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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén ché phdm sinh hoc phan hiy mang c6 ngudn gdc tir dau
mo va chit déo phan huy sinh hoc. Cu thé, sang ché d& cap dén ché pham sinh hoc
chtra bao tir ctia 4 chiing nAm dam m&i phan lap tai Viét Nam thudc chi Earliella, cé
kha nang phén huy mang polyme, plastic ¢6 ngudn gbc tir ddu mo va chit déo phan
huy sinh hoc nhu tui nilon, chét déo (plastic), nhua PE, nhya PE da dugc xuc tién oxy
hoéa (exo-biodegradable plastic) va chat déo phan huy sinh hoc. Ngoai ra, sang ché con
dé cap dén ché pham sinh hoc phan hily mang polyme va plastic ¢ ngudn gdc tir dau
mo va chit déo phan huy sinh hoc chira dich enzym thu duoc tir mdi truong nudi ciy 4

chiing nAm dam m&i dugc phan 1ap tai Viét Nam thudc chi Earliella néu trén.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Chét déo (con duge goi 1a plastic, nhua, v.v.) duge sir dung tir gitta thé ky trudc
va nhu cau st dung chat déo khong nging tang 1én, nhit 13 giai doan hién nay. Theo
tinh toan gn ddy nhit (2014) thi luong chat déo tiéu thu t6i hon 300 triéu tin/nam.
Binh quin déu ngudi nim 2015 st dung ¢ cac khu vuc trén thé gidi rat khac nhau,
murc tiéu thu trung binh trén dau nguoi gan 79kg/nam. Tiéu thu chat déo nhidu nhét 14
ngudi My (155kg/mgudi) va it hon ca 1a nguoi chau A tidu thu hon 48 kg/ngudi. Con &
Viét Nam hon 40kg/ngudi. Polyetylen duge tiéu thu nhidu nhat chiém t6i 38% tuong
duong vai 76 tricu tan nam. O Viét Nam hién dang sur dung céac loai chit déo sau day:
polyetylen (LDPE,HDPE), polyetylen terephthalat (PET), nilon polybutylen, poly-
propylen (PP), polystyren (PS), polyvinyl clorua (PVC), va céc loai khac.

Luong réc thai tir chat déo thai vao méi trudng rit cao, tinh dén 2012 & M§ va
chau Au d3 thai 1an luot 29 va 25,2 triéu tdn. Theo Lién Hiép Qudc thi loai rac chét
déo nay chu yéu méi xur 1y duoc tir 22 dén 43% bang chon lap, con 35% duge db vao

dai duong. Réac thai nhua polyme khong ngung tang trén toan thé gidi. Néu udc tinh
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dai duong. Rac thai nhya polyme khong nglng tdng trén toan thé gidi. Néu udc tinh
theo thé tich thi loai phé thai nim trong céc hd chén lap chiém 20-30% rac thai sinh
hoat trén pham vi toan cau. Luong chét thai rdn cua Viét Nam phat sinh trung binh
hang nam tang khoang 200% va tiép tuc ting 1én khoang 44 trigu tAn/nim. Nam 2015,
Viét Nam 1a nuée ¢6 lugng rac nhua dd ra bién ding tha 4 trén thé gidi, trung binh 2
0,73 triéu tAn/nim, chiém 6% luong rac nhua d6 ra bién cua toan thé gigi (Trong sach
xuét ban gan day cta Ellen MacArthur Foundation va McKinsey & Company “The
New Plastics Economy: Rethinking the future of plastics” 1a cong trinh cua 180
chuyén gia va phén tich 200 bao céo li€n quan dén chit déo). Qua nhiing thong tin tir
tur lidu ndy cho thdy mot cach nhin nhan méi vé sy lang phi ghé gém vé kinh (& t
chét déo va rac thai tir chat déo. Nam 2013 cong nghiép da dua vao thi truong 78 tricu
tAn chat déo bao g6i v6i gid tri 1én t&i 260 ty USD va ude tinh dén nam 2050 s& 1én
318 triéu tn. Tuy nhién, sau 40 nim st dung trén toan thé giGi thi chi c6 15% chit
déo bao goi duoc quay vong tai str dung. Da ¢o dén 95%, twong dwong v§i 80-120 ty
USD chat déo bao géi bi mat sau thoi gian ngin st dung. Néu tinh ca thiét hai do hiéu
umg nha kinh trong qua trinh san xuit va cac hé luy xa hoi, theo UNEP ude tinh Ién
tdi 40 ty USD.

Theo két qua diéu tra hang nam & cac thanh phé 16n ctia nude ta thai ra gan
200.000 tin nhua phé thai cac loai, trong d6 tui nilon va céc loai bao bi béng nhua
LDPE chiém 75% (khoang 150.000 tAn). Hiép hoi Nhua Viét Nam cho biét, tong
doanh thu toan nganh nhya ndm 2015 dat 13.238 ty dé)ng, tang 16%; loi nhuén toan
nganh dat 1.340 ty ddng, tang 30% so véi 2014. Theo cac cong ty san xuét, thi truong
bao bi nhua c6 tdc do ting trudng 4n twong khoang 15 — 20%, strc tiéu thu cua cac
loai bao bi nhua ting theo tinh tién dung. Muc tiéu thu nhya binh quan dau nguoi cua
Viét Nam nam 1994 1a 3,5 kg/ngudi/ndm; ndm 2003 la 15 kg/ngudi/nam (Tran Quang
Ninh, Téng ludn "Chat thai nhuya, tai nilon va céng nghé xu ly", Trung tdm thong tin

KH&CN quéc gia), trong 2011 va c6 xu hudng ting cao trong 10 nam qua. Nam
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2008, muc ti€u thu nhya binh quan dau nguoi dat 22 kg/nguoi/nam; nam 2010 la 33
kg/nguoi/nam thi hién nay con s6 nay dat trén 41 kg/ngudi/nam, du kién dén nim

2020 con s nay tang lén 45 kg/nguoi (Theo Co so dit liéu Tap chi Cong thuong).

Chat déo do con ngudi tao ra va thanh phan bao gdm cacbon, hydro, silicon,
oxy, clorua va nito. DAu tho, than dé, khi tu nhién di 1a nguén nguyén liéu co ban cho
viée chiét xuét tao nén chét déo. Loai chat déo nay rat bén viing theo thoi gian. Chu
yéu, chat déo dang dwgc st dung 1a polyetylen (LDPE, MDPE, HDPE va LLDPE),
polyetylen terephthalat (PET), polybutylen terephthalat (PBT), nilon, poly-propylen
(PP), polystyren (PS), polyvinyl clorua (PVC), va polyurethan (PUR).

Con chit déo duwoc tao ra tir sinh khdi hay ngudn nguyén liéu tii tao nhu
poly(hydroxybutyrat) (PHB), poly(lactid) (PLA) va tinh bot hdn hop duoc vi sinh vat
hay enzym ciia chiing sinh ra d€ dang phan huy sinh hoc c6 tén goi la chat déo sinh
hoc “bioplastic”. Loai chét déo ciing ¢6 thé phan hiry sinh hoc bang cai thién mirc do
thity phan hay do dai cia chudi polyme c6 thé duoc giam bing su oxy héa nhd sinh
trudng cua vi sinh vat. Loai chét déo nay duoc goi 1a da duoc xtic tién oxy hoa (exo-
biodegradable) va dugc tao ra trén co s¢ polyetyl (LDPE, MDPE, HDPE va LLDPE)
két hop véi cc phu gia xic tién oxy hoa va chung thudng la cac ion kim loai chuyén
tiép dugc dua vao o dang stearat hay phirc chét v6i cac phdi tir hitu co khac. Cac kim
loai chuyén tiép duoc st dung lam phu gia xuc tién oxy hoa gém Ti, V, Cr, Mn, Fe 2
Co, Ni, Cu, Zn, Ca, v.v., trong d6 hiéu qua nhét phai ké dén phtre stearat cua Co, Mn
va Fe. Dudi tac dong cua tia cuc tim (UV), nhiét d9 hoac cac tidc dong co hoc, cac phu
gia thiic déy phan Gmg oxy héa mach polym tao thanh cac nhém chirc nhu cacbonyl,
cacboxyl, hydroxit, v.v., tao diéu kién cho vi sinh vat dé dang tiép can dé phan huy
tiép cac mach monome, dionome, oligome v.v.. Nho cac chit xuc tién oxy hoa, thoi
gian phan huy chit déo tir hang trdim nim giam xubng con vai nim tham chi 1a vai

tuan hay vai thang do6i vdi chat déo da dugc cai bién nay.
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Nhu da dé cép chét déo ciing ¢6 ciu tric gan gibéng lignin cho nén cach téc
dong cua laccaza enzym ciing thuong xay ra twong tu. Co ché hoat dong clia enzym tur
vi sinh vat noéi chung va laccaza ndi riéng co ban dugc mo ta nhu sau: Laccaza chi tan
cong vao tiéu phan phenolic cua lignin dan dén su cit vong aryl-alkyl, oxy héa Ca va
cit vong Co—Cb. Laccaza xtc tac theo cdc budc sau (i) Khu ddng typ 1 boi su khir co
chat; (ii) Chuyén electron trung gian tir ddng typ 1 sang typ 2 va typ 3; (iii) Khir oxy
dén H,0 & vi tri déng typ 2 va 3. Voi sy c6 mit cua chét gén két (mediators), ho
enzym laccaza da thé hién rd kha ning oxy hoa cao cac hop chat khong phai 1a
phenolic lignin. Cac budc vi sinh vat phan huy chit déo xay ra nhu sau: Vi sinh vét (&
dang don 1€ hay t6 hop, tuy nhién trong tu nhién 1a td hop vi sinh vat) sinh truéng va
tao nén cac enzym ngoai bao; Cac enzym ngoai bao do vi sinh vat tiét ra bam lén bé
mit cua chit déo; Chung cit chudi polyme va xay ra bé mat chat déo bi x6i mon, phan
huy sinh hoc chit déo xay ra véi tdc do khac nhau do rAt nhidu yéu td tac dong, san

phim cudi ciing ciia qua trinh phan hty chat déo 1a CO,, H,O va CHy.

Co ché phan huy sinh hoc chit déo (polyme va plastic): Thuong vi sinh vat
hiéu khi str dung oxy nhu la chit nhan dién tir va pha huy cac chét hoa hoc thanh céc
chét hitu co nhé hon thudng tao thanh san pham cudi cung 1a CO; va nude. Con vi
sinh vat ki khi sinh truéng va hoat dong khi khong c6 mat cua oxy. C6 mot vai nhém
vi khuan ki khi sir dung nitrat, sulfat, sit, mangan, CO, nhu la nguén nhan dién tu va
pha cau tric céc chét hiru co hoa hoc thanh cac chét c6 trong lwong phan tir nho hon

véi cau truc hoa hoc thay doi.

N6i chung, qua trinh phan huiy sinh hoc polyme nhw sau: vi sinh vét bam 1€n bé
mit cua mang polyme tao khuén lac trén bé mit, chung sinh truong va sinh tong hop
cac enzym khac nhau. Khi diéu kién méi truong phi hop qué trinh phan huy polyme
bang cac enzym theo 2 budc: bude thi nhAt: enzym gin vao co chat ctia polyme tiép
dén 12 xtic tac cho qua trinh thuy phéan cat vong thom. Polyme dugc phan huy thanh

c4c oligome véi trong lwgng phan ttr thap, dime, monome va cudi cung la khoang hoa
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tao nén CO, va nude. Dé ¢ duoge sy khoang héa hoan toan polyme phai nho dén hang
chudi enzym khéac nhau va chi xay ra c6 hiéu qua khi cac chat cam tng, cac chat gin
két, cac ion kim loai, pH, nhiét d6 v.v. cé trong moéi trudng phu hop va dong cong

hudng tac dong.

Trong tu nhién qua trinh nay xay ra rat cham, tuy nhién, nhiéu cong trinh gan
day da chimg minh rang c¢6 thé khoang hoa dugc chét déo. Co nhitng nghién ctru co
ban ching minh dwoc mot s6 chung vi sinh vat don [€ ¢6 thé tham gia phan huy dugc
chat déo nhung mot ching don 1é khong thé khoang hoéa duoc chét déo boi cau triic
cia bén vitng tao nén chit déo ddu c6 ngudn gbc dau mé. Trir loai c6 kha nang phan
huy sinh hoc nhanh va hoan toan ¢ xuat x( tir sinh khdi thi loai polyme tao ra tir qua
trinh xuc tién oxy héa nho mot s6 kim loai Fe, Co, Ni, Cu Ti, V, Cr, Mn, Zn, Ca v.v.,
dang dugc sir dung tai mot ) quéc gia dd dugc thuong mai hoa. Néu duoc tac dong
trudge (tién xtr ly) boi cac tdc nhan hoa hoc, Iy hoc va nhu tia cuc tim (UV), cac phu
gia, nhiét do hodc cac tac dong co hoc khac nhau thi qué trinh oxy hoéa mach polyme
dwoc thic ddy dé céc phan tmg tao thanh cic nhom chirc nhu cacbonyl, cacboxyl,
hydroxit, v.v., dugc hinh thanh nhanh hon va day la didu kién cho vi sinh vat dé dang
tiép can dé phan huy tiép. Qué trinh phan hity loai polyme nay ciing gan gidng nhu
dbi véi lignoceluloza (lignin, hemixenluloza, xenluloza) chi khac la ngudn gbc va qua
trinh tao ra cac chat déo khac hoan toan véi polyme téi tao c6 ngudn gbc thién nhién.
T hop chudi cdc pham Gng sinh hoa xay ra cling twong tw va tudn thu theo cac co ché

ma & d6 cac enzym ngoai bao, ndi bao déu hoat dong.

Viy su dung cung mdt luc t6 hop cua cic chung sinh laccaza dé phan huy
polyme chi khac ¢ chd laccaza dong vai tro la chit xtc tic manh hoat dong can
nguyén ti oxy va phan trng oxy hoa cét vong xay ra rit nhanh dé san pham cudi cliing
do hoat dong cua enzym thudc ho oxidoreductaza nay lai tro thanh chat dau vao rat
khac nhau cho hoat dong cua cdc nhom vi sinh vét c6 trong moéi truong. Con dbi véi

qué trinh phan hiy ki khi thi mangan peoxidaza va lignin peoxidaza (MnP va LiP)
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dong vai tro xuc tac, nhung can ¢6 H,0, va san pham tao ra chinh dang khi 1a H,S.
Cubi cung tat ca moi qui trinh sinh hoc cling di vao chu trinh Creb dé khoang hoa

thanh cac axit béo, sinh khoi vi sinh vat, CO, va nudc.

Cho dén nay chua cé giai phap nao mang tinh kha thi cao cho cac nuéc phat
trién va dang phat trién v& xi 1y loai 6 nhim réc thai chat déo, ddc biét 1a chat déo
san xudt tir nguyén liéu héa thach va nhiéu nhét 1a ddu moé. Con réac thai tir chat déo c6
kha nang phan hity sinh hoc (bioplastic) dd khong con 1 van dé rat kho véi qué trinh
phan huy sinh hoc nhd c6 giai phap hitu hiéu xu ly bang cac cong nghé khic nhau,
trong do6 c6 xu ly bang hé enzym hay u compost v6i nhiét d§ cao duoc kiém soat.
Hién nay $6 luong rac thai la nhua co thé phéan huy sinh hoc chiém mét thi phén rat
khiém tén vi san xudt v&i chi phi rat cao. Bén thé ky qua cac nghién ctru phan huy
sinh hoc khong nglmg tim kién céac con dudng dé xur 1y rac thai la chét déo (nhura, thi
nilon, bao bi st dung trong cdng nghiép, y té, néng nghiép va trong doi séng hang
ngay). Rac thai la chét déo chu yéu van dang dugc chén lap. Hé luy cua viéc nay
khong chi ton thét kinh t& ma giy nén 6 nhiém méi truong nudc ngan ciing nhu giam
chét lugng cude séng cla cong ddng sdng quanh ving chdn rdc. Mét trong cdc con
dudng dé giam tac dong cua rac thai chit déo 1a sir dung to hop vi sinh vét song cung
véi tao diéu kién méi trudng phu hop dé cho qué trinh phan hiy sinh hoc chét déo c6
hi€u qua cao nhat ¢6 thé. Mot con duong nita 1a st dung hé enzym tur nim dam, nim
soi, xa khuan va vi khuén sinh tdng hop dé xir Iy. Céch nay cam thém cac chudi ky
thuat khac dé sao cho enzym tao ra bén, tiéu hao thap nhét va hoat dong dugc trong
cac diéu kién mdi truong sinh thai khac nhau. Hon thé nita c6 thé két hop véi nhiét do
va céc thc nhan vat Iy, co hoc khéc nhim tao diéu kién thuan loi dé vi sinh vat c6 thé
sinh truong va hoat dong trao d6i chét véi chat déo dé cudi cung khoang hoa dugc
chat déo ma san pham o diéu kién hidu khi 1a CO,, H,0, con ¢ dicu kién ki khi la
CO,, H,0 va CHy. Cac qua trinh phan huy, chuyén héa din dén khoang héa hoan toan

rat phtre tap va rat dai, tuy nhién & moi diéu kién mdi truong va moi quan x4 vi sinh
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vat hay mdi nhém enzym khong hoat dong gidng nhau. Két qua la ching lai bo trg
cho nhau, cho nén cic nha khoa hoc cong nghé can chon dugc con dudong phén huy
hiéu qua nhét d6i véi ting loai polyme va plasctic. Cac nghién ctru da s dung lén
men truc tiép cac vi sinh vat séng vé6i cac loai chat déo nhung ciling c6 thé s dung
hon hop enzym do ching sinh tong hop trén moi trudng ran hodc long dé danh gia kha
ning phan huy sinh hoc cta ching (ké ca chit déo kho phan huy va chat déo da duoc
cai bién exo-biodegradable va phéan huy sinh hoc). Thuong thi, dé dé danh gia hiéu
ctia cho cong bd qudc gia va qudc té thi chon mot hay hai enzym dé khao sat theo thoi
gian vai cac tiéu chi chuin dé xac dinh kha ning phan huy, chuyén hoa céc loai chét
déo ¢b nguén géc va cach san xuét khic nhau thuong duoc lya chon dau tién. Céach
nay kho cé thé 1am co so khoa hoc di manh dé dan dén cong nghé kha thi néu xét ca

vé mat k¥ nghé, kinh té€ va bao vé moi truong.

Loai bo rac thai chat déo bang phan huy sinh hoc tip trung vao cac polyme
dugc tiéu thu chu yéu hién nay nhu polyetylen, polypropylen, polyuretan va
polystyren. Didu déang tiéc 1a cac polyme trén lai la nhiing loai rat bén vig. Mot
trong cac phuong phap thanh cong nhét co thé coi 1 giai phap hang dau 1a phan huy
nh¢ enzym va can phai tdng cudng tdc d6 phan hiy chung. Vay cac co so khoa hoc ¢6
lién quan nam & dau? Va tai sao si dung enzym da tr¢ thanh mot trong cac giai phap
hang dau? Nhém enzym nao can nhét va quan trong trong viéc chuyén hoa phan huy
chit déo? Cac nhom enzym d6 thudc ho enzym tham gia vao qua trinh chuyén hoa
lignoxenluloza va cac enzym hoat dong giéng nhu cic chét xuc tac oxy héa cac hop

chét phenol va khong phai phenol.

Pia diém t5t nhat dé léy mau phan 1ap va lya chon cac vi sinh vét sinh téng hop
c4c enzym tham gia phan huy chét déo 1a chd chon lap rac thai sinh hoat, cong nghiép
1An nhua, tGi nilon hay tir qua trinh u compost ma nguyén li¢u la lignoxenluloza v.v..
Kha nang chuyén héa, phan huy trong qua trinh 1 compost cling 1a mot tiéu chi quan

trong ctia ASTM trong viéc danh gia kha ning phén huy sinh hoc cua chét déo. Trong
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hang loat enzym tiém ning cao dé phan huy chét déo thi laccaza van dugc xép vao vi
tri uu tién do kha nang xuic tac va chi can nguyén tir oxy. Vi vay néu két hop duoc
nhitng uu thé nay thi nghién ciru dé tao ra mot cong nghé xanh dé xu Iy rac chat déo
s& ¢6 tinh kha thi cao. Trong bai toan kho vé6i luong rac nhwa ting dan mdi nim trén
toan hanh tinh cua ching ta va ¢ tung nudce khac nhau, Viét Nam ciing khong phai la
ngoai 12 trong viéc phai déi dién véi vén dé xtr Iy ma khong gay 6 nhiém tht cép va

ngoai ra, co6 thé tai st dung.
Enzym laccaza

Laccaza (benzenediol-oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) dugc nhan thiy o
thuc vat, con trung, vi khuAn va ndm va trong tu nhién, enzym nay phan tng vdi céc
hop chit phenol (Ramos et al., 2011). Su phéan b rong rdi cua laccaza & nam va su da
dang cua chung, dac bict la ¢ nAm dam da gop phan vao nhitng nghién ciru sau ve
nhitng ngudn enzym méi duge cai tién (Haibo et al. 2009). Mic du trung tdm xuc tac
chira déng 13 twong tw nhau & tAt ca cAc laccaza cua nam nhung nhimg diém khac
nhau dang ké d3 dugc md ta dua trén cic dic tinh dong hoc va nhiét hoc cua chung

(de Oliveira et al. 2009).

Laccaza thudc vé nhém enzym polyphenol oxidaza ¢ chua dong trong trung
tdm xUc tac va thuong duoc goi la enzym oxidaza da d6éng. Ching sir dung oxy phan
tir dé oxy hoa rat nhiéu cac hop chét thom va khong thom théng qua co ché xuc tac
gbc tu do va tao thanh phén tr nudce 1a san pham phu duy nhat. Do d6, ching duoc coi
la cAc chét xtc tac sinh hoc xanh va duge quan tdm ngdy cang nhiéu. Thém vao do,
Jaccaza tir nAm hau hét 13 enzym ngoai bao nén dé dang dugc tinh ché. Hon thé nita,
laccaza str dung ddng lam ddng tac nhan (cofactor) ma ngudn cung cip chét nay rat dé
dang tor nhitng mudi ddng ré tién. Tat ca nhitng uu thé nay da lam cho chét xuc tac
laccaza c6 tiém nang d6i véi cic qua trinh cong nghiép. Ung dung cta laccaza cé thé

duoc chia thanh 6 nhom chinh bao gdm bao vé moi trudng, tong hop hiu co, cam
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bién sinh hoc va chit bao céo sinh hoc (bioreporter), y té, thuc phém va cac nganh k¥
thuat (Xu, 2005). Tuy nhién, do gia thanh thuong mai cua laccaza tinh sach cao, viéc

khai thac nhdm ung dung chiing trong cong nghiép bi han ché.

Laccaza duoc phan lap tur ndm dam (Basidiomycetes), nam soi (Ascomycetes),
nam bat toan (Deuteromycetes) (Aisemberg et al, 1989). Didc biét, nam dam duoc coi
1a nhitng sinh vat san sinh ra laccaza c6 hiéu qua (Ravankar va Lele 2006,
Sadhasivam ef al. 2008) va cho dén nay ciing 1a sinh vat duy nhit c6 kha nang phan
huy céc thanh phin cta gd nhu lignin, xenluloza, hemixenluloza. Hau hét cac loai
nim muc trrfmg duoc ghi nhan san sinh laccaza ¢ cac mirc d§ khac nhau (Hatakka
2001). Trong sé nay, Trametes versicolor (trudc ddy goi la Coriolus versicolor hodc
Polyporus versicolor dugc nghi€n ctru nhiéu nhit vé kha nang san xuét laccaza & mirc
cong nghiép. Ngoai ra, cac loai khac trong chi nay nhu T. pubescens, R. hirsuta, T.
gallica (Galhaup et al. 2002; Rodriguez-Couto et al. 2003; Dong ef al. 2005) cling

sinh tong hop laccaza véi hoat tinh khéc nhau.

Laccaza ciia nAm thuwong 1a nhitng da isoenzym dugc biéu hién trong cac vat
chi khac nhau duéi cac didu kién sinh truéng khac nhau. DA ¢6 rat nhiéu cac nghién
ctru duoc thuc hién dé cai thién viée san xuét laccaza nhu tdi wu hoa diéu kién moi
trrong, phan 1ap va nhan gidng nhitng chiing c6 hoat tinh laccaza cao, sir dung cac
chét cam g va biéu hién cac gen laccaza di duoc tai t6 hop (Wang et al. 2013). Hon
nita, hiu hét laccaza 13 nhitng enzym cam g ngoai bao, tdc do téng hop va hoat tinh
cua ching phu thudc rat 16n vao sy c6 mit cua cac chat cam ung thich hop 1am ting
hiéu suat sinh enzym (Kocyigit et al. 2012). Laccaza duoc quan tdm dac biét vé nhiing
tng dung coéng nghiép tiém ning cua chung do kha ning oxy hoa cia chiing déi véi
hang loat cic chit 6 nhiém va cac chit doc bao gdm cac hydrocacbon thom mach
vong co ngué)n géc tir ddu mo, thude nhudm, thudc bao vé thuc vat, cac chét 6 nhiém
ndng d6 thap v.v.. Sinh téng hop laccaza duge didu hoa cao boi thanh phin moi

trudng. Vi vdy, t6i wu héa thanh phan moéi truong di tré thanh mot trong nhing
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phuong phap chinh dé tang cuong kha nang san xuét laccaza. Ngudn cacbon va ion
ddng 1a hai yéu t6 quan trong nhat trong qua trinh cai thién hoac kich thich qua trinh
sinh tong hop laccaza (Wang et al. 2014; Passarini et al. 2015). Laccaza c6 thé oxy
hoa hang loat cic hop chdt hitu co va vé6 co bao gdm mono, di, polyphenol,
aminophenol, methoxyphenol ciing nhu nhiéu hdn hop ctia kim loai cho nén laccaza
trd thanh Gng cr vién nang ky trong ing dung cong nghé sinh hoc. Néam sinh truong o
cac moi trudng rat bit loi nén chiing ciing sinh ra cc enzym rat la c6 kha ning hoat
dong trong cac phan ung hda hoc rat khé xay ra & diéu kién binh thuong. Ngoai
nhitng Gng dung trén thi laccaza con lam chét thém cho san xuét thuc pham, do udng,
chuin doan bénh trong y té, va déng vai tro la chét gén trong két cau cua san Xuat
nhién liéu. Laccaza, va LMCO (Laccaza-like multicopper oxidase) gen cung vdi
protein twong tng da dugc chung minh tham gia sinh tong hop rat nhiéu cac chét phuc
vu y té, lam sach méi truong 6 nhiém cac chét vong thom va cac chat khong phai la
hitu co, chinh ban than laccaza cé thé tao nén thudc chira ung thu, tao cac cam bién
(sensor) dé phat hién ma tdy, cic chit hitu co 6 nhidm, khtr doc nhanh cac chat hitu co
ndng o thp (1a cac chét pha hong hé ndi tiét- dan dén giam sic d& khang) v.v.. Do
laccaza c6 phé co chét rat da dang va hoat dong nhu mot chit xuc tac can c¢6 O, va
phan tmg cudi cing tao ra nudc nén tiém ning Ung dung rit cao trong rat nhiéu linh
vuc cua doi séng kinh té. Laccaza duogc tru trong nghién ctu bdi nd duoc st dung
hidu qua trong phat trién cac cam bién sinh hoc (biosensor) va té bao nhién liéu. Hon
thé nita, nhém enzym laccaza con 14 cic chét xtc tic hiu qua trong chuyén héa cac
chét xenobiotic (chét khé phan hty sinh hoc) trong tai tao méi trudong 6 nhiém bai cac
chit nguy hiém néu trén. Déi véi chét déo va chét déo cai bién thi nhitg nghién ctru

su dung laccaza chua nhiéu.

N&m dam c6 phan huy chit déo hay khong? Cau tra 1oi 1a ¢, nhung dugc cdng
bd chwa nhiéu. Trong mot cong trinh cua Sasek ef al. 2006 da chimg minh rang viéc

st dung céac loai ndm dam thi Pleurotus Ostreatus strains, Inonotus hispidus,
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Phanerochaete chrysosporium, Irpex lacteus, Agaricus bisporus, Stropharia
rugosoannulata, Polyporus squamosus da thé hién kha niang phan hiy cac polyme
téng hop (Sasek V, Vitasek J, Chromcova D, Prokopova I, Brozekb J, Nahlik J (2006)
Biodegradation of Synthetic Polymers by Composting and Fungal Treatment. Folia
Microbiol 51(5):425-430) 2006;51(5):425-30. Chung PV1 thudc loai ndm dam
Phanerochaete chrysosporium cling da dugc ching minh 1a c¢6 kha nang phan huy
mang film PVC (Ali M I, Perveen Q, Ahmad B, Javed I, Razi-Ul-Hussnain R,
Andleeb S, Atique N, Ghumro P B, Ahmed S, Hameed A (2009) Biodegradation
studies of cellulose blended polyvinyl chloride films. Int J Agric Biol 11: 577-580).
Dang chu y 1a mot sb chung thuodc chi Earliella, loai Earliella Scabrosa dugc thong
bao cé kha ning sinh laccaza va cac hoat chit ¢4 hoat tinh sinh hoc khac. Céc hoat
chit d6 c6 thé bao ché thudc hay pham chtic ning hay st dung dé trc ché cac loai nim
pha gd. N6i chung, chua phat hién duge cac loai khac thude chi nim gidng cai tai ny.
Theo nhiing nghién ctru da cong bd thi & cac nudc khic nhau nhu Brazil, Malaysia,
Venezuela, Héng Kong, Phap, Sri Lanka v.v., chung dwgc phan 1ép, nghién ctru mot
sé dic tinh va dinh danh. Cac chung phan l4p tir cac khu vuc dia ly khac nhau c6
chung dac tinh di truyén va chi thudc 1 loai, nhung lai khac nhau vé dac tinh sinh hoa.
Loai ndm dam Earliella scabrosa dugc phan 1ap tir rimg Malaysia c6 kha ning tao cac
Ge ché tir sinh khdi 1én men ddi véi céc loai ndm dam khac nhu Pycnoporus
sanguineus, Schizophyllum commune, Lentinus sp., Lentinus strigosus, Microporus
affinis va Microporus xanthopus pha hong g6 1a cdy cao su v6i cac gia tri MIC (ndng
d6 e ché t5i thiéu) tir 0,61 dén Spg/ul. (Antifungal Activity of In-vitro Grown
Earliella Scabrosa, a Malaysian Fungus on Selected Wood-degrading Fungi of
Rubberwood. Teoh Yi Peng and Mashitah Mat Don, Journal of Physical Science, Vol.
24(2), 21-33, 2013). Con chung nam dam FPT31 phan lap tir ring nguyén sinh Pht
Tho, Viét Nam vé&i kha ndng sinh laccaza va cac hoat chit khac dé tao thuc phém
chirc nang (Dang Thi CAm Ha er al. 2016). Ching ndm cua Viét Nam nay thude chi
Earliella va chi nay thudc ho Polyporaceae va tén ching la Earliella sp. FPT31.
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Earliella sp. FPT31 c6 kha nang sinh tong hop exopoliscarit (EPS 3 g/l) va enzym
laccaza (Lac) v&i hoat tinh hon 10.606 U/I ¢6 nhiu tmg dung dé tao thudc, thuc pham

chirc nang, thuc pham bo sung cho nguoi, vat nudi va cay trong.

Earliella 14 chi nAm thudc ho Polyporaceae, ddy 1a don chi, chi gdm duy nhat
mdt loai 1a Earliella scabrosa. Chung con c6 cac tén khic nhu Trametes scabrosa
(Cunn, 1965), Scindalma scabrosum (Kuntze, 1898), Ischnoderma scabrosum (Zmitr,
2001), Fomes scabrosus (Cooke, 1885), Pelloporus scabrosus (Bondartsev, 1961).
Theo md ta cia Gilbertson va Ryvarden (1985), Earliella c6 qua thé moc bung nguoc,
toa ra, doi khi moc Xép chéng 1én nhau. Chung thuong moc toa rong doc theo cac
khuc g6 cay bi dd, rung 1a hay bi muc. Qua thé cing va dai, bé mat nhan, c6 ca
khoanh mau dong tdm tda rong, dAu tién c6 mau tring dén kem, sém bi bao phu boi
mot 1op biéu bi mau do bt dau tir gdc. O cac qua thé gia, 16p biéu bi nay gan nhu bao
phu toan bo bé mit nhung & cic mau nim con non, thi 1ép nay chi 1a mdt ving rat hep
bén canh 16p nén. Khi bj khd, 16p biéu bi thudng bi hoi nhan, ¢é biét c6 nhirg ma day
téil cm & géc, c¢6 khi rdng téi hon 4 cm. Qua thé c6 chira cac 15, bé mat 16 mau tréng,
cac 16 ubn luon mot cach kha phtre tap, dac biét phﬁn nghiéng cua mi nam dai 2-3
mm, c4 biét c6 nhing 16 dai téi 6 mm, cac dng dong mau, dai t6i 5 mm. Nén trang,
day t¢i 3 mm, cach biét voi phan trong bang mot vach mau dam, phan phia trong nay
dugc bao phu boi mét 16p biéu bi do. Hé soi nidm khi con non c¢6 dang manh, moc nho
1én, sau do xep xuéng va cudn vao than nam. Hé soi nim sinh san voi dang kep, thanh
mong, rong 1,5- 4 um, thuong khé gip trong cac mau ndm kho. Soi nidm phan bd
dang van chi, thanh mong va ran, trong sudt, rong 3-6 mm, lién két véi cac soi nadm
khung nhung bi phan nhénh véi cdc nhanh thon bén trong. Ching phan bé o hau nhu

toan mién nhiét doi.

Theo nhimg tai liéu thu thap duoc, ¢6 rat it cic cong bd vé cac dic tinh sinh
hoc cta chi nim Earliella. Loai nim Earliella scabrosa da dwoc cong bd vé kha ning

sinh téng hop enzym laccaza va mangan peroxidaza. Trén moi truong nudi cay ran
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v6i thanh phan 12 ba mia va amoni sulfat [am ngudn nito, E. scabrosa sinh tong hop
mangan peroxidaza cao nhét 1a 3.692 U/g va sau 11 ngay lén men va 3.655 U/g sau 21
ngay. Clng trén moi truong nay, hoat tinh laccaza thu duoc cao nhit sau 11 ngay lén
men 12 44,3 U/g. Ddng thoi nghién ctru ndy cling chi ra rang enzym tho thu tir chung
nay sau 11 ngay lén men c6 kha ning loai mau thudc nhudém Navy FNB, Red FN-3G
va Yellow P6GS vé&i % loai mau lan luot 13 80; 45,9 va 60,9 % (Guerra et al., 2008
Guerra, G., Dominguez, O., Ramos-Leal, M. et al. Sugar Tech (2008) 10: 260,
“Production of laccase and manganese peroxidase by white-rot fungi from sugarcane

bagasse in solid bed: Use for dyes decolourisation”)

Thém nita, theo nghién ctru cua Liew et al. (2015) da cho thdy dich chiét trong
ethanol cua E. scabrosa dac tinh chéng oxy hoa véi gia DPPH dat 21,27 %. Dich chiét
nay cling c6 kha nang uc ché sy sinh trudng cua cac chung vi khuén kiém dinh gay
bénh Clostridium difficile, Streptococus pyogenies, Pseudomonas aeruginos,
Staphylococcus aureus va Escherichia coli Vi ndng do vi sinh vat t6i thiéu lan lugt 1a
225: 112,5; 28,13; 225 va 225 pg/mL. Tuy nhién lai co rit it cac nghién ctru da cong
b6 vé& kha ning sinh tong hop céc enzym ngoai bao khic ngoai laccaza, MnP cua cac
chiing ndm thudc chi Earliella va dich chiét thd c6 kha nang phan huy cht déo. Vi
vay nghién ctru tim kiém va khai thac dé sir dung ching da, dang va s& rat dwoc rat

quan tam.

Mot s loai nim, dam, nim soi, vi khuan, thuc vat, v.v., déu c6 kha ning sinh
tong hop laccaza va gidng -laccaza (laccase-like multicuper oxidase), nhung phai hiéu
chinh x4c ring ngoai laccaza ra chiing con tao ra rAt nhidu enzym va cac chét trao doi
chét khac khi sinh truong. Cho nén chinh nhitng enzym va cic chét trao ddi chat dugc
clng tao thanh trong qué trinh sinh treong dong mot vai tro khong nho cho viée ap
dung cong nghé trong xu ly 6 nhidm rac thai trong d6 ¢ chat déo. Nhu vay c6 thé sir
dung ndm dam dé “lén men” tao ché phdm & phan huy va tién t6i loai bo chit déo

hay st dung dich nudi cdy nam dam (laccaza tho va cac enzym khac cling ddng hanh)
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véi hoat tinh laccaza cao dé xu ly rac polyme va plastic. Ngoai ra cling co6 thé su dung
san pham lén men ran cac ching nam nay dang bao tir dé tién xu ly rac la tdi nilon

truede khi u compost boi cac vi sinh vat ua nhiét.

Bén chung thudc chi Earliella trong sang ché nay khong nhiing c6 kha ning
sinh tong hop enzym laccaza ciing véi hoat tinh cao va cac enzym ngoai bao khic nhu
CMCaza, xylanaza, chitinaza, proteaza, lipaza, amylaza. Ché phém tao ra tir hon hop
nudi cay cua 4 ching nay c6 kha ning st dung dé phan hiy chit déo c6 kha nang
phéan huy sinh hoc (duge cap chimg chi chau Au c6 ngudn gbc tir Ha Lan) va polyme

c6 ngudn goc dau mo ¢ mire d§ khac nhau nhu polyetylen da dwoc cai bien.

Sang ché nay d& cip dén qua trinh phan 1ap, phan loai 4 ching nam dam thudce
chi Earliella tx gS muc thudc cic khu vue Trung bd va tay Nam bo khac nhau cua
Viét Nan va tao ché phdm dang dung dich hay dang ran tir t6 hop san pham nudi cay
boi 4 chung néi trén dé phan hity polyme c6 ngudn gdc diu mo va chat déo c6 kha
ning phan huy sinh hoc & mirc d6 khac nhau. Vi du mang polyme duoc tao thanh tur
b6 sung kim loai xtc tién oxy héa ma nguyén liéu bao gdém 90% HDPE+LLDPE va
10 % ctia Mn (I1), Fe (III) va Co (II) sterat tong hop thanh chit déo da duge xdc tién
oxy hoa (dang tui nilon) tai Viét Nam; tui nilon ban tai nude ngoai (Ha Lan dugc cap
ching chi phan huy sinh hoc cta chau Au) va tai nilon ban tai siéu thi Viét Nam dugc
khuyén cao 14 “tw phan huty sinh hoc” tuy nhién mdi chi duoc cip chung nhén 1a ti
“than thién mdi truong”. Cac chung nim déu dugc phan lap tir g than, canh gb muc
cua cdy keo, cdy cao su va cac loai cdy rung khac. Vi mot chung khong thé c6 nhiéu
loai laccaza va cac enzym khac di kém (vi chung ludn luon hoat dong & cac giai doan

khac nhau dé tién tdi c6 thé khoang héa hoan toan polyme).

Tom lai 1y do dé tao nén séng ché xét v& khia canh sang tao tr nguon nguyén

lidu di truyén ban dia la:

-15-



21300

Cho dn nay dd c6 téi hon 100 loai laccaza dugc phat hién va nghién cuu.
Trong d6, c6 hon 90 laccaza da duoc mo ta céu tric. Laccaza c6 rat nhiéu vmg dung
trong cac linh vuc cua doi séng kinh t& xa hoi va c6 hiéu qua 13 rét nhét dugc nghi
nhén & linh vuc xt 1y 6 nhiém moi trudng. Dic biét [a céac loai 6 nhiém xenobiotic va
hop chit hitu co da vong thom da dugc ching minh la bi céc enzym thudc nhom
oxidoreductaza (laccaza, tyrozinaza va peroxidaza (MnP va LiP, v.v.)) xtc tac phan
huy va nho cac nhom vi sinh vat khac tiép tuc hoat dong dé cudi cung khoang héa (tao

CO,, axit béo, sinh khoi vi sinh vt va nudc) dugce cac chat 6 nhiém néu trén;

[accaza dd dugc biét téi v4i kha nang phan huy lignin ma ban chat cua chat
déo c6 nguon goc dau mo nhu PE chang han cling ¢6 cau triic giong nhu lignin. Cho
nén viée st dung to hop laccaza la mét dinh hudng mang lai hi€u qua cao cho vigc

phan huy rac chét déo va thudng duogc goi 1a tui nilon (hay mang polyme);

Laccaza sinh tong hop tir cic chung vi sinh vét khac nhau c6 hoat tinh khac
nhau phu thudc vio rat nhiéu yéu t§ nhu ngudn co chat (inducers), hé théng chat gin
két (mediators), cac yéu t6 moi treong khac nhu nhiét do, pH, céc kim loai va nong do
ctia ching v.v., chinh vi vay dé gidi quyét van dé phan huy rac thai ran chat déo c6
kha ning phan huy sinh hoc néi chung va kho phan huy sinh hoc noi ri€ng, can mot
cach tiép can khac. Enzym ngoai bao va cac enzym ndi bao tir vi sinh vat khac da
duoc cac nha khoa hoc chimg minh rang c6 kha ning pha ciu tric polyme cua chat
déo (danh sach va noi dung chinh cua cac bai bao lién quan duoc trich dan & céc trang
cudi ctia ban md ta nay), cit thanh phan doan, phan huy va tao san pham trao doi chat
duoc cac nhom vi sinh vét khéc tiép tuc chuyén hoa chét déo thanh cic san pham cubi

cung khong ddc cho moi truong.

Ngoai ra, 4 ching nim dam dugc phén 18p mdi c6 kha nang sinh tong hop
laccaza véi hoat tinh cao va cic enzym ngoai bao khac dong hanh ciing dwgc phan

loai dinh danh va t6 hop laccaza cua ching c6 kha nang phéan huy chét déo duoc biét
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dén voi kha niang phan huy sinh hoc & muc dd khac nhau cua céc loai tui nilon hién
dang duogc str dung trong doi song, sinh hoat hang ngay cua nguoi Viét va cua nguoi

chiu Au dé so sanh.
Ban chit ky thuit clia sang ché

Sang ché d& xuét ché pham sinh hoc phan huy mang polyme c6 ngudn gdc tir
dau moé va chit déo phan huy sinh hoc. Cu thé, sang ché dé cép dén ché pham sinh
hoc chira bao tir cua 4 chung ndm dam m&i phéan lap tai Viét Nam thudc chi Earliella,
c6 kha nang phan huy mang polyme co ngudn gdc tr ddu mé va chét déo phan huy
sinh hoc nhu tui nilon, chét déo (plastic), nhya PE, nhya PE da dugc xuc tién oxy héa
(exo-biodegradable plastic) va tui c¢6 kha nang phan huy sinh hoc duoc cAp ching chi
cta chau Au. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén ché pham sinh hoc phan huy mang
polyme, plastic co ngudn gbc tir diu mo va chit déo phan hiy sinh hoc chira dich
enzym thu dugc tir moi trudng nuodi cdy 4 chung ndm dam moi phan lap tai Viét Nam

thudc chi Earliella néu trén.

Ché pham theo sang ché chira bao tit cua 4 ching nam dam Earliella scabrosa
FBP11 (FBP11), Earliella scabrosa FBP13 (FBP13), Earliella scabrosa FQNa36
(FQNa36) va Earliella scabrosa FDNa20 (FDNa20) dugc phin lap tir cac tinh Binh
Phude, Quang Nam, Da ne:mg, Viét Nam. Trong do, trinh tuw doan ITS cua cac chung
nay di duoc dang ky trén Genbank. C6 cdc md sb lan luot 1a: FBP11: MF521432.1;
FBP13: MF521433.1; FQNa20: MF521434.1 va FQNa36: MF(073283.1

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén ché pham sinh hoc phan huy mang
polyme co ngudn gbc tir diu mo va nhua phan huy sinh hoc chira dich enzym thu
duge tir mdi trudong nudi cdy 4 chung ndm dam Earliella scabrosa FBP11 (FBP11),
Earliella scabrosa FBP13 (FBP13), Earliella scabrosa FQNa36 (FQNa36) va
Earliella scabrosa FDNa20 (FDNa20) nay.
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Bén chung Earliella scabrosa ¥BP11, Earliella scabrosa ¥BP13, Earliella
scabrosa FQNa36 va Earliella scabrosa FDNa20 nay sinh tong hop laccaza va mot s6
enzym ngoai bao khac nhu CMCaza, xylanaza, chitinaza, proteaza,lipaza, amylaza v6i
hoat tinh khac nhau. Enzym thd thu duoc tir mdi truong nudi cdy cic chung nam nay
cling ¢6 kha nang loai mau thuéc nhuém thuéc nhém anthraquinon RBBR va azo la

NY7 véi hiéu suat cao.
Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 1a bidu d thé hién kha nang loai mau thudc nhuoém NY7 khi khéng c6
mit chat gin két VIO (A); khi c6 mat chat gin két VIO (B) cta dich enzym thd thu
dwoc tir modi trudong nudi ciy 4 ching nam Earliella scabrosa FBP11, FBP13,

FDNa20, FQNa36.

Hinh 2 12 biéu dd thé hién kha ning loai mau thudc nhudém RBBR khi khéng c6
mit chat gin két VIO (C); khi c6 mit chat gin két VIO (D) cua dich enzym tho tir 4
chung nam Earliella scabrosa FBP11, FBP13, FDNa20, FQNa36.

Hinh 3 12 biéu dd thé hién hoat tinh laccaza theo thoi gian.

Hinh 4 13 bifu d0 thé hién hoat tinh CMCaza, xylanaza, chitinaza,

proteaza,lipaza, amylaza theo thoi gian

Hinh 5 thé hién phd hong ngoai bién d6i Fourier (FTIR) cua mau mang tui
nilon VN1 ban dau (A), sau 30 ngay xt Iy (B).

Hinh 6 thé hién phd FTIR clia mau mang tdi nilon Ha Lan ban dau (A), sau 30
ngay xu ly (B).

Hinh 7 thé hién phé FTIR ciia mau mang tdi nilon VHL ban dau (A), sau 30
ngay xu ly (B).

Hinh 8 thé hién hinh thai bé mat cac loai tii nilon trudc va sau 30 ngay xt 1y.
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Hinh 9 thé hién hinh thai bon ching nam phén lap duoc.
Hinh 10 thé hién cdy phat sinh ching loai ciia cac chung nam theo sang ché.
M5 ta chi tiét sang ché

Ché pham sinh hoc phan hiy mang polyme c6 ngudn gde tir dau mo va nhua
phan huy sinh hoc theo sang ché chira bao tir ciia 4 chiing nam dam Earliella scabrosa
FBP11 (FBP11), Earliella scabrosa ¥FBP13 (FBP13), Earliella scabrosa FQNa36
(FQNa36) va Earliella scabrosa FDNa20 (FDNa20) dwoc phén [dp tur cac tinh Binh
Phude, Quang Nam, Da Ning, Viét Nam. Cac chung nidm nay déu la cac chung phan

1ap méi, duge dinh danh va xac dinh déc tinh bdi céc tac gia sang ché.

Chc tic gia sang ché da tién hanh phan 1ap céc chung ndm dam tir nhiéu tinh,

thanh tai Viét Nam nhu Binh Phudc, Quang Nam, Da Nang.

Mbi truong PDA duge dung lam moi truong phéan 1ap nam c6 thanh phan nhu
sau (g/1): dich chiét khoai tay 200; duong glucoza 10; thach aga 18; d6 pH 6.8. Cac
mau thu thip tr cac dia phuong khac nhau dugc cdy trén moi truong PDA, sau d6
duge nudi & 30°C trong bué‘)ng nudi cdy vo trung. Chi sau 72-96 gio, céac khuan lac
nidm duoc hinh thanh trén cic dia thach dugc tach va lam sach. Sau thoi gian dai
nghién cttu, cac tac gia sang ché di xéc dinh duoc cac ching nam thuan khiét vé mat
sinh hoc quan tam, cac chung ndm nay dugc ki hiéu lan luot 1a FBP11, FBPI13,
FDNa20 va FQNa36, hinh thai khuin lac cta cac chung nay dugc thé hién trén Hinh
8.

Bén ching nam FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 duoc nudi céy trong moi
truong long riéng ting ching trén moéi truong TSHI c6 thanh phan gdm: Dich chiét
khoai tdy 200 g/l , Glucoza 10 g/l, Bot dau twong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSO4 0,1
mM, d6 pH = 6,5 — 6,8. Sau 7 ngay 1én men trong diéu kién lic 200 vong/phit & 30°C

thu dich enzym thé. Xac dinh hoat tinh mot ) enzym ngoai bao trong dich nhu
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laccaza, lipaza, CMCaza, Proteaza, chitinaza, xylanaza, amylaza. Hoat tinh mdt $b
enzym ngoai bao dé dang dwgc xé4c dinh theo cic phuong phap xac dinh hoat tinh da
biét trong linh vuc. Trong do, hoat tinh laccaza dugc x4c dinh dinh luong dua trén su
oxy héa ABTS cua enzym laccaza tao thanh hop chat hip thu manh & budc séng 420

nm.

Pé xac dinh dinh tinh hoat tinh enzym lipaza ngoai bao, bdn ching nam duoc
nuéi trén mdi truomg TSHI ¢ thanh phan gom: Dich chiét khoai tay 200 g/l , Glucoza
10 g/l, Bot dau twong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSO4 0,1 mM, d6 pH = 6,5 — 6,8. Sau 7
ngay nudi cdy trong diéu kién Iac 200 vong/phut & 30°C thu dich enzym thd, xac dinh
duong kinh phan huy trén dia thach chira lan luot cac co chét trybutirin khi nhuém

bﬁng thudc nhudm lugol 1%, sau 24 gio u, két qua dugc thé hién o Bang 1.

DPé xac dinh dinh tinh hoat tinh enzym CMCaza ngoai bao, boén chung nim
duogc nudi trén moi truong TSH1 c6 thanh phan gom: Dich chiét khoai tay 200 g/l ,
Glucoza 10 g/l, Bot du twong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSO4 0,1 mM, do pH = 6,5 —
6,8. Sau 7 ngay nuoi cdy trong didu kién lic 200 vong/phit o 30°C thu dich enzym
tho, xac dinh dudng kinh phan huy trén dia thach chira lan luot cac co chat CMC khi

nhudm bang thudc nhudm lugol 1%, sau 24 gid u, két qua duoc thé hién & Bang 1.

Pé xac dinh dinh tinh hoat tinh enzym Proteaza ngoai bao, bén chung nédm
duoc nudi trén moi trwong TSHI c6 thanh phan gdm: Dich chiét khoai tay 200 g/1 ,
Glucoza 10 g/I, Bot dau twong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSOy4 0,1 mM, do pH = 6,5 —
6,8. Sau 7 ngdy nudi cdy trong diéu kién lic 200 vong/phut & 30°C thu dich enzym
tho, xac dinh dudng kinh phan huy trén dia thach chira lan luot cac co chat cazain khi

nhuom béng thudc nhudém lugol 1%, sau 24 gio u, két qua dugc thé hién o Bang 1.

DPé xac dinh dinh tinh hoat tinh enzym chitinaza ngoai bao, bdn chung nim
dwoc nudi trén méi trudong TSHI o thanh phan gdm: Dich chiét khoai tay 200 g/l ,
Glucoza 10 g/, Bot dau twong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSO, 0,1 mM, dé pH = 6,5 —
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6,8. Sau 7 ngay nudi cdy trong diéu kién lic 200 vong/phut & 30°C thu dich enzym
tho, xac dinh duong kinh phan huy trén dia thach chtra lan luot cac co chit chitin khi

nhuom br?mg thudc nhudom lugol 1%, sau 24 gio u, két qua dugc thé hién ¢ Bang 1.

Pé xac dinh dinh tinh hoat tinh enzym xylanaza ngoai bao, bdn chung nidm
dwoc nudi trén modi truong TSHI ¢6 thanh phan gom: Dich chiét khoai tay 200 g/l ,
Glucoza 10 g/l, Bot dau twong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSO, 0,1 mM, d6 pH = 6,5 —
6,8. Sau 7 ngay nuoi cdy trong diéu kién lc 200 vong/phut & 30°C thu dich enzym
thd, xac dinh duong kinh phan hiy trén dia thach chira lan luot céc co chat xylan khi

nhudm bang thudc nhudém lugol 1%, sau 24 giv u, két qua dugc thé hién & Bang 1.

Pé x4c dinh dinh tinh hoat tinh enzym amylaza ngoai bao, bén chung nim
duoc nudi trén moéi truong TSH1 co6 thanh phan gom: Dich chiét khoai tay 200 g/I ,
Glucoza 10 g/l, Bot dau twong 5 g/l, Cam gao 1 g/I, CuSO, 0,1 mM, do pH = 6,5 —
6,8. Sau 7 ngay nudi cdy trong diéu kién lic 200 vong/phut ¢ 30°C thu dich enzym
thd, xac dinh duong kinh phan hiy trén dia thach chira lan luot cac co chat tinh bot

khi nhudm bang thudc nhuém lugol 1%, sau 24 gid 1, két qua duge thé hién & Bang 1.

Bang 1: Hoat tinh mot s& enzym ngoai bao ctia hdn hop dich enzym duoc tao

thanh tir b6n chung ndm FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36

Tén ching Laccaza CMCaza Proteaza | Chitinaza | Xylanaza | Amylaza | Lipaza
un (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
FBPI11 27.013 + ++ + T + i
FBPI3 26.996 + + + + ¥ ++
FDNa20 26.615 - ++ + n + o
FQNa36 17.615 + + + + + N

+ duong kinh phdn gidi d <5mm,

++ duong kinh phan giai Smm < d <10mm
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Dé xac dinh chinh x4c hon 4 chung ndm phén lap duoc, tién hanh phan loai cac
chiing ndm trén bing cach xac dinh trinh tu gen doan gen ma héa vung ITS (ITS1 —
5,8S — ITS2) va so sanh trinh ty thu dwoc vdi dit liu trén ngan hang gen quoc té

(GenBank).
ADN tong s6 ctia chiing nam thu duoc duoc tach chiét theo cic bude sau:

Thu sinh khéi nim tr dia nudi cdy, nghién sinh khdi ndm trong c¢di st da khir
tring bang nito thanh bot min, thu mau vao éng eppendorf, bo sung 600 pl Lysis
buffer, vortex, bd sung 65 pl lysozym, u 37°C trong 30 — 45 phut, bo sung 50 pl
proteaza K u ¢ 56°C trong 2 gio, bo sung C:I (24:1) véi ty 1€ 1:1 vé thé tich. vortex, ly
tam 12000 vong/phtt trong 15 phut ¢ 4°C, thu phan dich ni phia trén sang eppendorf
méi, bd sung isopropanol vdi ti 1¢ 1:1 vé thé tich, u & 4°C qua dém, ly tdam 12000
vong/phut trong 15 phut ¢ 4°C, thu tua, bd sung etanol 100% ty & 1:1 (v:v), ly tim
12000 vong/phut trong 15 phut ¢ 4°C, thu tua, rua tiép bang etanol 70%, lam kho tua,
hoa trong TE, bao quan ¢ 4°C.

Sau khi thu duoc ADN téng sd, thue hién khuéch dai doan trinh tw ITS (ITS1 —
5.8S — ITS2) bang cip mdi

ITS1 (5° = TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’); va
ITS4 (5° = TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC —3’) (White et al., 1990)
Thanh phan phan tng PCR duoc trinh bay trong Bang 2.

Bang 2: Thanh phan phan tmg PCR

Thanh phan Thé tich (pl) Nong do cudi
DPém Taq 10X 2,5 1X
dNTPs 2 mM 2,5 0,2 mM
MgSO4 20 mM 2,5 2 mM

-22-



21300

Moi 27F 10 uM 1 0,4 uM
Moi 1492R 10 pM 1 0,4 M
Taq Polymeraza 5 U/ pul 0,2 1 U/25 pl
ADN khuon 1

ddH,O 14,3

Tong thé tich 25 ul

Chu ky luin nhiét cta phan img PCR duoc trinh bay trong Bang 3.

Bang 3: Chu ki luan nhiét cua phan tmg PCR

Buéde Nhiét do/thoi gian S6 chu ky
Bién tinh 94°C/5 phut 1
Bién tinh 94°C/1 phut
Gén moi 55°C/1 phut 30
Kéo dai chudi 72°C /1 phut 30 gidy
Kéo dai chudi 72 °C /7 phit 1
4°C Gitr on dinh

San phém PCR duoc bao quan ¢ 4°C va duoc kiém tra bang dién di trén gel
agaroza 1,5%, nhudém ban gel v6i EtBr va quan sat dudi anh sang cua den to ngoal.
Sau d6, trinh tw gen ma hoa doan 16S rARN thu duoc sau phan tmg PCR dwoc xac
dinh trinh tu trén mdy xéac dinh trinh tu nucleotit tu dong ABI3730XL. Trinh tu cac
doan gen duoc xir Iy bang phan mém FinchTV va so sanh vé&i cac chung duge cong
bd trén GenBank (NCBI database). Phdn mém MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013)

duogc str dung dé xdy dung cdy phat sinh ching loai cta cac chung nam dam nay.

Quan hé di truyén cua 4 chung nam trong sang ché nay duogc thé hién o cay

phat sinh ching loai trén Hinh 9.
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Trinh tu ITS1-5,8S rARN-ITS2 cua ca 4 chung véi do dai lan luot FQNA36
(579 bp), FBP11(578bp), FBP13(575 bp) va FDNa20 (570 bp) trong sang ché nay da
duoc phan lap tur cac dia diém khéac nhau mién Trung, Nam b trén go muc. Cac trinh
tu thu duge co su tuong dong 99 % vai nhidu dai dién cta chi Earliella va chi tiét hon
1a loai Earliella scabrosa, c6 d6 twong dong thip (66-98%) so véi mot vai chung cua
Earliella va céac dai dién khac thudc ho nim 16 Polyporaceae di phan lap va dinh danh
va duoc cong bd & pham vi quic té. Sy twong ddng cua ca 4 chung mo ta trong sang
ché nay ¢6 trinh tr tvong dong véi cac dai dién khéac cua Ganoderrma, nhung céac dac
diém vé hinh thai va sinh tong hop enzym thi hoan toan khong tring. So véi ching
FPT31 tuy ca 4 chung c6 do tuong dong cua ITS1-5,8S rARN-ITS2 99%, tuy nhién
thé hién su khac nhau vé dic tinh sinh hoa, cac enzym va céc chét tao ra hudng cho

san suat thuc pham nang va thude chita bénh.

Ca 4 ching déu c¢6 quan hé gin giii nhat v6i cac chung da dwgc phan lap tai
Venezuela bao gdm cac ching Earliella scabrosa CRA5m, Earliella scabrosa CR95
va Earliella scabrosa Criel; hai chung tir rung nudc Phap la Earliella scabrosa
BREM 1105, Earliella scabrosa BRFM 1106; tir vuon qudc gia Hong Kong la
Earliella scabrosa 489-YTM6; tir gb muc cua Sri Lanka la Earliella scabrosa
voucher UOC-DAMIA D37 va Earliella scabrosa voucher UOC-DAMIA D13b. Bén
ching FQNA36, FBP11, FBP13 va FDNa20 c¢6 quan hé xa hon v6i Earliella scabrosa
216-TWTDW?2 ciing dugc phan ldp tir vueon qudc gia Hong Kong. Bon ching trong
sang ché nay ciing c6 mdi quan hé xa hon véi Ganoderrma sp. NIOCC 15V va
Earliella BAB-4646 cia An D6 déd duoc phan lap duoc tir cdy va Earliella sp GFM la
nédm ndi cong sinh véi cti riéng gié Zingiber officinale cling tlt An D6. Su tuong dong
cua ca 4 chung mo ta trong sang ché nay c6 trinh tu twong dong vai cac dai dién khéc
ctia chi Ganoderrma, nhung cic dac diém vé hinh thai va sinh tong hop enzym thi

hoan toan khong trung.
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Chi Earliella thudc ho nam 16 Polyporaceae. Bon chung thudc sang ché nay co
quan hé xa hon vdi mgt s6 dai dién cua Ganoderma thudc ho Ganodermataceae va
cac chi Coriolopsis va Trametes bao gom ca Earliella déu thudc ho nam 16

Polyporaceae.

Céc ma sb trinh tu ITS1-5,8S rARN-ITS2 cua 4 ching Earliella scabrosa dang
ky trén Genbank lan lwot nhu sau: FBP11: MF521432.1; FBP13: MF521433.1;
FQNa20: MF521434.1 va FQNa36: MF(073283.1

So v&i nhitng thong tin tir cac nghién ctru cia cac qudc gia khac thi 4 ching mo
ta trong sang ché nay déu sinh tong hop laccaza va 6 enzym ngoai bao khac véi hoat
tinh khac nhau trén cing mot méi truong nudi cdy. Kha niang phan huy mang polyme
& mirc d6 khac nhau phu thudc vao ban chit hoa hoc cua loai polyme dugc st dung
trong sang ché nay. Cho dén nay chwa c6 thong tin vé st dung Earliella scabrosa hay

san phdm nudi cdy dé xir Iy phan hity polyme.

Bao tir cua cac chung nim nay dugc bao quan va luu gift trong 50% gryxerol &
-80°C hoac trong dau khoang & nhiét do 25 — 30°C tai Vién Han 1am Khoa hoc va

Céong nghé Viét Nam duéi dang thuan khiét vé mat sinh hoc.

Ché pham sinh hoc phan hiy mang polyme c6 ngudn gdc tir dau mo va plastic
phan huy sinh hoc theo sang ché chira bao tir ctia 4 ching nam dam Earliella scabrosa
FBP11 (FBPI11), Earliella scabrosa ¥FBP13 (FBP13), Earliella scabrosa FQNa36
(FQNa36) va Earliella  scabrosa  FDNa20 (FDNa20) theo ty 1€
FBP11:FBP13:FQNa36:FDNa20 la 1:1:1:1. |

Pé danh gia kha nang sinh tong hop hé enzym laccaza ciia bén chung nam
trong ché phém theo sang ché, céc tac gia thuc hién viéc danh gia kha nang loai mau
céc loai thudc nhudém hoat tinh thuéc nhém azo hay anthraquinon rat can thiét cho

viéc tim kiém kha ning oxy hoéa cua cic enzym hudng dich cho tmg dung dé phan
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huy, pha cdu tric cac hop chit 1a chudi polyme, vong thom chira halogen hay khong

chura halogen, v.v..

Bén chung nam FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 duoc nudi ciy long riéng
tung chung trén moi treong TSHI1 co thanh phan gom: Dich chiét khoai tay 200 g/I,
Glucoza 10 g/1, Bot dau tuong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSO4 0,1 mM, d6 pH = 6,5 —
6,8. Sau 7 ngay nudi ciy trong didu kién lic 200 vong/phut & 30°C thu dich enzym tho

dé xur ly loai mau thuoc nhuém theo sang che.

Hai mau thuéc nhom mau azo (NY7) va anthraquinon (RBBR) dugc su dung
dé danh gia kha nang loai mau bang laccaza tho cua 4 chung Earliella scabrosa
FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 khi c6 hodc khong c6 chat gan két Violuric acid
(VIO). Tong thé tich phan tng loai mau 1a 5 ml gbém: dém natri axetat 100mM, & pH
6, thubc nhudm (ndng dd 100 mg/l), dich enzym thé (ndng do cubi 1000 U/l) va chat
gin két (CGK) véi nong do cudi 200 uM. Nong d6 gbc cua cic thude nhudém la 3g/l
vandng dd trong phan tmg loai mau la 100 ppm. Mau d6i chimg ¢6 mau va dém natri
axetat ¢6 do pH 4. Thanh phén va thé tich phan (ng enzym dugc trinh bay ¢ Bang 4.

Hiéu qua loai mau thudc nhuém dwoc danh gid trong 24 gio. Dich phan ung
chtta 1an lwot cdc mau duoc do tai cac bude séng phu hop. Kha nang loai mau duge

xéc dinh bing phan trim hép phu ciia chat khtr bang cong thirc:

100 (Ai — Ar)
Ai

D =

Trongdé  D: phﬁn tram loai mau thuéc nhudém (%)
Ai: Do hép thu ban dau
At: Do hép thu tai thot gian t

Phuong phap nay duwoc ap dung nhu nhau d6i voi hai mau duoc trinh bay trong

vi du nay.
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Bang 4: Thanh phan céc chét tham gia loai mau thudc nhuom nhom

Azo va Anthraquinon

Thanh Dém axetat Enzym CGK (VIO) Mau
Phin (ml) (ml) (ml) (ml)

Chuing ném
FBP11 4,633 0.2 0 0,167
4,433 0.2 0.2 0,167
FBP13 4,463 0,17 0 0,167
4263 0,17 0.2 0,167
FDNa20 4,503 0,33 0 0,167
4,503 033 0.2 0,167
FQNa36 3,833 1 0 0.167
3,833 1 0.2 0,167
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Sau 24 gio, hiéu suét loai mau bang laccaza thé cua 4 chung Earliella scabrosa
FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 déi véi mau azo (NY7) khi ¢6 chét gan két lan
luot 1a 86, 86, 87 va 76 %. D6i voi mau anthraquinon (RBBR) kha ndng loai mau
bang laccaza thd cua 4 chung Earliella scabrosa FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36
co hiéu suat 1an luot 1a 83, 97, 83 va 97%. Kha nang loai mau boi laccaza tho cua 4
chung Earliella scabrosa FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 déu cin c6 su co mit
clia cac chat gén két. Hiéu suat loai mau cua 4 chung Earliella scabrosa FBP11,
FBP13, FDNa20 va FQNa36 dwoc biéu dién duéi dang do thi ¢ Hinh 1 va 2. Hi¢u
suét cu thé duoc trinh bay trong bang 5. Kha nang loai 2 mau tong hop thude 2 nhom
thudc nhudm hoat tinh cua laccaza cua tirng chung cao nhung khong gidng nhau mic
du thi nghiém & cung mot didu kién. Pac diém chung cta laccaza tlr 4 chung nim dam
nay la cin c6 CGK dé tang hiéu suat loai mau d6i véi mau NY7 thudc nhém azo. Con
d6i v6i RBBR thudc nhém anthraquinon, laccaza tir cd 4 chung tao ra khong can
CGK.

Bang 5: Kha ndng loai mau ctia 4 chung Earliella sp. FBP11,
FBP13, FDNa20 va FQNa36 theo thoi gian

TNy NY7 RBBR
Ching Khéng Vio | C6 Vio (%) | Khéng Vio | Co Vio (%)
nam TG (gio) (%) ()
5 phut 1 2,4 0 10
72 1 438 70 82
1 3 71 80 83
FBP11 |2 4 79 88 83
3 7 85 88 83
24 13 86 88 83
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5 phut 1 1 0 0
A 2,3 20 42 44
1 4 51 56 56
FBP13 |2 5 81 62 74
3 5 86 71 84
24 14 86 91 97
5 phut 3 6 16 0
A 3 65 83 80
FDNa20 |1 5 74 82 82
2 8 78 82 82
3 13 85 82 82
24 17 87 83 83
5 pht 2 5 2 1
Vi 2 60 62 81
1 3 65 73 82
FQNa36 |2 4 71 75 88
3 4 72 76 90
24 13 76 77 97

Ché phém sinh hoc phan huy mang polyme ¢6 ngudn g tir diu mo va chat
déo phan huy sinh hoc theo sang ché chira bao tir cua 4 ching ndm dam Earliella
scabrosa FBP11 (FBP11), Earliella scabrosa FBP13 (FBP13), Earliella scabrosa
FQNa36 (FQNa36) va Earliella scabrosa FDNa20 (FDNa20) v6i mat dé bao tir cua

28
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mdi chiing ndm trong khoang 107 -10® CFU/g ché pham, va chat mang nuéi cay ran va

c6 d6 am1a 15 — 19%.

Che pham nay dugc tao ra bang phuong phap nuéi cdy ran 4 chung nam néu
trén dé cac chung tao lugng du bao tir, va sau d6 moi trurong 1€n men ran s€ dugc say

kho dé thu ché pham dang ran theo sang ché.

Theo mdt phuong 4n khac, ché pham sinh hoc phan huy mang polyme cé
ngudn gdc tir dau moé va nhua (plastic) phan hiy sinh hoc ¢é ngudn gbc tlr sinh
khéi theo sang ché chira dich enzym thu duge tir mdi trudng nudi chy 4 ching ndm
dam Earliella scabrosa FBP11 (FBP11), Earliella scabrosa FBP13 (FBP13),
Earliella scabrosa FQNa36 (FQNa36) va Earliella scabrosa FDNa20 (FDNa20) véi
ty 1¢ FBP11:FBP13:FQNa36:FDNa20 la 1:1:1:1, trong d6 mat do vi sinh vat trong
gibng dang long ctia mdi chung nam dat khoang 107 -10® MPN/ml ché pham véi hoat
tinh laccaza cao hon 10.000 U/L ché pham.

Ché pham dang long nay duoc diéu ché bing phuong phap nuéi cay léng riéng
tung chung trong s6 4 chung nam néu trén, sau d6 canh trudong thu duge chia enzym
tho ciia mdi chung dwgc tron 1an theo ty 1€ 1:1:1:1, tao thanh ché phém dang 1ong theo

sang ché.

Céc ché pham sinh hoc phan huy mang polyme ngudn gde tir ddu mo va chit
déo phén huy sinh hoc theo sang ché ¢4 kha ning phan huy cac loai mang polyme c6
ngudn gbc tir dau mo va khong cé ngudn gbe dau mo nhu chat déo, tai nilon, mang

boc thuc pham v.v. néu trén ¢ cac muc d6 khac nhau.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Diéu ché ché pham sinh hoc phan hiy mang polyme ngudn goc tir dau

mo va chat déo phan huy sinh hoc (dang ran).
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Chung giéng cta 4 chiung nim FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 dugc nudi
ciy trén moi truong ran dé thu ché pham theo sang ché. Mai trudng nuéi cdy rin bao
gbém rom nghién, than va 16i ngd nghién tdi kich thuéce khoang 0,3-0,4 cm va cam gao
v6i theo ty 16 rom nghién:than va 18i ngd nghién:cam gao 1a 1:2:7. Chung gidng cua 4
chung nam FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 theo ty 1¢ 1:1:1:1 duoc bd sung vao
mdi trudng nudi cy ran thu dugc trén day, bd sung ngudn dinh dudng nito 1a mudi
nitrat 1%, dén d6 am 55 — 65 % va tién hanh 1én men ¢ 30°C trong thoi gian 12-15
ngay. Pay la thoi gian thich hop dé chung gidng sinh truwedng, phat trién va tao bao tu.
Sau 12-15 ngay, khi bao to da dugc tao thanh, méi truong 1€n men rén s& duoc say 6
30°C cho dén khi d6 4m dat tir 15-19%, thu dwgc ché pham ché pham sinh hoc phan
huy mang polyme co ngudn géc tir ddu mo va chat déo phan huy sinh hoc theo sang
ché ¢ dang ran, trong d6 mat do vi sinh vt cia mdi chung dat khoang 107 -10® MPN/g
ché pham.

Vi du 2: Diéu ché ché pham sinh hoc phan huy mang polyme ngudn gdc tir dau
mo va chat déo phan huy sinh hoc dang long.

Bén ching ndm FBP11, FBP13, FDNa20 va FQNa36 dugc nudi trén moi
trudng 1ong riéng timg chung trén méi truong TSH1 c6 thanh phan gdm: Dich chiét
khoai tay 200 g/, Glucoza 10 g/l, Bét dau twong 5 g/l, Cam gao 1 g/l, CuSO4 0,1 mM,
do pH = 6,5 — 6,8. Sau 7 ngay lén men trong didu kién lac 200 vong/phut & 30°C thu
dich enzym tho, tron dich enzym tho cua bén chung FBP11, FBP13, FDNa20 va
FQNa36 theo ty 1€ 1:1:1:1 tao thanh ché pham dang 16ng theo sang ché.

Vi du 3: Thtr nghiém kha nang phan huy mang polyme ngudn gde tir dau mo va
chat déo phan huy sinh hoc (tui).

Cac loai tdi nilon phan huy sinh hoc ngudn gbc khac nhau duge su dung dé
danh gia kha nang phan huy bang ché pham theo sang ché. Trong d6, mot loai tui
nilon ¢6 ngudn gdc tir Ha Lan (dwgc ching nhéan c6 kha ning phan huy sinh hoc cua

chau Au), mét loai tdi nilon do Vién Hoa hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé
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Viét Nam nghién ctru ché tao (VHL), mét loai tai nilon duoc ban thuong mai trong

siéu thi & Ha Noi duoc khuyén cao than thién moi truong (VN1).

Céc loai mau tai nilon c6 ngudn goc khac nhau duoc cit thanh miéng c6 kich
thude 2x10 cm, cho 1 g nilon méi loai riéng ré vao binh thuy tinh 250 ml chira 150 ml
ché phdm theo sang ché gdm dich enzym tho ctia bon ching nam Earliella sp. FBP11,
FBP13, FDNa20 va FQNa36 theo ty 1€ 1:1:1:1, thi nghiém dugc thuc hién ¢ nhiét do
25 — 30°C. X4c dinh d6 giam hoat tinh enzym ngoai bao trong ché pham theo thoi
gian (Két qua chi tiét dwoc thé hién trong Bang 7 va trén Hinh 3 va 4).

Bang 7: Hoat tinh enzym ngoai bao theo thoi gian xu ly

Enzym
Laccaza | o\cCaza | Proteaza Chitinaza | Xylanaza Amylaza Lipaza
an (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Thoi gian
Bandau | 24500 | ++ ++ + + + ++
7 ngay 6.700 + + + + + +
14 I’lgély 4.000 4+ + + + + +
21 ngay | 1.620 + + + + + 4
30 ngay | 985 + + + + + +

+ duong kinh phan giai d <5mm,

++ duong kinh phdn giai 5Smm < d <10mm

Sau 30 ngay xu ly, ti nilon dugc xac dinh mtrc do phéan huy béng cac thiét bi
chuyén dung vdi céc chi tiéu bat budc trong danh gia kha nang phan huy nilon nhu: d6
giam khéi luong, d6 bén kéo dat, su thay doi mau, su thay doi cau tric hoa hoc (xac

dinh bang may ghi phd hong ngoai bién ddi Fourier), su thay doi hinh thai ciu tric bé

-32-



21300

mat cua mau mang nilon dugc xdc dinh bang kinh hién vi dién tu quét. Cac phuong

phap, thiét bi do néu trén va céac két qua duoc thé hién nhu sau.

a) Phé hong ngoai bién déi Fourier (FTIR)

Phé héng ngoai bién déi Fourier (FTIR) ctia cdc mau tdi nilon duoc ghi trén
méy phd hong ngoai bién d6i Fourier Nexus, thuc hién nhu sau: miu & dang mang
mong hodc mang vun (mang vun s& duge ép thanh vién véi KBr) va quét pho o viing
400 cm™'- 4000 cm™', d6 phan giai 8 cm™, s6 1an quét 32 1an. Phd FTIR duoc ghi dudi
dang dwong cong phu thudc phan trdm truyén qua vao sb soéng (1/1) hay budc song

ctia birc xa, sau khi da bu trir phd nén cia khong khi (hoac KBr).

Chi s6 cacbonyl (CI) duogc st dung dé danh gia su thay d6i ham luong nhom
cacbonyl hinh thanh do su phan huy oxy hda quang mang polyme. Gia tri CI duoc

tinh theo cong thure sau.

Lo

Cl=
[ CH3

Trong do, Ic—ola cuong do dao dong hoda tri cua nhom cacbonyl; Icps la cuong

d6 dao dong bién dang ddi xtmg cua nhom metyl.

b) Cdc tinh chdt co hoc
Céc tinh chat co hoc (d6 bén kéo dut va do dan dai khi dit) cia mau nilon dugc
do trén may kéo dan Zwick Z2.5 theo tiéu chuan ASTM D638, tdc do kéo mau 50
mm/phut ¢ nhiét do phong, mdi loai mau duogc do 3 1an dé Iéy gia tri trung binh. Mau
sau khi cat duoc xac dinh bé day (d) béng thuéc do chuyén dung va duoc danh dau
khoang cach /; (khoang cach ban dau). Sau d6, mau dugc kep lén may kéo dan dé xac
dinh duogc cac dai luong: do bén kéo (MPa) va d¢ dan dai khi dut (%).

o D¢ bén kéo dirt
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Khi tac dung mot luc kéo F 1én mau & mot thoi diém bat ky thi tao ra mét ing
sudt tic thoi tng voi luc F tai thoi didm do.
Ung suat tng véi luc F tai thoi diém mau bi dut goi 1a Gng sudt khi dit (oy),

duoc xac dinh bﬁng cong thirc sau:

Trong dé: F: Iuc kéo tac dung 1én mau (N).
S: tiét dién ngang ban diu cua mau (m?).
e D¢ ddn dai khi dut
D6 dan dai khi dit cia mau dwoc xéac dinh theo cong thire sau:

I, -1
e=2—2100%
ZO

Trong d6: ¢ - % dan dai ciia mau.
Io- chiéu dai cia mau trude khi kéo (cm).
I5 - chiéu dai ctia mau tai thoi diém mau dat (cm).
¢) Suw thay déi mau sdc
Xéc dinh su thay d6i mau sic cia mau mang polyme bang sé liéu hién thi trén
may so mau. B& mit va mau sic mau duoc xac dinh theo tiéu chuidn ASTM D2244-89
trén may ColorTec PCM (PSMTM, My) véi L* do d6 sang va a*, b* 1a toa dd mau.
Trong do: +a*: 1a mau do; -a*: la mau xanh 14; +b*: 12 mau vang; -b*: mau xanh

dwong; L* thay d6i tir 100 (mau trang) dén 0 (mau den).

Gia tri AEn dung dé tinh toan su thay d6i mau sic bé mat mau. No la mot ham theo

thoi gian chiéu tia cuc tim véi cong thic:

AEn= \/(L‘ — L)%+ (@ —ay)?+ (b’ —b,)?

L*, a*, b* 1a cac gia tri mau tai thoi diém ban dau.
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L., a,, b, 1a cac gia tri mau tai thoi diém n.

Néu gia tri AEn nho, twong Gmg véi it thay doi mau sic cua vt liéu. Néu gia tri AEn

16n thé hién sy thay doi mau sac 16n, vat liéu chiu anh hudng 1én cua cac tac nhan tac

dong.

d) Phuong phdp hién vi dién tu quét (SEM)

Hinh thai cau tric cua cac mau dugc quan sat va ghi anh chup trén thiét bi hién

vi dién tor quét (SEM) (JSM-6510 LV, Jeol, Japan). Mau dugc phu mét 16p platin

mong dé dan dién va chup trong méi trudng khi nito.

Do giam khéi luong ciia cac mau sau 30 ngay xu ly duoc thé hién trong Bang 8

dudi day.
Bang 8: D6 giam khdi luong cua cac loai nilon sau 30 ngay xir ly
Tén mau HL VHL VNI
Do giam khoi lwong (%) 33 -34,09 1,13 -1,60 0,00

Két qua xac dinh do bén kéo dut, d6 gian dai khi dit, so mau va chi so CI cua cac

mau sau 30 ngay xir ly duoc thé hién trong Bang 9.

Bang 9: Kha nang phan huy tui nilon sau 30 ngay xu ly

Tén mau Nilon ban dau Nilon sau 30 ngay xu ly
Chi tidu HL VHL VNI HL VHL | VNI
Do bén kéo

' 4

dat (MPa) | o7 24,25 1541 | kxdd | kxdd | kxdd

D6 gidn dai 0 0 0 kxdd kxdd kxdd

-35-




21300

khi dut (%)
So mau 0 0 0 721 8.14 1,56
(AE)
CI 5,51 0,01 0,01 5,52 0,00 0,04

Kxdd: khéng xdc dinh dwoc do mau bi nat vun hodc dit gay khong thé xdc dinh bang may do chuyén
dung dugc
Su thay ddi cAu tric hoa hoc cua cac mau tii nilon c6 ngudn gbc tir dau mo sau

khi xt 1y bang ché pham sinh hoc theo sang ché nay duoc thé hién trén Hinh 5, 6 va 7.

Quan sat phd FTIR cta mau tdi nilon siéu thi (VN1) trén Hinh 5A, c6 thé thay
pic ¢ sb song 3642,86 cm’' ddc trung cho dao dong hoa tri cia nhom OH tu do. Pic 0
2926,15 em’! va 2851,28 cem’! ddc trung cho dao dong hoa tri bat dbi xtmg va déi
xtng ctia nhém CH no (CH, CH2, CH3). Pic dac trung cho dao dong bién dang va

|
va

dao dong ngoai mat phéng ctia nhém CH no xuét hién lan luot & 1464,84 cm’
728.14 cm™'. Nhu vdy, dua vao phd FTIR ¢ thé du doan thanh phan chinh cua mau
tai nilon VNI [a cac polyme ¢o ciu tao mach hydrocacbon nhu polyetylen,
polypropylen v.v. Mot s& pic con lai khé xac dinh ddc trung cho cac nhém chirc nao
clia mau nilon vi c6 thé 1a cic pic dic trung cua cac chét phu gia ho trg phan hiy dua
vao mau nilon trong qua trinh ché tao. Pho FTIR cua mau mang nilon VNI sau 30
ngay xu ly bing ché pham sinh hoc theo sang ché dugc thé hién trén Hinh 5B. Co thé
théy mot ) pic nhu pic déc trung cho phu gia ¢ 2657,99; 2512,08; 1796,07 cm’, pic
dac trung cho dao dong hoa tri 461 xiang va dao dong bién dang cia nhém CH no &
285128 va 1464,26 cm™ hiu nhw khong thay ddi ca sO song va cudng do. Tuy nhién,
vi tri mot sb pic dac trung cho dao dong hoa tri cua nhom OH tu do, dao dong hoa tri
bt ddi xng va dao dong ngoai mit phang ctia nhém CH no dich chuyén tir 5-10 cm’
! Su dich chuyén mot ) pic trén cho théy cac laccaza da tac dong vao cAu tric cta

cac dai phan tir polyme, chét déo trong mau tai nilon VNI, dac biét la sy tac dong toi

-36-



21300

c4ac nhéom OH tu do va cac nhom CH no lam dich chuyén vi tri céc pic twong Umg cua

chung trong mau nilon trude khi xur 1y.

Quan sat phé FTIR cua mau mang tai nilon Ha Lan ban dau trén Hinh 6A, c6
thé thiy mau tui nilon ctia Ha Lan ¢ cAu trac pic rong, tu & 3367,50 cm’! tuong tng
v6i dao dong hoa tri cia nhom OH lién két hydro hoidc nhém CONH hoac NH hodc
C=C-H trong phan tir chit déo. Pic & 2955,56 cm™', 1389,45-1455,11 cm’™' va 730,29
cm’! 14n luot dic trung cho dao dong hoa tri, dao dong bién dang va dao dong ngoai
mat phéng ctia nhém CH no trong cac dai phan tir polyme, chit déo. Dao dong hoa tri
ctia nhom C=0 trong axit hodc xeton trong chét déo duge tim thay ¢ 1716,96 cm™.
Pic dic trung cho dao dong hoa tri bét ddi xtmg va d6i xting cua cac nhém C-O trong
chit déo xuét hién trong khoang 1026,12 em™ dén 1273,04 cm™. Pic ¢ 1577,96 cm’
¢6 thé dac trung cho dao dong bién dang cua nhoém NH trong cac dai phan tr polyme,
chét déo. Mot sb pic con lai ¢o thé dic trung cho cac chat phu gia ho trg phan huy dua
vao mau nilon trong qua trinh ché tao. Sau 30 ngay xut Iy mau nilon, hiéu qua xu ly
thé hién rd rang thong qua su thay d6i vi tri va cuong dd mot sb nhom chtrc trong cac
dai phén tr polyme, chét déo (Hinh 6B) nhu sau: pic dédc trung cho nhém OH lién két
hydro hodc nhom CONH hodc NH hodc C=C-H trong cac dai phan tr polyme, chét
déo thay doi tir 3367,50 cm’ 1én 3420,85 cm™ va cuong d pic giam ¥ so voi ban
dau. Bén canh do, cuong do pic déac trung cho dao dong hoa tri d6i xing cua nhom C-
0 & 1026.79 cm” ciing giam déng ké, t6i 80% so vdi pic ban dau. Mot s6 pic dac
trung cho ciu trac héa hoc cua phu gia ¢ 579,43 va 527,59 cm’' bién maét hoan toan
sau qua trinh xur ly. Két qua nay ching to cac laccaza da tac dong vao cdu tric cla
mAu tai nilon trén trong qua trinh xur ly. Ching tac dong vao cac nhom OH lién két
hydro hodc nhém CONH hodc NH hodc C=C-H va nhom C-O trong cac dai phén tu
polyme, chét déo lam thay d6i cuong do va vi tri cta chung. Cac chat phu gia ho trg
phén hiy thém vao co thé da bi hoa tan va thoat ra khoi mau mang tai nilon trong qua

trinh xu ly.
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Phd FTIR cua miu mang tdi nilon c6 xudt xi tir Vién Han 1dm Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam (VHL) dwoc thé hién trén trén hinh 7A. Co thé thay pic o
3600,68 cm™ dic trung cho dao dong hoa tri cua nhom OH tu do. Pic ¢ 2928,67 cm’
va 2851.,40 em™ dic trung cho dao dong hoa tri bat doi xing va doi xung cua nhom
CH no. Pic dac trung cho dao dong bién dang va dao dong ngoai mit phéng cua nhém
CH no xuit hién 1an luot & 1466,54 cm’ va 727,95 cm™. Nhu vay, dua vao phé FTIR
c6 thé du doan thanh phin chinh trong mau tii nilon VHL twong ty nhu chat déo
trong mau tui nilon VNI, déu 1a cac polyme cé cau tao mach hydrocacbon nhu
polyetylen, polypropylen v.v. Tuy nhién, su khac bi¢t gitta mau tii VHL va VNI trén
phd FTIR & chd mau tui nilon cua VHL ¢6 cac pic ddc trung cho cac chét phu gia hé
tro phan huy dwa vao miu tii trong qua trinh ché tao nhiéu hon so v6i méau tdi nilon
VN1. Hinh 7B 1a phd FTIR ctia mau mang ti nilon VHL sau 30 ngay xir ly bang ché
pham theo sang ché. So sanh véi két qua phén tich phd FTIR ctia mau tui nilon VHL
ban dAu trén hinh 7A, c6 thé théy céc pic dic trung cho dao dong hoa tri va dao dong
bién dang ctia nhém OH ty do va nhém CH no hau nhu khong thay doi. Tuy nhién, c6
thé quan sat thdy trén phd IR ctia mau tai VHL sau xt ly xuét hién 1 pic méi o s6
song 1626,98 em’! dic trung cho dao dong hoa tri cua cac lién két C=C lién hop hodc
khéng lién hop v6i nhan thom hoac vong lactam > 6 canh trong chét déo. Minh chting
nay cho théy chét déo da bi laccaza tac dong va phan huy tao thanh cac nhém nhu
lacton hay alken v.v. Dong thoi, tir két qua phan tich phd IR ciing thay su dich chuyén
sb song cua cac pic dic trung cho cac chat phu gia hd trg phan huy tir 4-22 cm”' gdy ra
boi su phan huy mot phén cac chit phu gia dwa vao mau nilon trong qua trinh ché tao.
Nhu vy, mic di cdu tric polyme, chat déo ctia mau tai nilon VHL va VNI tuong tu
nhau nhung nhd c6 phu gia dua vao, mach hydrocacbon cta polyme, chét déo VHL bi

laccaza tin cong manh hon va dé phan huy thanh cac alken hoac lacton.
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So sanh cac két qua trén, c6 thé thiy laccaza da tan cong vao cic nhom OH lién
két hydro hodc nhém CONH hozc NH hoic C=C-H hoic CH trong phan t polyme va

plastic dudi tac dung cua cac chat phu gia hd trg phan hiy dwa vao.

Chi s6 cacbonyl (CI) clia cdc mau mang tii nilon sau xir Iy duoc tinh theo cong
thire (1) va trinh bay trong Bang 9. Cé thé thay chi sé CI cua cac mau trude va sau X
ly thay d6i khong déng ké. Minh chimg thu duoc nay ¢6 thé do nhém C=0 chua bi tac
dong boi laccaza trong qua trinh xu ly. Két qua nay phu hop véi két qua pho FTIR

trinh bay & trén.

Sau 30 ngay xtr Iy bang ché phim theo sang ché, cac mau nilon dugc quan sat
dudi kinh hién vi dién tir quét (SEM), cdu tric ciia cac mau nilon déu thay doi so véi
ban dau, trong d6 cdu tric mdu HL va VHL thay d6i nhiéu nhat, con mau VN1 thay
d6i it nhat. R rang 1a cac laccaza di tac dong manh dén cdu trac chit déo cua mau
HL lam cho hinh thai cua né thay doi hoan toan véi sy dit gay cac mach polyme va
xuAt hién nhidu vét nut dai trong ciu trac chat déo véi duong kinh khoang 1 um (hinh
8 A va B). Trong khi do, trén bé mat mau VHL sau 30 ngay xur ly xudt hién cac vét
nit ngén hon véi duong kinh ciing khoang 1 um (hinh 8 C va D). Mau VNI sau 30
ngay xu ly khong xuét hién vét nat, tuy nhién c¢6 thé quan sat thay su xuét hién cua
nhiu vi 18 véi kich thude khoang 1-2 um trong céu tric ctia ching (hinh 8 E va G).
Su xuét hién cac vét vit va cac vi 16 1a bang ching ching to cdc mau nilon polyme,
chét déo d3 bi phan huy bai laccaza. Chinh nhitng khuyét tat nay la cac diém tip trung
tmg sut luc khi kéo va lam cho mau d& bi kéo dit hon. Tinh chat nay Iy giai cho su

khé xé4c dinh dugc tinh chét co hoc cua vt liéu nhu dé cap o trén.
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Hiéu qua dat dwoc ciia sang che

Sang ché dua ra duoc ché pham sinh hoc phan hity mang polyme va plastic ¢6
ngudn gdc tir ddu mo va sinh khéi da duoc cap chimg chi phan hay sinh hoc cua chau
Au tir cc ching nam dam tir g muc cla céc loai cdy khac nhau thudc cac vung sinh
thai khac nhau cua Viét Nam sinh tong hop duoc laccaza cao trén méi truong don
gian va cac enzym ngoai bao khac dé tao ché pham xir Iy rac chét déo. Bén chung
nam dam thuan khiét vé mat sinh hoc duoc dinh danh thudc chi Earliella va ¢6 tén la
Earliella scabrosa ¥FBP11, Earliella scabrosa ¥BP13, Earliella scabrosa FQNa36,
Earliella scabrosa FDNa20. Kha nang phan huy nhitng loai polyme va plastic kho
phén hity (tui nilon 1a rac) va chat déo c¢6 kha nang phan huy sinh hoc dugc tao nén tir
polyetylen di dugc cai bién khi b6 sung chat xic tién oxy héa (exo-biodegradable
plastic). Day la ché phim dé cung cip cho cac quy trinh cong nghé phan hiy, chuyén
héa rac thai la polyme va plastic an toan va di theo con dudong hoan toan sinh hoc.
Quan trong hon ca 1 cung cép cho khau tién xur 1y, sau d6 xt ly phan hiy vi sinh tdi
nilon ¢6 nhiét d cao do cac nhom vi khuén, xa khuan wa nhiét thuc hién. Hiéu qua o
nhit 1a khong nhirng khéng gy hiéu Gmg nha kinh do dot hay chén lap lam ling phi
quy dat va giam nghiém trong chét lugng cudc song nhu hién nay. Hidu qua cta sang
ché [a mang lai mét cach tiép can ma c6 thé khai thac hiéu qua ngudn nguyén liéu di
truyén ban dia va 1a nén tang nhim tao thém cac chudi cong nghé mai dé xur Iy rac
thai chit déo vdi chi phi thip va gép phan giam thiéu anh huong cua rac chat déo Ién

mdi truong dat, nude va doi song cia dong thuc vat hoang da.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché pham sinh hoc phan hiy mang polyme ¢ ngudn gde tir dau mo va chét déo
phan huy sinh hoc chita bao tir cua 4 ching nam dam Earliella scabrosa FBP11
(FBP11), Earliella scabrosa ¥FBP13 (FBP13), Earliella scabrosa FQNa36 (FQNa36)
va Earliella scabrosa FDNa20 (FDNa20) véi mé s dang ky trén GenBank 14n luot 12
FBPI1: MF521432.1; FBP13: MF521433.1; FQNa20: MF521434.1 va FQNa36:
MF073283.1 ¢6 mat do bao ti cua mdi chung nim trong khoang 107 - 10° CFU/g ché

pham, va chat mang Ién men ran, va c6 dé am 1a 15 — 19%.

2. Ché pham sinh hoc phan hiy mang polyme c6 ngudn gdc tir ddu mo va chat déo
phan huy sinh hoc chtra dich enzym thu dugc tir mdi truong nudi cdy 4 chung nam
dam Earliella scabrosa FBP11 (FBP11), Earliella scabrosa FBP13 (FBP13),
Earliella scabrosa FQNa36 (FQNa36) va Earliella scabrosa FDNa20 (FDNa20) véi
ty 16 FBP11:FBP13:FQNa36:FDNa20 la 1:1:1:1, trong d6 mat d6 vi sinh vat trong
gidng dang long cua moi chiing nim dat khoang 107 - 10> MPN/ml ché pham véi hoat
tinh laccaza cao hon 10.000 U/L ché pham.
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Trudce xur ly Sau 30 ngay xu ly

VHL

VNI1

Hinh 8
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Stt | Kihiéu ching | Hinh thai khuén lac mit truée Hinh thai lilgén lac mat
1 FBP11

2 FBP13

3 FDNa20

4 FQNa36

Hinh 9
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[ Earliella sp. stram GFMS

Coriolopsis byrsina stram ATCC MYA

Ganoderma sp. NIOCC 15V

FBP13

FEarliella sp. FPT31

Earliella scabrosa voucher UOC DAMIA D37

Earliella scabrosa voucher UOC DAMIA D13b

Earliella sp. BAB-46406

Earliella scabrosa voucher CR9S

53\ Earliella scabrosa voucher Crlrel

FQNa3o

95| | FBP11

Earliella scabrosa isolate 489-YTMG65

— FDNa20

~ Earliella scabrosa 1solate 216-TWTDW?2

Coriolopsis strumosa KUC20110916-07

| Trametes sanguinea strain BRFNM 1114
100 | Trametes sp. 4+ RG-2014 stramn TC101b

97— Ganoderma neojaponicum strain ASI

44

Ganoderma sp. TL-2013
Coriolopsis byrsina voucher UOC WASNP W24
100 Coriolopsis byrsina voucher Cui6556
571 Coriolopsis byrsina voucher UOC DAMIA D13a
53 Coriolopsis byrsina voucher UOC KAUNP MEK38

0.01
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