hoạt tính sinh tổng hợp MnP của chủng Pleurotus sp. PL3 đạt 2,03 U/mL ở 
điều kiện môi trường PDA có bổ sung NH4NO3 0,5%, glucose 3%, pH 7,0, nhiệt độ 30C trong 9 ngày nuôi 
cấy. Nghiên cứu này là cơ sở để sản xuất enzyme MnP ứng dụng phân hủy lignin trong công nghiệp chế 
biến gỗ. 
Từ khóa: Manganese peroxidase, phân hủy lignin, Pleurotus sp. PL3, sinh tổng hợp, tuyển chọn 
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SUMMARY 

Manganese peroxidase (MnP) is an enzyme that is able to degrade lignin and some toxic organic compounds. 
MnP is biosynthesized by fungi, bacteria and actinomycetes. In this study, the result of the selection of MnP 
biosynthetic fungal strains and their MnP biosynthetic potential are presented. Research results have selected 
the fungal strain Pleurotus sp. PL3 with the strongest MnP activity among the 8 investigated strains. MnP 
biosynthetic activity of Pleurotus sp. PL3 strain reached 2.03 U/mL in PDA medium supplemented with 0.5% 
NH4NO3, 3% glucose, pH 7.0, temperature culture 30C for 9 days culture. This research is the basis for the 
production of MnP enzyme to degrade lignin in the wood processing industry. 
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Manganese peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13) là 
một glycoprotein peroxidase phụ thuộc 
H2O2. Enzyme MnP được tìm thấy ở hầu hết 
các loại nấm thối trắng và một số vi khuẩn (Qin 
et al., 2017). Trong tự nhiên, enzyme MnP xúc 
tác quá trình depolyme hóa lignin thực vật và là 
thành phần của phức hợp enzyme phân hủy 
lignin gồm manganese peroxidase, lignin 
peroxidase và laccase. MnP có thể phân hủy 
lignin dạng phổ biến, cũng như hemicellulose, 
cellulose và lignin trong nông nghiệp (Torres 
và Ayala, 2010). MnP có thể được sử dụng 
trong nhiều ứng dụng công nghiệp, bao gồm 
công nghiệp bột giấy, xử lý nước thải, sản xuất 
nhiên liệu sinh học, loại bỏ thuốc nhuộm, tạo 
bột sinh học, tẩy trắng sinh học và làm trong 
chiết xuất nước trái cây (Kumar và Kumar 
Arora, 2022). 

Lignin chiếm tỷ lệ cao trong sinh khối thực 
vật với hàm lượng khoảng 10 - 30%. Lignin là 
hợp chất dị vòng cao phân tử, khó loại bỏ 
trong quá trình sản xuất giấy và chế biến gỗ 
(Gonzalo et al., 2016). Hiện nay, trong quá 
trình sản xuất đã áp dụng một số phương pháp 
để giảm thiểu hàm lượng lignin. Trong đó, 
phân hủy lignin bằng enzyme đang là giải 
pháp có nhiều ưu việt trong công nghiệp 
(Kumar và Kumar Arora, 2022). 

Nghiên cứu này trình bày kết quả tuyển chọn 
chủng nấm sinh tổng hợp MnP và nghiên cứu 
khả sinh tổng hợp MnP của chủng nấm được 
tuyển chọn là cơ sở sản xuất enzyme MnP ứng 
dụng phân hủy lignin trong công nghiệp chế 
biến gỗ. 

2.1. Vật liệu 

Chủng giống nấm: Tám chủng nấm (nấm sò 
trắng - Pleurotus sp. PL1, nấm sò nâu - 

Pleurotus sp. PL2, nấm sò Thái - Pleurotus sp. 
PL3, nấm linh chi - Ganoderma lucidum, nấm 
mỡ - Agaricus bisporus, nấm rơm - Volvariella 
volvacea, mộc nhĩ - Auricularia auricula và 
đông trùng hạ thảo - Cordyceps militaris) được 
cung cấp bởi Trung tâm Nghiên cứu và Phát 
triển nấm - Viện Di truyền Nông nghiệp Việt 
Nam cung cấp. 

Hóa chất, thiết bị: Guaiacol, MnSO4, H2O2, 
Sodium acetate, Acetic acid được cung cấp bởi 
hãng Merck. Máy quang phổ tử ngoại khả kiến 
UV - VIS Evolution 350, Thermo Scientific, 
Mỹ được sử dụng cho phân tích. 

Môi trường: Môi trường nuôi cấy PDA (200 g 
khoai tây gọt vỏ, thái hạt lựu và đun sôi 10 
phút với 1000 mL nước. Sau đó lọc qua lớp 
vải mỏng, thu được dịch chiết khoai tây, 20 g 
glucoza, 20 g agar); Môi trường cơ bản lên 
men sinh tổng hợp MnP (môi trường PDA 
dịch thể không bổ sung agar). Môi trường 
thử hoạt tính MnP (0,56 g MnSO4, 240 µL 
H2O2, 2 mL guaiacol, 20 g agar, thêm H2O 
đủ 1.000 mL). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp tuyển chọn chủng nấm 
sinh tổng hợp MnP 

Các chủng nấm được nuôi cấy trên môi trường 
PDA trong đĩa petri ở 30oC đến khi phát triển 
kín đĩa. Dùng khoan khoanh khối thạch đặt lên 
đĩa có chứa môi trường thử hoạt tính MnP, ủ 
30oC trong 5 ngày xác định vùng chuyển màu 
cơ chất. Chủng có hoạt tính MnP sẽ chuyển cơ 
chất xung quanh khối thạch thành màu đỏ nâu. 
Hoạt tính MnP tỷ lệ thuận với đường kính vùng 
chuyển màu cơ chất. Dựa vào đường kính vùng 
chuyển màu cơ chất tuyển chọn chủng nấm 
sinh tổng hợp MnP. 
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2.2.2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến 
khả năng sinh tổng hợp MnP 

05 khoanh thạch giống chủng nấm có đường 
kính 0,8 cm nuôi trong 25 mL môi trường cơ 
bản trong bình tam giác có thể tích 100 mL, lắc 
150 vòng/phút ở 30oC. Dịch canh trường nuôi 
cấy được thu vào các thời gian từ 5 đến 15 
ngày để xác định hoạt tính MnP. 

2.2.3. Ảnh hưởng của nồng độ glucose đến 
khả năng sinh tổng hợp MnP 

05 khoanh thạch giống chủng nấm có đường 
kính 0,8 cm nuôi trong 25 mL môi trường cơ 
bản có bổ sung nồng độ glucose khác nhau từ 
1 - 5% trong bình tam giác có thể tích 100 mL, 
lắc 150 vòng/phút ở 30oC. Dịch canh trường 
nuôi cấy được thu sau 9 ngày nuôi cấy để xác 
định hoạt tính MnP. 

2.2.4. Ảnh hưởng của nồng độ NH4NO3 đến 
khả năng sinh tổng hợp MnP 

Giống chủng nấm (05 khoanh thạch có đường 
kính 0,8 cm) được nuôi trong 25 mL môi trường 
cơ bản có bổ sung 3% glucose và nồng độ 
NH4NO3 khác nhau từ 0,1 - 5,0 g/L trong bình 
tam giác có thể tích 100 mL, lắc 150 vòng/phút 
ở 30oC. Dịch canh trường nuôi cấy được thu sau 
9 ngày nuôi cấy để xác định hoạt tính MnP. 

2.2.5. Ảnh hưởng của pH môi trường ban đầu 
đến khả năng sinh tổng hợp MnP 

Giống chủng nấm (05 khoanh thạch có đường 
kính 0,8 cm) được nuôi trong 25 mL môi 
trường cơ bản có bổ sung 3% glucose, 5 g/L 
NH4NO3, pH môi trường khác nhau từ 5 - 9, 
trong bình tam giác có thể tích 100 mL, lắc 150 
vòng/phút ở 30oC. Dịch canh trường nuôi cấy 
được thu sau 9 ngày nuôi cấy để xác định hoạt 
tính MnP. 

2.2.6. Xác định hoạt độ enzyme MnP 

Hoạt độ MnP được thực hiện bằng đo quang 
phổ sử dụng guaiacol làm cơ chất, ở λ = 470 nm 
theo phương pháp mô tả của Yuan và Jiang 
(2003). Một đơn vị hoạt độ (U) là lượng 
enzyme làm chuyển hóa cơ chất thành sản phẩm 
biến đổi 1 độ hấp thụ ở bước sóng 470 nm ở 1 
phút trong điều kiện thí nghiệm. 

3.1. Tuyển chọn chủng nấm sinh tổng hợp MnP 

Tám chủng nấm được nuôi cấy trên môi 
trường thạch đĩa PDA và tiến hành tuyển chọn 
chủng nấm sinh tổng hợp MnP theo phương 
pháp đã mô tả. Kết quả được thể hiện ở bảng 1 
và hình 1. 

Bảng 1. Hoạt tính MnP của các chủng nấm nghiên cứu 

Chủng nấm PL1 PL2 PL3 DT AU1 A1 VO1 69 
Hoạt tính MnP  

(D vùng chuyển màu 
cơ chất, mm) 

1,3 ± 0,02 1,6 ± 0,01 2,3 ± 0,01 2,0 ± 0,01 1,0 ± 0,01 2,0 ± 0,01 0 0 

Hoạt độ MnP (U/mL) 0,2 ± 0,05 0,4 ± 0,07 1,5 ± 0,04 0,9 ± 0,04 0,1 ± 0,1 0,9 ± 0,05 0 0 

PL1: Pleurotus sp. PL1; PL2: Pleurotus sp. PL2; PL3: Pleurotus sp. PL3; DT: Ganoderma lucidum; A1: Agaricus 
bisporus; VO1: Volvariella volvacea; AU1: Auricularia auricula; 69: Cordyceps militaris. 

Kết quả bảng 1 và hình 1 cho thấy, trong số 8 
chủng nấm sưu tập được có 06 chủng có hoạt 
tính MnP là các chủng PL1, PL2, PL3, DT, 
AU1 và A1; 02 chủng không có hoạt tính là 69 

và VOl. Chủng có hoạt tính MnP mạnh nhất là 
PL3 với vòng chuyển hóa cơ chất đạt 2,3 mm 
và hoạt độ MnP đạt 1,5 ± 0,04 U/mL.  
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Hình 1. Hoạt tính MnP của các chủng nấm tuyển chọn 

PL1: Pleurotus sp. PL1; PL2: Pleurotus sp. PL2; PL3: Pleurotus sp. PL3; DT: Ganoderma lucidum; 
A1: Agaricus bisporus; VO1: Volvariella volvacea; AU1: Auricularia auricula và 69: Cordyceps militaris; 

Theo nghiên cứu của Nguyen và đồng tác giả 
(2017), hoạt tính Manganese peroxidase cao 
nhất của chủng nấm Fusarium sp. trên môi 
trường rơm rạ và trên dăm gỗ lần lượt là 1,76 
U/mL vào ngày 9 và 1,91 U/mL vào ngày 12. 
Chủng Irpex lacteus F17 sinh tổng hợp MnP 
mạnh nhất đạt 0,95 U/mL sau 84h (Zhao et al., 
2015). Hoạt tính MnP của chủng Pleurotus 
ostreatus MTCC 142 đột biến đạt 0,218 U/mL 
và 0,273 U/mL khi nuôi cấy trên môi trường có 
bổ sung cám mì và cám gạo (Arunkumar et al., 
2015). Chủng Aspergillus fumigatus VkJ2.4.5 
có hoạt tính MnP đạt 1,34 U/mL sau 6 ngày 
nuôi cấy (Vivekanand et al., 2011). Chủng 

Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 
đạt 1,3 U/mL sau 7 ngày nuôi cấy (Moldes et 
al., 2003). Như vậy, hoạt tính MnP của chủng 
PL3 bằng hoặc cao hơn một số chủng nấm đã 
công bố. 

3.2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

Tiến hành khảo sát thời gian nuôi cấy thích hợp 
đến khả năng sinh tổng hợp MnP của chủng 
PL3 từ 5 ngày đến 15 ngày. Kết quả cho thấy 
khả năng sinh tổng hợp MnP tăng dần theo thời 
gian nuôi cấy và đạt cao nhất sau 9 ngày với 
hoạt tính MnP đạt 1,59 U/mL (Hình 2a). 

  

 A                       B 

Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy (A) và nồng độ glucose  
đến khả năng sinh tổng hợp MnP của chủng Pleurotus sp. PL3 

Thời gian sinh tổng hợp MnP của chủng 
Fusarium sp. trên môi trường rơm rạ là 9 ngày, 

trên môi trường dăm gỗ là 12 ngày (Nguyen et al., 
2017). Chủng Aspergillus fumigatus VkJ2.4.5 
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có khả năng sinh tổng hợp MnP mạnh sau 6 
ngày nuôi cấy (Vivekanand et al., 2011). 
Chủng Phanerochaete chrysosporium BKM-F-
1767 sau 7 ngày nuôi cấy (Moldes et al., 2003). 
Như vậy, thời gian sinh tổng hợp MnP của 
chủng Pleurotus sp. PL3 tương đương chủng 
Fusarium sp. trên môi trường rơm rạ và dài 
hơn so với một số chủng nấm đã công bố. 

3.3. Ảnh hưởng của nồng độ glucose 

Trong sự sinh trưởng của vi sinh vật, glucose là 
nguồn carbon thường được chọn để bổ sung 
vào môi trường nuôi cấy. Do đó, tiến hành 
khảo sát ảnh hưởng của nồng độ glucose lên sự 
sinh tổng hợp MnP của chủng nấm với nồng độ 
kéo dài từ 1%, 2%, 3%, 4% đến 5%. Kết quả 
hình 2B cho thấy nồng độ glucose 3% cho hoạt 
tính MnP cao nhất đạt giá trị là 1,693 U/mL. 
Khi nồng độ glucose càng giảm (nhỏ hơn 2%) 
thì hoạt tính MnP càng giảm, ở nồng độ 1% thì 

hoạt tính MnP giảm 24,57%, ở nồng độ 2% 
giảm 0,05% so với ở nồng độ 3%. Khi nồng độ 
glucose càng tăng (lớn hơn 4%) thì hoạt tính 
MnP cũng càng giảm, ở nồng độ 4%, hoạt tính 
MnP giảm 26,04%, ở 5% giảm 37,86% so với 
ở nồng độ 3%. Theo kết quả của khảo sát này, 
nồng độ glucose thích hợp cho sự sinh tổng 
hợp MnP của chủng PL3 là 2 - 3%. 

3.4. Ảnh hưởng của nồng độ NH4NO3 

Theo những nghiên cứu trước, nguồn nitrogen 
có khả năng làm tăng khả năng sinh tổng hợp 
hệ enzyme lignin của các chủng nấm đảm 
(Abdel-Hamid et al., 2013; Ginterová et al., 
1980). Vì vậy, tiến hành khảo sát ảnh hưởng 
của nồng độ NH4NO3 (0,1; 0,5; 1; 2; 5 g/L) 
trong môi trường nuôi cấy. Mẫu được thu sau 9 
ngày nuôi để phân tích hoạt tính MnP. Ảnh 
hưởng của NH4NO3 lên quá trình sinh tổng hợp 
MnP được thể hiện trong hình 3. 

  

 A B 

Hình 3. Ảnh hưởng của nồng độ NH4NO3 (A) và pH môi trường ban đầu (B)  
đến khả năng sinh tổng hợp MnP của chủng Pleurotus sp. PL3 

Kết quả từ hình 3A cho thấy xu hướng tăng lên 
của hoạt tính MnP khi nồng độ NH4NO3 tăng 
từ 0,1 đến 5 g/L, hoạt tính đạt giá trị cao nhất ở 
nồng độ NH4NO3 5 g/L là 1,983 U/mL. Như 
vậy, nồng độ NH4NO3 tốt nhất cho sự sinh tổng 
hợp MnP của chủng PL3 trong nghiên cứu này 
là 5 g/L. 

3.5. Ảnh hưởng của pH môi trường ban đầu 

pH môi trường ban đầu ảnh hưởng đáng kể đến 
khả năng sinh trưởng và sinh tổng hợp enzyme 
của các chủng vi sinh vật. Kết quả từ hình 3B 
cho thấy hoạt tính MnP khi pH môi trường ban 
đầu bằng 7 là cao nhất đạt giá trị là 2,035 
U/mL. Khi pH giảm (dưới pH 6) hoặc tăng 

Nồng độ NH4NO3 (g/l) 
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(trên pH 8), hoạt tính enzyme MnP có xu 
hướng giảm, ở pH 6 giảm 43%, ở pH 5 giảm 
95,18%, ở pH 8 giảm 44,71%, ở pH 9 giảm 
70% so với hoạt tính enzyme ở pH 7. pH môi 
trường ban đầu bằng 7 thích hợp cho khả năng 
sinh tổng hợp MnP của chủng PL3. 

Trong ngành công nghiệp giấy và bột giấy, 
việc sử dụng MnP dẫn đến giảm tiêu thụ năng 
lượng trong nghiền cơ học (Hofrichter et al., 
1999). Enzyme MnP được coi là một enzyme 
quan trọng trong quá trình phân hủy sinh học 
lignin do khả năng xúc tác trực tiếp quá trình 
oxy hóa các hợp chất có thế oxy hóa khử cao. 
Một trong những ứng dụng công nghiệp quan 
trọng nhất của MnP là trong quá trình lọc sinh 
học trong ngành công nghiệp giấy và bột giấy 
để thay thế chất độc hại không thân thiện với 
môi trường do hóa chất clo hóa để tiết kiệm chi 
phí năng lượng nghiền cơ học (Hakala et al., 
2005). Những lợi ích tiềm năng của công 
nghiệp chế biến giấy nghiền bằng MnP bao 
gồm giảm hàm lượng lignin của bột giấy, giảm 
thời gian nghiền bột, giảm tiêu thụ hóa chất tẩy 

trắng và cải thiện độ bền, đặc tính độ bền của 
bột giấy và đặc tính độ bền của giấy (Sellami et 
al., 2022). Như vậy, MnP sản xuất từ chủng 
Pleurotus sp. PL3 có tiềm năng lớn ứng dụng 
trong công nghiệp chế biến giấy và bột giấy tại 
Việt Nam. 

Đã tuyển chọn được chủng nấm sò Pleurotus 
sp. PL3 có khả năng sinh tổng hợp enzyme 
MnP mạnh. Chủng Pleurotus sp. PL3 sinh tổng 
hợp MnP mạnh trong một số điều kiện môi 
trường PDA có bổ sung NH4NO3 0,5%, 
glucose 3%, pH 7,0, nhiệt độ 30oC trong 9 
ngày nuôi cấy. Điều kiện lên men và thành 
phần môi trường có thể được sử dụng để lên 
men sản xuất enzyme MnP ứng dụng phân hủy 
lignin từ chủng nấm sò Pleurotus sp. PL3. 
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