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TÓM TẮT: Việc bổ sung ion kim loại vào môi trường nuôi cấy Pleurotus sp. có thể ảnh hưởng 
đến khả năng sinh tổng hợp laccase của loài nấm này. Trong số các kim loại khảo sát, bổ sung 
Cu2+ với nồng độ 0,5 mM cho khả năng tăng hoạt tính laccase lên 105%, còn khi được bổ sung 
Cu2+ ở những ngày nuôi cấy khác nhau có sự khác biệt về thời gian cho hoạt tính laccase tối đa. 
Hoạt tính cao nhất đạt được là 1.333 U/ml và 1.407 U/ml sau 7 ngày nuôi cấy khi Cu2+ được bổ 
sung lần lượt ở ngày thứ 3 và 4 và hoạt tính đạt 1.332 U/ml sau 14 ngày nuôi cấy nếu Cu2+ được 
bổ sung sau 5 ngày nuôi. Nếu bổ sung Cu2+ vào những ngày nuôi cấy muộn hơn, ngày thứ 6 và 
7, hoạt tính tối đa thấp hơn, đạt xấp xỉ 1.000 U/ml sau 11 ngày nuôi cấy. Các ion kim loại nặng 
hóa trị 2 khác như Co2+, Cd2+, Hg2+, Mn2+ lại là tác nhân ức chế sinh trưởng của nấm, vì vậy, 
hoạt tính laccase giảm so với mẫu đối chứng. 
Từ khóa: Pleurotus, kim loại nặng, laccase, enzyme oxidase.  

 
MỞ ĐẦU 

Laccase (EC 1.10.3.2) (benzenediol:oxygen 
oxydoreductase) có bản chất là glycoprotein và 
có khả năng oxi hóa các hợp chất phi phenol tạo 
ra các gốc phenoxy với thế ion hóa tương đối 
nhỏ [14]. Có 4 nguyên tử đồng tham gia vào 
thành phần protein và hình thành 2 đến 3 cầu 
disulphide [6, 7, 9, 16, 17]. 

Kim loại nặng là một nhóm chất quan trọng 
điều biến hoạt tính laccase, những chất này hoặc 
hiện diện trong môi trường tự nhiên hoặc do con 
người thải vào. Ion kim loại tương tác và liên 
kết với các enzyme, làm thay đổi hoạt tính của 
emzyme bằng cách ổn định hay bất ổn định cấu 
hình protein.  

Kết quả nghiên cứu của Ilyas et al. (2012) 
[8] thực hiện trên P. ostreatus cho thấy, trong 
môi trường nuôi cấy có bổ sung ion Co2+ với 
nồng độ thấp (0,1 mM) hoàn toàn không ảnh 
hưởng đến sự sinh trưởng của nấm và sinh tổng 
hợp laccase, ở nồng độ ion này càng cao thì sự 
ức chế sinh trưởng đối với nấm càng tăng. 

Ảnh hưởng của Cd2+ lên hoạt tính laccase 
cũng khác nhau tùy thuộc loài nấm. Galhaup et 
al. (2002) [4] khảo sát trên T. pubescens cho 
thấy, Cd2+ ở nồng độ 5 µM làm làm tăng khả 
năng sinh tổng hợp laccase lên 2,7 lần. Trong 
khi đó, ở Lentinula edodes, trong môi trường có 

nồng độ Cd2+ 1mM làm hoạt tính enzyme giảm 
4,5 lần [13]. 

Những nghiên cứu gần đây cho thấy, ion 
Hg2+ làm ức chế sự sinh trưởng của nhiều loài 
nấm, do đó làm giảm khả năng sinh laccase ở 
các loài này. Sadhasivam et al. (2008) [13] khảo 
sát trên Trichoderma harzianum WL1 cho thấy 
hoạt tính laccase giảm 17,2%. 

Nhiều loài nấm mốc trắng có khả năng tăng 
sinh tổng hợp laccase trong môi trường có nồng 
độ Mn2+ cao [2, 9]. P. ostreatus Em-1 cho hoạt 
tính laccase tăng 180,5% khi được bổ sung 10 
mM ion Mn2+ [1].  

Các nghiên cứu trên nhiều loài nấm như  
T. versicolor, Ceriporiopsis subvermispora,  
P. ostreatus, P. sajor-caju, Coriolopsis rigida 
và T. pubescens đều đã chứng minh sự điều hòa 
sản sinh laccase diễn ra trong quá trình phiên 
mã [5]. Phân tích nhiều gen quy định các 
isozyme laccase khác nhau ở P. ostreatus cho 
thấy sự tồn tại của vùng đáp ứng kim loại 
(MREs) là con đường cảm ứng kích hoạt các 
gen này [12]. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Chủng nấm Pleurotus sp. được cung cấp bởi 
phòng thí nghiệm Công nghệ enzyme, Bộ môn 
Sinh hóa, Khoa Sinh học, Trường Đại học Khoa 
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học tự nhiên, ĐHQG tp. Hồ Chí Minh. Các hóa 
chất được mua từ các công ty Sigma và Merck. 

Nấm được cấy chuyền và giữ giống trên môi 
trường thạch PDA (Potato Dextrose Agar) bổ 
sung 2% cao nấm men. Sau 7 ngày phát triển ở 
nhiệt độ phòng, nấm được cấy vào môi trường 
PDA lỏng và nuôi cấy lắc trong 9 ngày. 

Phương pháp xác định hoạt tính laccase 

Dựa trên sự oxi hóa ABTS (2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) 
bởi laccase thành hợp chất có màu xanh (blue-
green) hấp thụ ánh sáng mạnh tại bước sóng 405 
nm. Một đơn vị hoạt độ laccase là lượng 
enzyme cần thiết để tạo thành 1 µM sản phẩm 
từ ABTS trong thời gian 1 phút, ở điều kiện 
phòng thí nghiệm [11]. Hỗn hợp phản ứng gồm 
900 µl đệm acetate 0,1 mM, pH 4,5, 50 µl dịch 
enzyme (pha loãng nếu cần), 50 µl ABTS. Phản 
ứng xảy ra khi cho ABTS vào hỗn hợp và đo giá 
trị mật độ quang ở 0 và 5 phút. 

Khảo sát tác động của các ion kim loại lên 
hoạt tính laccase 

Các kim loại được pha thành dung dịch mẹ 
có nồng độ cao và bổ sung vào môi trường nuôi 
cấy nấm để đạt nồng độ cuối cùng như mong 
muốn. Ion Cd2+ được đánh giá ở các nồng độ từ 
0,5 mM đến 3,0 mM. Tương tự với các ion 
khác: ion Hg2+ từ 0,2 mM đến 1,0 mM; ion 
Mn2+ từ 0,5 mM đến 3,0 mM; ion Cu2+ từ 0,2 
mM đến 1,0 mM. 

Khảo sát thời gian bổ sung ion Cu2+ và thời 
gian nuôi cấy cho hoạt tính laccase cao nhất 

Để đánh giá tác động của việc bổ sung ion 
Cu2+ ở những thời gian nuôi cấy khác nhau, môi 
trường nuôi cấy Pleurotus sp. được bổ sung 
CuSO4 ở những ngày nuôi cấy thứ 3, 4, 5 và 6. 
Tương ứng với từng ngày bổ sung CuSO4 hoạt 
tính laccase được xác định từ ngày nuôi cấy thứ 
6 đến ngày thứ 15. 

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần và được 
tiến hành ở nhiệt độ phòng thí nghiệm. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ảnh hưởng của các ion kim loại lên khả năng 
sinh tổng hợp laccase của chủng Pleurotus sp. 
Ảnh hưởng của Co2+ 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của cobalt lên 
hoạt tính laccase được thể hiện trong hình 1. 
Trong môi trường với nồng độ Co2+ thấp (0,0-
1,0 mM) hầu như nấm không bị ảnh hưởng. Tuy 
nhiên, với nồng độ Co2+ trong môi trường nuôi 
cấy cao hơn, hoạt tính enzyme giảm dần. Tại 
nồng độ 2,0 mM, hoạt tính laccase còn 90% và 
bắt đầu từ nồng độ 2,5 mM có xu hướng giảm 
rất nhanh, đạt 50% tại nồng độ Co2+ 3,0 mM. 
Tương ứng với kết quả của Ilyas et al. (2012) 
[8] thực hiện trên P. ostreatus, nồng độ ion Co2+ 

thấp (0,1 mM) không ảnh hưởng đến sự sinh 
trưởng của nấm và sinh tổng hợp laccase và ở 
nồng độ ion Co2+ càng cao thì sự ức chế sinh 
trưởng đối với nấm càng tăng. 

 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ Co2+  

lên hoạt tính laccase 
Hình 2. Ảnh hưởng của nồng độ Cd2+  

lên hoạt tính laccase 
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Hình 3. Ảnh hưởng của nồng độ Hg2+  

lên hoạt tính laccase 
Hình 4. Ảnh hưởng của nồng độ Mn2+  

lên hoạt tính laccase 

  

Hình 5. Ảnh hưởng của nồng độ Cu2+  
lên hoạt tính laccase 

Hình 6. Ảnh hưởng của thời gian bổ sung 
Cu2+ vào môi trường lên hoạt tính laccase 

theo thời gian nuôi cấy 
 

Ảnh hưởng của Cd2+ 
Kết quả hình 2 cho thấy, Cd2+ có tác động 

ức chế mạnh đến sự sinh trưởng của nấm 
Pleurotus sp. ngay từ nồng độ rất thấp. Ở nồng 
độ Cd2+ 0,6 mM, hoạt tính laccase giảm chỉ còn 
3% và ở nồng độ 0,8 mM thì hoạt tính mất hoàn 
toàn.  
Ảnh hưởng của Hg2+ 

Từ kết quả hình 3 có thể thấy, môi trường với 
nồng độ Hg2+ từ 0,2-0,8mM, hoạt tính laccase 
giảm nhanh chóng và gần như bằng 0 ở 1,0 mM.  

Trong báo cáo của Tychanowicz et al. 
(2006) [15], hoạt tính enzyme giảm gần bằng 
0UI/l khi môi trường nuôi cấy P. pulmonarius 
có nồng độ Hg2+ 1,0 mM.  
Ảnh hưởng của Mn2+ 

Hình 4 cho thấy, ion Mn2+ có tác động ức 
chế nhẹ đến sự sinh tổng hợp laccase ở nấm 

Pleurotus sp. khi tăng dần nồng độ. Trong môi 
trường với nồng độ Mn2+ hoạt tính laccase còn 
95% so với mẫu thử không và giảm dần còn 
82% ở nồng độ 3,0 mM.  

Trong khi ở một số loài nấm khác, thí dụ 
như hoạt tính laccase tăng 180,5% ở  
P. ostreatus Em-1 khi bổ sung 10 mM ion 
Mn2+[12], tăng 4,5 lần trong môi trường có 
nồng độ Mn2+ 0,8 mM đối với Coprinus 
comatus [10].  
Ảnh hưởng của Cu2+ 

Kết quả của chúng tôi cho thấy, sự sinh tổng 
hợp laccase tăng dần trong môi trường bổ sung 
dung dịch CuSO4 từ 0,0-0,5 mM (hình 5). Hoạt 
tính laccase đạt cực đại khi nồng độ ion Cu2+ 
đạt 0,5 mM với hoạt tính 925 UI/l, tăng 105% 
so với môi trường không bổ sung Cu2+. Từ nồng 
độ 0,6-1,0 mM, sự sinh tổng hợp laccase giảm 
dần. Như vậy, khi nồng độ Cu2+ cao, chúng 
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không còn là tác nhân kích thích mà có xu 
hướng trở thành tác nhân ức chế hoạt tính 
laccase. Ion Cu2+ là yếu tố có vai trò kích thích 
sản xuất laccase ở nhiều chủng nấm [3]. Ở nồng 
độ 20 mM, Adamafio et al. (2012) [1] đã chỉ  
ra rằng CuSO4 làm tăng hoạt tính laccase  
lên 324,4% trên P. ostreatus Em-1. Ở  
P. pulmonarius, hoạt tính laccase tăng từ 270 
(mẫu thử không) lên 1420 UI/l trong môi trường 
bổ sung CuSO4 với nồng độ 25 mM [15].  
Ảnh hưởng của thời gian bổ sung CuSO4 và 
thời gian nuôi cấy lên khả năng sinh tổng 
hợp laccase của Pleurotus sp. 

Hình 6 cho thấy, kết quả ảnh hưởng của ion 
Cu2+ khi bổ sung ở những thời điểm khác nhau 
lên hoạt tính laccase theo thời gian nuôi cấy. 
Khi bổ sung dung dịch CuSO4 vào môi trường 
nuôi cấy ở ngày thứ 3, 4 và thứ 5, hoạt tính 
laccase cao nhất đạt được vào ngày thứ 7, tương 
ứng 1.333 UI/l, 1.407 UI/l và 1.268 UI/l tăng so 
với đối chứng ở cùng thời gian nuôi cấy lần lượt 
1,7; 1,8 và 1,6 lần. Bổ sung dung dịch CuSO4 
vào môi trường nuôi cấy ở ngày thứ 6, hoạt tính 
laccase cao nhất vào ngày thứ 11 đạt 1.011 UI/l, 
cao gấp 1,5 lần so với đối chứng ở cùng thời 
gian nuôi cấy. Đối với mẫu thử không (mẫu đối 
chứng), hoạt tính laccase tăng dần từ ngày 6 và 
cao nhất ở ngày 10 đạt 923 UI/l. Sau ngày 10, 
hoạt tính bắt đầu giảm nhanh. Kết quả khảo sát 
cho thấy vào ngày 15 hoạt tính laccase chỉ còn 
400 UI/l, giảm 67% (so với ngày thứ 10).  
KẾT LUẬN 

Việc bổ sung ion kim loại vào môi trường 
nuôi cấy Pleurotus sp. có thể ảnh hưởng đến 
khả năng sinh tổng hợp laccase của nấm này.  

Trong số các kim loại khảo sát, Cu2+ cho 
khả năng tăng hoạt tính laccase lên 105% khi 
được bổ sung với nồng độ 0,5 mM, còn bổ sung 
ion Cu2+ ở những ngày nuôi cấy khác nhau cho 
thấy có sự khác biệt về thời gian cho hoạt tính 
laccase tối đa.  

Các ion kim loại nặng hóa trị 2 khác như 
Co2+, Cd2+, Hg2+, Mn2+ lại là tác nhân ức chế sự 
sinh trưởng và hoạt tính laccase tạo bởi nấm 
Pleurotus sp.. 
Lời cảm ơn: Chúng tôi chân thành cảm ơn ban 
lãnh đạo Trường Đại học Khoa học tự nhiên,

Đại học Quốc gia tp. Hồ Chí Minh đã hỗ trợ 
kinh phí cũng như Bộ môn Sinh hóa thuộc khoa 
Sinh học đã cung cấp cho chúng tôi điều kiện 
tốt nhất để hoàn thành các thí nghiệm này. 
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AFFECT ON BIOSYNTHESIS OF LACCASE  
FROM Pleurotus sp. BY SOME METAL IONS 
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SUMMARY 
 

The biosynthesis of laccase from Pleurotus sp. can be effected by adding phenolic compounds or metal 
ions. In this study, laccase activity increased 105% when adding 0.5 mM CuSO4 into culture media. Addition 
CuSO4 in different time led to the highest activity of laccase achieved in the different days of cultivation. The 
highest laccase activity achieved 1,333 U/ml và 1,407 U/ml after 7 days cultivation if copper was added on 
the third and fouth day, however, when Cu2+ ion was added on the fifth day, the highest laccase activity 
attained 1,332 U/ml after 14 days. The highest laccase activity only reached 1,000 U/ml after 10 days 
cultivation in the samples, which CuSO4 was added on day 6, 7. In contrast, other heavy metals such as: Co2+, 
Cd2+, Hg2+, Mn2+ inhibit the growth and biosynthesis of laccase of this mushroom. 

Keywords: Pleurotus, heavy metal, laccase, multicopper oxidase. 
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