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MỞ ĐẦU 

 

1. TÍNH CẤP THIẾT CỦA ĐỀ TÀI 

Pectinase là enzyme phân giải các cơ chất pectin, phân tách 

polygalacturonic acid thành monoglacturonic acid bằng cách mở các liên kết 

glycosid và phá vỡ liên kết ester giữa các nhóm carboxyl và methyl [35]. 

Pectinase tồn tại tự nhiên ở nhiều loại thực vật, tuy nhiên việc sản xuất công 

nghiệp enzyme này thƣờng đƣợc thực hiện bằng hệ thống vi sinh vật. Pectinase 

là một loại enzyme vi sinh vật có giá thành cao với nhiều ứng dụng tiềm năng 

trong các ngành công nghiệp thực phẩm và dầu mỏ. Theo Research (2021), giá 

trị ƣớc tính doanh thu của tất cả các loại enzyme công nghiệp đạt 1 tỷ USD Mỹ 

vào năm 1995; 1,4 tỷ vào năm 2012; 6,4 tỷ vào năm 2021 và 8,7 tỷ vào năm 

2026. Trong đó thị trƣờng pectinase toàn cầu gia tăng một cách nhanh chóng từ 

27,6 triệu USD năm 2013 lên 30,0 triệu USD vào năm 2016; 35,5 triệu USD vào 

năm 2021; khoảng 18,3 tỷ USD vào năm 2022 và ƣớc tính sẽ tăng khoảng 26,6 

tỷ USD vào năm 2030, với tốc độ CAGR khoảng 11,1% từ năm 2023 đến 2030 

[39]. Đây là nhóm enzyme đƣợc ứng dụng rộng rãi sau amylase và protease 

[17].  

Pectinase vi sinh vật là enzyme hàng đầu của lĩnh vực công nghiệp. 

Chúng đang đƣợc sử dụng rộng rãi cho các ứng dụng công nghiệp khác nhau 

nhƣ công nghiệp chế biến thực phẩm, lên men cotton, tách rời các sợi thực vật, 

xử lý nƣớc thải, chiết xuất dầu thực vật, lên men trà và cà phê, lên men thức ăn 

gia súc, tẩy trắng bột giấy và tái chế giấy vụn, dệt may và xử lý chất thải nông 

nghiệp và công nghiệp dƣợc phẩm [37, 64], [127]… Trong lĩnh vực chế biến trái 

cây, pectinase đƣợc sử dụng nhằm mục đích gia tăng hiệu suất thu hồi dịch quả, 

cải thiện chất lƣợng và có tác dụng làm trong dịch quả [33, 162]. Những năm 

gần đây, pectinase còn đƣợc sử dụng để nâng cao khả năng bóc vỏ tiêu [10]; rút 

ngắn thời gian hoai mục của vỏ cà phê trong quá trình ủ; xử lý lớp nhớt bám trên 

hạt cà phê [19, 25]. Các ứng dụng của pectinase đã tăng lên theo thời gian và đạt 
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25% thị trƣờng enzyme trên toàn thế giới [35], [71]. Một đặc điểm nổi bật của 

pectinase là các enzyme này đƣợc dùng không giới hạn trong thực phẩm vì 

không ảnh hƣởng đến sức khỏe con ngƣời, thân thiện với môi trƣờng và mang 

lại hiệu quả kinh tế cho nhiều ngành công nghiệp [6]. Chính vì vậy mà pectinase 

đóng một vai trò rất quan trọng trong các ngành công nghiệp, đặc biệt là công 

nghiệp chế biến thực phẩm.  

Trong tự nhiên, pectinase đƣợc sản xuất từ nhiều nguồn khác nhau nhƣ 

nấm, nấm mốc, vi khuẩn và thực vật…, nhƣng nguồn pectinase công nghiệp phổ 

biến nhất là từ nấm mốc. Nấm mốc thuộc chi Aspergillus thƣờng đƣợc sử dụng 

để sản xuất enzyme, vì enzyme đƣợc tạo ra hầu hết là enzyme ngoại bào và có 

hoạt tính enzyme cao [131]. Trên thực tế, việc sản xuất pectinase tái tổ hợp từ 

một số chủng nấm mốc thuộc chi Aspergillus, đặc biệt là loài A. niger (đƣợc 

FDA công nhận là GRAS) đã đƣợc ghi nhận [31], [9], [77], [92], [93]. Tuy 

nhiên giá thành các chế phẩm pectinase còn khá cao do chí phí sản xuất 

cao, điều này sẽ hạn chế khả năng ứng dụng của pectinase. Mặc dù A. niger là 

một vi sinh vật an toàn và chủng này không tạo ra độc tố nấm hoặc kháng sinh 

trong các điều kiện để sản xuất enzyme, nhƣng hoạt động của enzyme tự nhiên 

không đủ cao cho các ứng dụng công nghiệp và rất khó để tinh sạch. Trong khi 

đó các chủng vi sinh vật dùng để sản xuất pectinase có thể đƣợc thao tác về mặt 

di truyền để cải thiện chủng và tăng năng suất [49].  

 Do đó, để tạo nguyên liệu di truyền sản xuất các pectinase tái tổ hợp 

ngƣời ta đẩy mạnh nghiên cứu tạo dòng và biểu hiện gen pectinase trong các tế 

bào chủ khác nhau [113]. Trong đó Pichia pastoris là vật chủ biểu hiện phổ biến 

và hiệu quả đƣợc sử dụng cả trong nghiên cứu cơ bản và công nghiệp. Biểu hiện 

tái tổ hợp có thể chọn lọc chủng loại pectinase và định hƣớng sinh tổng hợp 

pectinase ngoại bào, có năng suất cao, dễ tinh sạch và có tiềm năng phát triển 

thành sản phẩm thƣơng mại. Gần đây, trên thế giới nhiều báo cáo cho thấy việc 

tạo dòng có hiệu quả bằng cách sử dụng nấm mốc thuộc chi Aspergillus và đã 

biểu hiện thành công gen pectinase nhƣ: Liu và cs (2014) đã tạo dòng gen endo-
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galacturonase A (pgaA) từ chủng A. niger JL-15 và biểu hiện ở P. pastoris 

GS115 [113]. Tƣơng tự, Zhou và cs (2015), Abdulrachman và cs (2017), 

Carrasco và cs (2019) đã tạo dòng gen endo-polygalacturonase và biểu hiện 

thành công vào P. pastoris [32], [47], [185].  

Tuy nhiên, ở Việt Nam hiện vẫn chƣa có công bố nào nghiên cứu về tạo 

dòng và biểu hiện gen pectinase. Việc nghiên cứu pectinase chỉ mới dừng lại ở 

phân lập, tuyển chọn các chủng vi sinh vật sản xuất pectinase và đánh giá, nâng 

cao các điều kiện sinh tổng hợp pectinase từ nguồn rau củ quả, phế phụ phẩm 

nông sản ứng dụng trong công nghiệp chế biến.  

Nhƣ vậy, cải thiện chủng là một công cụ quan trọng trong việc phát triển 

các quy trình thƣơng mại cho quá trình lên men vi sinh vật để sản xuất enzyme 

tốc độ cao. Bên cạnh việc sàng lọc các chủng nấm mốc sản sinh pectinase, các 

nghiên cứu biểu hiện pectinase tái tổ hợp trong các vật chủ khác nhau hiện chƣa 

đƣợc quan tâm nghiên cứu nhiều. Xuất phát từ những lý do trên chúng tôi chọn 

đề tài “Nghiên cứu sàng lọc và biểu hiện pectinase từ nấm mốc trong Pichia 

pastoris.” Đây là nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam về biểu hiện gen mã hóa 

pectinase có nguồn gốc từ nấm mốc trong nấm men P. pastoris.  

2. MỤC TIÊU NGHIÊN CỨU 

2.1. Mục tiêu chung 

 Tạo đƣợc nguồn pectinase tái tổ hợp từ nấm mốc có tiềm năng ứng dụng 

trong công nghệ chế biến thực phẩm.  

2.2. Mục tiêu cụ thể 

1. Phân lập và tuyển chọn đƣợc chủng nấm mốc thuộc chi Aspergillus có 

khả năng sinh tổng hợp pectinase cao. 

2. Phân lập, tạo dòng và biểu hiện đƣợc gen mã hóa pectinase từ chủng 

nấm mốc đƣợc tuyển chọn trong P. pastoris X33. 

3. Đánh giá đƣợc khả năng ứng dụng chế phẩm pectinase tái tổ hợp trong 

lĩnh vực chế biến thực phẩm (Làm trong nƣớc ép táo và tăng hiệu suất bóc vỏ 

tiêu). 



 

4 

 

3. NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

1. Phân lập và tuyển chọn chủng nấm mốc sinh tổng hợp pectinase cao. 

2. Tạo dòng gen pectinase vào hệ thống vector biểu hiện P. pastoris X33. 

3. Thử nghiệm chế phẩm pectinase tái tổ hợp trong chế biến nƣớc trái cây 

và khả năng bóc vỏ tiêu. 

4. PHẠM VI NGHIÊN CỨU 

4.1. Thời gian nghiên cứu 

Từ tháng 12 năm 2016 đến tháng 11 năm 2023. 

4.2. Địa điểm nghiên cứu 

- Phòng thí nghiệm Sinh học ứng dụng, Bộ môn Sinh học ứng dụng, Khoa 

Sinh học, Trƣờng Đại học Khoa học, Đại học Huế. 

- Viện Công nghệ sinh học, Đại học Huế. 

5. NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

1. Tạo dòng thành công và xác định trình tự gen AspPecA, AspPecB và 

AspPecC mã hóa pectinase từ Aspergillus niger M13 đƣợc đăng ký trên 

Genbank với mã số tƣơng ứng MT502411, MT502412 và MT502413; 

2. Lần đầu tiên biểu hiện thành công gen AspPecA mã hóa cho pectinase 

trong P. pastoris X33. rAspPecA tinh sạch đƣợc nghiên cứu và xác định một số 

tính chất; 

3. rAspPecA có khả năng làm trong nƣớc ép táo và làm tăng khả năng bóc 

vỏ tiêu với hiệu suất cao hơn 90%.  
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Chƣơng 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. GIỚI THIỆU CHUNG VỀ PECTIN 

1.1.1. Khái niệm pectin  

Pectin là một hợp chất tự nhiên có nhiều trong màng tế bào của các loài 

thực vật bậc cao, phân bố chủ yếu ở các bộ phận nhƣ: quả, củ, thân. Trong màng 

tế bào pectin có mặt ở phiến giữa (với hàm lƣợng cao nhất) và ở vách tế bào sơ 

cấp. “Pectin” là một thuật ngữ để chỉ một nhóm các chất sau:  

- Protopectin: Là pectin ở trạng thái tự nhiên (trong vách tế bào thực vật 

và phiến giữa), mức độ methyl hóa rất cao, không hòa tan. Protopectin có nhiều 

trong quả xanh [87]. Protopectin là dạng nguyên chất của các chất pectic và khi 

quá trình thủy phân bị hạn chế sẽ tạo ra pectin, pectinic và pectic acid cũng nhƣ 

các dẫn xuất khác [121]. 

- Pectinic acid: Có mức độ methyl hóa trung bình, tan, tồn tại ở dạng muối 

là pectinate [87]. Pectinic acid là sản phẩm của quá trình thủy phân pectin, nó 

chủ yếu là acid polygalacturonic. Muối của pectic acid đƣợc gọi là pectate [121]. 

- Pectin: Mức độ methyl hóa trung bình, tan, bản chất là chất keo, có khả 

năng tạo gel, tạo nhũ, tạo đặc và ổn định [87]. Đơn vị chính của pectin là 

galacturonic acid đƣợc ester hóa ở nhóm carboxylic của nó với methanol và tỷ lệ 

methoxyl hóa của dƣ lƣợng galacturonic acid dao động trong khoảng từ 60% 

đến 90% [116]. 

- Pectic acid: Mức độ methyl hóa rất thấp, tan, tồn tại ở dạng muối là 

pectate [87]. Pectinic acid là chất trung gian về hàm lƣợng methyl ester giữa 

pectic acid và pectin (0 ≤ tỷ lệ methoxyl hóa < 60 %) [28, 87]. 

1.1.2. Nguồn gốc pectin  

Pectin là một polysaccharide cấu trúc đƣợc tìm thấy trong thành tế bào sơ 

cấp và phiến giữa của thực vật. Cấu trúc chủ yếu của pectin là homopolymer, 

đƣợc tạo thành từ poly-α-(1,4)-galacturonic acid đƣợc methyl hóa một phần 

[179]. 
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Trong thực vật, pectin tồn tại dƣới hai dạng: dạng protopectin không tan, 

tồn tại chủ yếu ở thành tế bào dƣới dạng kết hợp với araban (polysaccharide ở 

thành tế bào), dạng hòa tan của pectin tồn tại chủ yếu ở nguyên sinh chất. Các 

dạng pectin khác nhau trong nguyên liệu quả thƣờng thay đổi và phụ thuộc 

nhiều vào tính chất hóa lý của mô quả. Pectin giữ vai trò quan trọng trong quá 

trình chín của quả. Pectin nhƣ một loại keo gắn chặt các tế bào thực vật với nhau 

vì thế ngƣời ta thƣờng gọi chúng là chất cement trong cấu trúc tế bào thực vật. 

Khi quả còn xanh, cement là protopectin, do protopectin chiếm tỉ lệ khá cao và 

không hòa tan trong nƣớc nên giúp quả có độ cứng. Khi quả chín dần, dƣới tác 

dụng protopectinase, protopectin sẽ chuyển sang pectin hòa tan và araban, làm 

giảm sự liên kết giữa các tế bào, quả trở nên mềm hơn. Quá trình này cũng xảy 

ra dƣới tác dụng của acid và nhiệt độ 60-85
o
C. Trong khi bảo quản quả cũng 

nhận thấy sự giảm dần lƣợng protopectin và tăng dần pectin hòa tan [28, 148]. 

Bảng 1.1. Hàm lƣợng pectin trong một số loại trái cây [102]. 

TT Loại trái cây Trạng thái Hàm lƣợng pectin (%) 

1 Chuối Tƣơi 0,7–1,2 

2 Đào Tƣơi 0,1–0,9 

3 Dâu tây Tƣơi 0,6–0,7 

4 Chanh Tƣơi 0,63 

5 Đậu Hà Lan Tƣơi 0,9–1,4 

6 Cà rốt Khô 6,9–18,6 

7 Bột cam Khô 1,4–2,8 

8 Vỏ bơ Khô 3,4–5,2 

9 Khoai tây Khô 1,8–3,3 

10 Cà chua Khô 2,4–4,6 

11 Bột củ cải đƣờng Khô 10–30 

12 Táo Tƣơi 0,6–1,6 
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Hàm lƣợng pectin có thể thay đổi tùy theo loại thực vật. Pectin có nhiều 

nhất trong bột củ cải đƣờng, cà rốt, bơ, cà chua và các loại trái cây có múi nhƣ 

cam, chanh và chuối (Bảng 1.1). Theo loại trái cây, lƣợng acid galacturonic có 

thể thay đổi. Thành phần acid galacturonic là 25,2% đối với bã táo trong khi đó 

là 26% đối với vỏ cam quýt [156]. 

Đối với việc sản xuất nƣớc quả, sự có mặt của pectin là điều không mong 

muốn và không có lợi. Do nó có tính chất keo nên làm cho dịch quả có độ nhớt 

cao, vì thế sẽ làm cản trở các quá trình nhƣ ép, lọc, trích ly dịch chiết từ quả. 

Ngoài ra, pectin còn làm giảm độ bền keo của nƣớc quả [148]. 

1.1.3. Cấu tạo phân tử pectin  

Pectin là polysaccharide dị lập thể, mạch thẳng, chủ yếu là một mạch 

chính gồm các gốc α-D-1,4-galacturonic acid (C6H10O7) liên kết với nhau bằng 

liên kết α-1,4-O-glycoside còn gọi là acid polygalacturonic hay pectic acid 

(Hình 1.1) [126]. Trong đó, một số gốc acid có chứa nhóm thế methoxyl (-

OCH3). Chiều dài của chuỗi polygalacturonic acid có thể biến đổi từ vài đơn vị 

tới hàng trăm đơn vị galacturonic acid [28]. 

 

Hình 1.1. Cấu tạo phân tử pectin và các nhóm chức [133] 



 

8 

 

Trong thực tế không phải tất cả các nhóm -COOH ở C6 của đƣờng 

galactose cũng bị methyl hóa (tạo ester methylic), mà đôi khi một số nhóm -

COOH bị decarboxyl hóa (khử CO2), một số nhóm thay thế -H bằng kim loại, 

cũng có lúc giữ nguyên dạng -COO. Protopectine là hợp chất giữa pectine và 

araban, galactose hay tinh bột [28]. 

Phân tử lƣợng của các loại pectin tách từ các nguồn quả khác nhau thay 

đổi trong giới hạn rộng tùy theo số phân tử galacturonic acid và thƣờng thay đổi 

trong phạm vi từ 10-100 kDa. Trong các hợp chất dạng saccharide so về chiều 

dài phân tử thì pectin cao hơn tinh bột nhƣng thấp hơn cellulose. Ví dụ, từ 

nguồn lê, mận thu đƣợc pectin có khối lƣợng phân tử từ 25-35 kDa, trong khi đó 

pectin lấy từ cam lại có khối lƣợng đạt tới 50 kDa [28]. 

Hợp chất pectin đƣợc đặc trƣng bởi 2 chỉ số quan trọng là chỉ số methoxyl 

“MI” biểu hiện cho phần trăm khối lƣợng nhóm methoxyl -OCH3 có trong phân 

tử pectin và chỉ số ester hóa “DE” thể hiện mức độ ester hóa của các phân tử 

galactoronic acid trong phân tử pectin [17, 80]. 

Dựa trên mức độ methoxyl hóa và ester hóa, trong thƣơng mại chia pectin 

thành 2 loại: Pectin có độ methoxyl hóa cao và pectin có độ methoxyl hóa thấp. 

Pectin methoxyl hóa cao (High Methoxyl Pectin-HMP): có DE > 50% hay MI > 

7%. Chất này có thể làm tăng độ nhớt cho sản phẩm. Muốn tạo gel cần phải có 

điều kiện pH=3,1-3,4 và nồng độ đƣờng trên 60%. Pectin methoxyl hóa thấp 

(Low Methoxyl Pectin-LMP): có DE < 50% hay MI < 7%, đƣợc sản xuất bằng 

cách giảm nhóm methoxyl trong phân tử pectin. Pectin methoxyl thấp có thể tạo 

gel trong môi trƣờng không có đƣờng. Chúng thƣờng đƣợc dùng làm màng bao 

bọc các sản phẩm [144]. 

1.1.4. Tính chất của pectin 

Các pectin đều là những chất keo ƣa nƣớc nên có khả năng hydrate hóa 

cao nhờ sự gắn các phân tử nƣớc vào nhóm hydroxyl của chuỗi polymethyl 

galacturonic. Ngoài ra, trong phân tử pectin có mang điện tích âm nên chúng có 

khả năng đẩy lẫn nhau, có khả năng làm giãn mạch và làm tăng độ nhớt của 

http://hoahocngaynay.com/vi/phat-trien-ben-vung/hoa-hoc-va-moi-truong.html
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dung dịch. Khi làm giảm độ tích điện và hydrate hóa sẽ làm cho sợi pectin xích 

lại gần nhau và tƣơng tác với nhau tạo nên một mạng lƣới ba chiều rắn chứa pha 

lỏng ở bên trong [144]. 

Pectin thuộc nhóm các chất làm đông tụ. Pectin đƣợc xem là một trong 

những phụ gia thực phẩm an toàn và đƣợc chấp nhận nhiều nhất và điều này 

đƣợc chứng minh bởi hàm lƣợng ADI (aceptable daily intake) cho phép là 

“không xác định” đƣợc ban hành bởi các tổ chức JECFA (Joint Food Experts 

Committee), SCF (Scientific Committee for Food) ở Liên minh châu Âu, và 

FDA (Food and Drung Administration) của Mỹ [17, 28]. 

Pectin có mã hiệu quốc tế là E440. Pectin tinh chế có dạng chất bột trắng 

màu xám nhạt, là một chất keo hút nƣớc, rất dễ tan trong nƣớc, không tan trong 

ethanol. Đặc tính quan trọng của pectin là khi có mặt của acid và đƣờng nó có 

khả năng tạo gel. Vì vậy, nó đƣợc ứng dụng phổ biến trong công nghiệp sản xuất 

bánh kẹo. Dung dịch pectin có độ nhớt cao. Do đó, nếu muốn thu dịch ép trái 

cây có hàm lƣợng pectin cao sẽ gặp bất lợi. Vì vậy, ngƣời ta thƣờng dùng 

pectinase để thủy phân pectin, giảm độ nhớt. Ví dụ, nƣớc cà chua chứa 90-92% 

nƣớc nhƣng vì hàm lƣợng pectin cao nên sản phẩm có dạng sệt. Nƣớc dứa có ít 

pectin nên dễ ép, dễ lọc trong quá trình sản xuất. Đối với pectin tan dƣới tác 

dụng của pectinase sẽ biến thành pectinic acid (thƣờng dƣới dạng muối Ca
2+

 và 

Mg
2+

) và các chất đơn giản khác nhƣ rƣợu methylic, acetic acid, arabinose, 

galactose [17, 28]. 

1.2. SƠ LƢỢC VỀ PECTINASE   

1.2.1. Khái niệm 

Pectinase là enzyme xúc tác sự thủy phân các polymer pectin. Dƣới tác 

dụng của pectinase, pectin bị thủy phân tạo thành các sản phẩm nhƣ galacturonic 

acid, galactose, arabinose, methanol… Đây là nhóm enzyme đƣợc ứng dụng 

rộng rãi sau amylase và protease [17]. 

Pectinase không chỉ đƣợc tìm thấy ở thực vật bậc cao mà còn đƣợc tìm 

thấy ở nhiều vi sinh vật. Pectinase không chỉ tồn tại một loại mà có nhiều loại 
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enzyme khác nhau, xúc tác cho các kiểu phản ứng khác nhau và có tính đặc hiệu 

cao ở vi sinh vật. Trong khi đó ngƣời ta tìm thấy enzyme này ở thực vật bậc cao 

thƣờng chỉ là pectinesterase [28]. 

Pectinase đƣợc sử dụng nhiều trong công nghiệp chế biến trái cây nhằm 

mục đích gia tăng hiệu suất thu hồi dịch quả, cải thiện chất lƣợng dịch quả và có 

tác dụng làm trong dịch quả [33, 162]. 

1.2.2. Phân loại pectinase  

Dựa trên hoạt động của pectinase trên cơ chất, các enzyme pectinase có 

thể đƣợc phân thành ba nhóm: protopectinase, pectin esterase và depolymerase 

(hydrolase và transeliminase) [64, 133, 137] (Hình 1.2). 

 

Hình 1.2.  Sơ đồ phân loại pectinase [160]. 

1.2.2.1. Pectin esterase  

Pectin esterase (PE) hay còn gọi là pectin methyl esterase (PME) (có mã 

số là EC.3.1.1.11), có khối lƣợng phân tử khoảng 30-50 kDa. Pectin esterase là 

nhóm enzyme xúc tác thủy phân liên kết ester giữa nhóm methoxyl và nhóm 

carboxylic của galacturonic acid trong phân tử pectin hoặc pectinic acid, giải 

phóng methanol và pectic acid (Hình 1.3). Khi toàn bộ các nhóm methoxyl đều 

bị tách khỏi cơ chất thì sản phẩm tạo thành là methanol và polygalacturonic 

Pectinase 
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acid. Sự thủy phân chỉ xảy ra ở liên kết ester liền kề với nhóm -COOH tự do 

[87, 121]. 

 

Hình 1.3. Hoạt động của enzyme pectin methylesterase trên chuỗi polygalacturonic 

acid [71]. 

1.2.2.2. Protopectinase  

Protopectinase là một loại pectinase có tác dụng phân hủy protopectin 

không hòa tan có trong trái cây chƣa chín và tạo thành các pectin hòa tan có mức 

độ polymer hóa cao. Vì vậy, protopectinase đƣợc coi là enzyme đầu tiên cần 

thiết cho quá trình phân hủy pectin. Protopectinase còn đƣợc gọi là 

pectinosinase [78, 137, 168]. 

Hoạt tính của protopectinase đƣợc xác định bằng cách ƣớc tính lƣợng chất 

liên quan đến pectin đƣợc giải phóng từ protopectin thông qua phƣơng pháp 

carbazole-sulfuric acid. Chúng đƣợc chia thành hai nhóm: Loại A: Phản ứng với 

vùng polygalacturonic acid của protopectin và loại B: Phản ứng với chuỗi 

polysacharide có mặt ở giữa chuỗi polygalacturonic acid và các thành phần của 

thành tế bào [150].  

1.2.2.3. Depolymerase  

Các enzyme thủy phân liên kết glycoside (hydrolase)  

Polymethyl galacturonase (PMG) có tên gọi hệ thống là poly α-1,4-

galacturonic methylesteglucanohydrolase (mã số là EC.3.2.1.11). PMG xúc tác 

thủy phân liên kết α-1,4-glucoside đặc hiệu với pectin ở mức độ ester hóa cao. 

Tùy theo vị trí liên kết glucoside bị chúng cắt đứt ở đầu mạch hay giữa mạch mà 
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các enzyme này đƣợc chia thành 2 nhóm là endo-PMG và exo-PMG. Endo-

PMG xúc tác sự thủy phân các liên kết α-1,4-glucoside giữa mạch của các phân 

tử polygalacturonic acid đƣợc ester hóa ở mức độ cao. Hoạt tính của enzyme 

này bị giảm khi có mặt của pectin esterase trong môi trƣờng. Endo-PMG rất phổ 

biến trong vi sinh vật, đặc biệt là ở nấm mốc A. niger, Botrylis cinerea, A. 

awamori.  

 

Hình 1.4. Hoạt động của polygalacturonase trên chuỗi polygalacturonic acid [102]. 

Còn exo-PMG xúc tác sự thủy phân các liên kết α-1,4-glucoside ở đầu 

mạch để tách dần từng gốc galacturonic acid ra khỏi phân tử pectin hay pectinic 

acid, bắt đầu từ đầu không khử. Exo-PMG có ái lực với gốc galacturonic acid đã 

methyl hóa, nghĩa là phân cắt các liên kết α-1,4-glucoside ở đầu mạch nằm giữa 

2 gốc galacturonic acid có nhóm -COOCH3. 

Polygalacturonase (PG) có mã số EC.3.2.1.15 là các enzyme xúc tác sự 

thủy phân liên kết 1,4 glucoside trong phân tử pectin, các enzyme này cũng 

đƣợc chia thành 2 nhóm theo vị trí liên kết glycoside bị chúng cắt đứt: endo-

polygalacturonase (endo-PG) và exo-polygalacturonase (exo-PG). Endo-PG xúc 

tác sự thủy phân các liên kết α-1,4-glycoside ở giữa mạch, còn exo-PG xúc tác 

sự thủy phân các liên kết α-1,4-glycoside ở đầu mạch của phân tử pectic acid 

hoặc pectinic acid (Hình 1.4). Enzyme này có ái lực với các liên kết glycoside ở 

đầu mạch, gần nhóm carboxyl tự do [178]. 

Enzyme cắt (Lyase)  

Các lyase (còn đƣợc gọi là transeliminase) có mã số EC. 4.2.2.10. thƣờng 

phân tách các liên kết glycoside ở carbon thứ 4, sau đó loại bỏ một nguyên tử 
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hydrogen khỏi carbon thứ 5 dẫn đến sản phẩm không bão hòa. Trên cơ sở các cơ 

chất đƣợc tác động, lyase đƣợc phân loại thành hai loại chính, tức là 

polygalacturonate lyase (PGL) và polymethylgalacturonate lyase (PMGL). 

Polymethylgalacturonate lyase bao gồm hai loại: endo-PMGL xúc tác phân cắt 

ngẫu nhiên liên kết α-1,4-glycoside của pectin và tạo ra 

methyloligogalacturonate không bão hòa, còn exo-PMGL phân giải pectin bằng 

cách phân tách loại bỏ chuyển hóa nhƣng theo từng bƣớc và tạo ra methyl 

monogalacturonate không bão hòa [64]. 

Tƣơng tự các polygalacturonate lyase cũng đƣợc chia thành hai loại, 

endo-PGL xúc tác phân cắt ngẫu nhiên liên kết α-1,4-glycoside của pectic acid, 

trong khi đó exo-PGL xúc tác phân cắt lần lƣợt liên kết α-1,4-glycoside của 

pectic acid từ đầu không khử [137]. 

1.2.3. Nguồn nguyên liệu để thu nhận pectinase  

Pectinase đƣợc sản xuất từ nhiều nguồn khác nhau nhƣ thực vật, vi khuẩn, 

nấm men và nấm mốc. Nhiều vi sinh vật sử dụng sản xuất pectinase nhƣ 

Saccharomyces, Bacillus, Erwinia, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus và 

Fusarium… Trong đó, nấm mốc đƣợc ƣu tiên để sản xuất enzyme do năng suất 

cao và khả năng thích nghi với những thay đổi nhỏ trong môi trƣờng nhƣ nhiệt 

độ, pH và áp suất [92]. Các loại nấm mốc đƣợc Cơ quan Quản lý Thực phẩm và 

Dƣợc phẩm Mỹ (USFDA) sử dụng trong cả quá trình lên men chìm và rắn để 

sản xuất enzyme [40]. 

- Từ thực vật: Pectinase có nhiều trong lá, thân củ và quả thực vật nhƣ củ 

khoai tây, củ cà rốt, trong quả cafe, quả táo, vỏ cam, vỏ bƣởi… Tuy nhiên, ở 

thực vật chỉ thấy sự hiện diện của pectin esterase, enzyme này thƣờng tồn tại 

dƣới nhiều hình thức khác nhau, nằm trong phần vỏ tế bào. Pectin esterase ở 

thực vật nói chung có hoạt độ tối ƣu trong khoảng pH hơi kiềm. 

- Từ vi sinh vật: Nhiều vi sinh vật trong đất, trong nƣớc có khả năng phân 

giải pectin. Chúng có ý nghĩa quan trọng không những đối với vòng tuần hoàn 

carbon trong tự nhiên mà còn đối với một số ngành sản xuất công nghiệp. Vi 
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sinh vật phân giải pectin hầu nhƣ có mặt ở các đại diện nấm mốc, nấm men, vi 

khuẩn. Một số loài nấm men cũng có khả năng sinh pectinase cao nhƣ 

Saccharomyces ellipsoideus, S. fragilis, S. ludwigii… Một số loài vi khuẩn có 

khả năng sinh tổng hợp pectinase nhƣ: Bacillus polymyxa, B. felseneus, 

Clostridium roseum…  

- Nhiều loài nấm mốc có thể sản xuất pectinase. Trong đó A. niger là đƣợc 

sử dụng nhiều nhất. Ngoài ra, ngƣời ta còn sử dụng các loại nấm mốc khác A. 

oryase, A. awamori, A. terreus, A. saito, A. japonicus, Fusarium oxysporum, 

Trichoderma reesei, Penicillium citrimin. Các loài nấm mốc khác nhau thƣờng 

sinh tổng hợp các loại enzyme khác nhau. Ví dụ, A. niger chủ yếu tổng hợp 

pectin esterase, P. citrimin tạo ra chủ yếu là polygalacturonase. Pectinase có thể 

thu nhận từ nấm mốc bằng phƣơng pháp nuôi cấy bề mặt hoặc nuôi cấy chìm 

sục khí. Tuy nhiên, dù nuôi cấy trên môi trƣờng lỏng hay đặc, ngoài các thành 

phần dinh dƣỡng chủ yếu nhƣ C, N, P thì chất cảm ứng pectin là một thành phần 

không thể thiếu trong môi trƣờng để nấm mốc tổng hợp pectinase [19, 130, 

165]. 

1.2.4. Ứng dụng của pectinase 

Trong lĩnh vực ứng dụng, pectinase đƣợc chia làm 2 nhóm chính: 

Pectinase acid và pectinase kiềm. Pectinase acid chủ yếu thu nhận từ nấm mốc, 

đƣợc dùng trong li trích và chế biến các loại nƣớc ép trái cây, rƣợu vang và tạo 

ra các sản phẩm đơn bào. Pectinase kiềm đƣợc li trích chủ yếu từ vi khuẩn đƣợc 

dùng trong chế biến các loài cây có sợi, trong công nghiệp giấy và bột giấy, xử 

lý nƣớc thải, lên men trà, cà phê [72]. Các ứng dụng của pectinase đƣợc tóm tắt 

ở Hình 1.5. 

1.2.4.1. Ứng dụng trong công nghệ sản xuất các chế phẩm từ trái cây  

Trong công nghiệp nƣớc ép trái cây và rƣợu vang. Pectinase đƣợc bổ sung 

nhằm làm tăng hiệu suất li trích nƣớc ép và làm trong nƣớc ép trái cây. Trong 

công nghiệp nƣớc ép trái cây, ngƣời ta thƣờng tạo ra hai loại nƣớc ép là nƣớc ép 

trong và nƣớc ép đục. Phƣơng pháp tạo nƣớc ép trong thƣờng dùng để tạo nƣớc 
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ép táo, lê, nho, dâu… Phƣơng pháp tạo nƣớc ép đục đƣợc dùng để sản xuất nƣớc 

ép các loại cây có múi nhƣ cam, chanh, bƣởi và nƣớc ép xoài, mơ, ổi, đu đủ, 

thơm, chuối… [72]. 

Nƣớc ép trái cây có chứa polysaccharide (pectin, cellulose, hemicellulose, 

lignin và tinh bột), protein, tanin và kim loại có màu đục tự nhiên. Hàm lƣợng 

pectin khác nhau trong trái cây tƣơi (táo 0,5-1,6; chuối 0,7-1,2; ổi 0,7-1,5; nho 

0,2-1; dứa 0,3-0,6; dâu tây 0,6-0,7) dẫn đến chất keo hình thành và tạo ra các 

vấn đề trong quá trình chế biến nƣớc ép trái cây trong. Trong ngành công nghiệp 

thực phẩm, mục đích chính của quy trình làm trong là loại bỏ các thành phần 

gây ra độ đục, độ nhớt và vẩn đục trong nƣớc trái cây mới sản xuất. Giảm độ 

đục bằng quá trình khử pectin bằng enzyme cũng là một lựa chọn tiềm năng để 

sản xuất nƣớc ép trái cây [87, 106]. Nhìn chung, các loại pectinase khác nhau 

(Ví dụ: pectinase, pectin esterase, polygalacturonase và pectin lyase) đƣợc sử 

dụng để phân hủy các chất pectic. Trong số đó, polygalacturonase khử polymer 

hóa chuỗi polygalacturonic acid, pectin lyase khử polymer hóa pectin ester hóa 

cao và pectin esterase thủy phân nhóm methoxyl của chuỗi pectin. Kết quả là 

làm giảm độ nhớt, thuận lợi cho quá trình phân tách thông qua li tâm hoặc lọc. 

Nhƣ vậy, nƣớc ép đƣợc chuẩn bị thông qua quá trình này, có độ trong cao hơn 

với hƣơng vị và màu sắc đậm đặc hơn [88, 109]. Nƣớc ép trái cây họ cam quýt 

là một trong những sản phẩm thực phẩm thƣơng mại phổ biến và các pectinase 

đƣợc sử dụng để loại bỏ vẩn đục và ổn định nƣớc ép [44]. Ứng dụng của pectin 

esterase ở điều kiện tự nhiên của nƣớc ép trái cây có múi (pH 3,8) giúp kết tụ 

các hạt vẩn đục từ nƣớc ép trong vòng vài phút [51]. Ứng dụng của pectinase 

trong chế biến nƣớc ép trái cây cũng thúc đẩy quá trình giải phóng các hợp chất 

phenol khỏi vỏ trái cây [151, 155]. Phƣơng pháp xử lý này làm tăng hàm lƣợng 

phenol lên đến 15%, điều này cho thấy khả năng chống oxy hóa phong phú của 

đồ uống trái cây [143]. Các thành phần phenol này đóng một vai trò quan trọng 

trong việc chống oxy hóa và thực hiện các biện pháp bảo vệ chống lại bệnh tim 

mạch và ung thƣ [120]. 
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Hình 1.5. Các ứng dụng khác nhau của pectinase [145, 157, 164] 

1.2.4.2. Ứng dụng trong ngành công nghiệp bông sợi  

Trong ngành công nghiệp bông sợi, việc sử dụng enzyme có tác động rất 

lớn đến công nghiệp dệt cả về chất lƣợng sản phẩm và bảo vệ môi trƣờng. 

Trƣớc khi sợi đƣợc mắc vào khung để dệt thành vải nó sẽ đƣợc bôi một 

lớp tác nhân làm trơn để chống xơ xƣớc trong quá trình dệt. Tác nhân thƣờng 

đƣợc sử dụng là tinh bột bởi vì nó có khả năng tạo ra lớp màng mỏng rất tốt mà 

lại có giá thành rẻ. Tuy nhiên, việc loại bỏ những thành phần không phải là 

cellulose để nhuộm vải là việc bắt buộc phải làm. Trƣớc khi tìm ra amylase, con 

đƣờng duy nhất để loại bỏ các chất này là sử dụng dung dịch Na2CO3 nóng. Xử 

lý hóa học không có hiệu quả cao trong việc loại bỏ tinh bột và một số sợi vải bị 

mất đi tính xốp tự nhiên. Việc sử dụng pectinase kết hợp với amylase, cellulase 

hay các enzyme nhóm hemicellulase khác sẽ loại bỏ các tác nhân trên một cách 

hiệu quả và làm giảm đáng kể việc sử dụng hóa học trong công nghiệp dệt. Kết 

quả là làm giảm lƣợng nƣớc thải ra môi trƣờng, giảm công lao động và tăng chất 

lƣợng sản phẩm [78, 98, 175]. Kalantzi và cs (2010) cho rằng sự kết hợp giữa 
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lipase và pectinase giúp giảm đáng kể thời gian xử lý để tẩy rửa sinh học và tạo 

ra vải bông với chất lƣợng cao hơn và hiệu suất nhuộm tốt hơn [81]. 

1.2.4.3. Ứng dụng trong lên men trà và cà phê  

Pectinase đóng vai trò quan trọng trong lên men trà và cà phê. Hạt cà phê 

có lớp vỏ bao quanh các cấu trúc bên trong của nó, lớp vỏ cứng của hạt cà phê 

này đƣợc gọi là chất nhầy (17% khối lƣợng) bao gồm 84% độ ẩm với 8,9% 

protein; 4% đƣờng; 2,8% pectin và 0,9% tro. Chất nhầy cũng có đặc tính nhớt và 

sền sệt, không thoải mái để pha cà phê có thể uống đƣợc. Trong quá trình này, 

pectinase kiềm đƣợc sử dụng để loại bỏ lớp chất nhầy khỏi hạt cà phê trƣớc khi 

sử dụng hạt cà phê [141]. Cà phê đƣợc lên men bằng vi khuẩn phân giải pectin 

để loại bỏ lớp chất nhầy khỏi hạt và cải thiện đặc tính lên men và tạo bọt [157]. 

Murthy và cs (2011) cho rằng, ứng dụng của pectinase làm suy giảm lớp vỏ 

nhầy bên ngoài của hạt cà phê và cải thiện chất lƣợng cà phê. Một nghiên cứu 

trƣớc đây đã cho thấy pectinase từ A. niger CFR phân hủy 54-71% lớp chất nhầy 

trong vòng 1 đến 2 giờ lên men và toàn bộ quá trình đã hoàn thành trong vòng 

3,5 giờ [128]. Enzyme thƣơng mại thƣờng đƣợc phun vào hạt với liều lƣợng 2-

10 g/tấn ở nhiệt độ 15-20
o
C. Khi đƣợc xử lý với pectinase, giai đoạn lên men 

của quá trình chế biến cà phê đƣợc thúc đẩy và giảm từ 40-80 giờ xuống còn 

khoảng 20 giờ. Do việc xử lý cà phê với enzyme thƣơng mại đắt và không kinh 

tế nên ngƣời ta dùng lớp vỏ nhầy của cà phê thải ra để nuôi vi khuẩn sinh 

pectinase. Canh trƣờng sau khi lên men đƣợc lọc và phun vào hạt cà phê để tiết 

kiệm quy trình [128, 135]. 

Trong quá trình lên men trà, bột trà hòa tan có vai trò rất lớn để làm trà 

uống. Loại bột trà hòa tan này có hàm lƣợng pectin rất lớn vì đƣợc làm từ lá. 

Việc pha trà bằng cách sử dụng loại bột này sẽ dẫn đến sự hình thành bọt trên trà 

do nồng độ pectin cao. Pectinase nhƣ polygalacturonase đƣợc sử dụng trong quá 

trình chế biến trà nhằm phá hủy đặc tính tạo bọt của bột trà hòa tan bằng cách 

phá hủy pectin, làm tăng chất lƣợng trà, làm thay đổi màu sắc và có giá trị cao 

trên thị trƣờng [71, 141]. Xử lý bằng enzyme đẩy nhanh quá trình lên men chè ở 
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phạm vi pH hoạt động từ 2,5-6,0 với độ pH tối ƣu nằm trong khoảng từ 3,0-4,0 

và nhiệt độ hoạt động từ 15-50°C. Nồng độ của các enzyme phải đƣợc kiểm soát 

cẩn thận để tránh làm hỏng lá trà [157] vì quá trình lên men quá mức sẽ làm 

giảm độ bóng và chất lƣợng của lá trà, giảm màu sắc, hƣơng vị, mùi thơm và 

làm tăng tốc độ hƣ hỏng của lá trà.  

1.2.4.4. Ứng dụng trong quá trình li trích dầu thực vật 

Trƣớc đây, dầu hạt cải (Canola), phôi dừa, hạt hoa hƣớng dƣơng, hạt cọ, 

quả ôliu đƣợc sản xuất theo kiểu truyền thống, li trích bằng cách sử dụng dung 

môi hữu cơ. Dung môi thƣờng đƣợc sử dụng là hexan, một chất có khả năng gây 

ung thƣ. Ngày nay, hầu hết các ngành công nghiệp chế biến dầu đều sử dụng 

pectinase trong quá trình chiết xuất để phá hủy các đặc tính nhũ hóa của pectin 

và thúc đẩy quá trình hóa lỏng của các thành phần thành tế bào, cuối cùng thu 

đƣợc khối lƣợng sản phẩm tốt hơn. Hơn nữa, các loại dầu đƣợc chiết xuất thông 

qua các quá trình enzyme đƣợc kích hoạt để duy trì nồng độ cao của các hợp 

chất nhƣ polyphenol, protein cần thiết, chất chống oxy hóa, hợp chất có hoạt 

tính sinh học ƣa chất béo và vitamin E với việc cải thiện tính ổn định khi bảo 

quản [111, 129, 147]. 

1.2.4.5. Ứng dụng trong chăn nuôi 

Pectinase đƣợc ứng dụng trong sản xuất thức ăn chăn nuôi, vì pectinase 

thủy phân các chất xơ sinh học, không phân hủy và làm thay đổi vị ngon của 

thức ăn, giúp cải thiện chất lƣợng thức ăn bằng cách giảm độ nhớt và tăng khả 

năng hấp thụ các chất dinh dƣỡng. Hơn nữa, việc xử lý bằng enzyme làm giảm 

hàm lƣợng chất xơ trong thức ăn và tăng cƣờng giải phóng các chất dinh dƣỡng 

bị mắc kẹt dƣới các chất xơ không thể phân hủy. Chế độ ăn ít chất xơ cũng làm 

giảm lƣợng phân, điều này có lợi về mặt sinh thái. Việc sử dụng nhiều loại 

enzyme nhƣ xylanase, pectinase và cellulase trong quá trình chuẩn bị khẩu phần 

ăn cho gia súc nhai lại giúp cải thiện chất lƣợng thức ăn một cách kinh tế. Việc 

bổ sung này làm tăng khả năng tiêu hóa chất hữu cơ bằng cách thay đổi quá 

trình tiêu hóa chất xơ trong dạ cỏ và tăng khả năng hấp thu năng lƣợng khẩu 
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phần. Tất cả những yếu tố này cuối cùng giúp cải thiện khối lƣợng vật nuôi 

[151]. 

1.2.4.6. Ứng dụng xử lý nước thải có chứa pectin 

Để xử lý nƣớc thải từ các ngành công nghiệp chế biến trái cây có múi, 

nhiều quy trình khác nhau đã đƣợc nghiên cứu, bao gồm: Khử nƣớc về mặt vật 

lý, tƣới phun, đông tụ hóa học, xử lý bùn hoạt tính trực tiếp và thủy phân hóa 

học. Các quy trình này có hiệu quả thấp do tính kháng hóa chất của các chất 

pectic, chi phí xử lý cao, thời gian xử lý dài và sự phức tạp của quy trình [159]. 

Các ngành công nghiệp chế biến thực phẩm rau quả thải ra nƣớc thải dƣới dạng 

sản phẩm phụ. Những chất thải này có chất pectic vì trong tự nhiên, những loại 

rau đó rất giàu chất pectic. Tiền xử lý các loại nƣớc thải này bằng enzyme phân 

giải pectin tạo điều kiện thuận lợi cho việc loại bỏ vật liệu giàu pectin và làm 

cho nó thích hợp để phân hủy bằng cách xử lý bùn hoạt tính [141], [157]. 

Pectinase là enzyme đƣợc sử dụng để loại bỏ pectin khỏi nƣớc thải trƣớc khi xử 

lý. Việc sử dụng các sinh vật phân giải pectin trong quá trình xử lý bằng bùn 

hoạt tính là một quá trình có lợi cho môi trƣờng, tiết kiệm chi phí và tiết kiệm 

thời gian [151]. 

1.2.4.8. Ứng dụng trong công nghiệp giấy và bột giấy 

Việc sử dụng các hợp chất tẩy trắng có chứa chlorine (Cl
-
) trong ngành 

công nghiệp giấy và bột giấy tạo ra các sản phẩm phụ Cl
-
 hữu cơ độc hại, gây 

đột biến và tích lũy sinh học. Đây là nguồn gốc của sự gián đoạn đáng kể trong 

hệ sinh thái. Việc sử dụng pectinase trong trƣờng hợp này là để tránh độc tính 

của các hợp chất có chứa Cl
-
 trong hệ sinh thái [149, 151]. Pectinase đƣợc sử 

dụng trong quá trình sản xuất giấy để khử polymer của acid galacturonic, làm 

giảm nhu cầu cation của dung dịch pectin [99, 133]. Trong ngành công nghiệp 

giấy và bột giấy, việc tạo thành tấm là một quá trình quan trọng bị ảnh hƣởng 

bởi sự hiện diện của pectin trong bột giấy làm suy yếu khả năng tách nƣớc do 

nhu cầu cation cao của chúng, gây ra màu vàng của giấy [107, 151]. Vấn đề này 

có thể đƣợc giải quyết bằng cách sử dụng pectinase bắt đầu quá trình khử 
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polymer của pectin, và do đó làm giảm nhu cầu cation của pectin so với tẩy 

trắng peroxide [172].  

Pectinase kiềm từ Streptomyces sp. đã đƣợc sử dụng trong quá trình tẩy 

trắng sinh học bột giấy. Việc ứng dụng enzyme phân giải pectin trong sản xuất 

giấy làm giảm thiểu việc sử dụng polymer cation. Phƣơng pháp xử lý này đã cải 

thiện độ bền của bột giấy so với phƣơng pháp nấu soda-tro thông thƣờng [102].  

1.2.4.9. Ứng dụng trong công nghiệp thực phẩm 

Pectinase là một trong những enzyme đầu tiên đƣợc sử dụng phổ biến, đặc 

biệt trong ngành công nghiệp thực phẩm. Theo ƣớc tính, trên toàn thế giới, tỷ lệ 

ứng dụng của pectinase chiếm khoảng 3% [50]. Năm 2020, Trần Ngọc Hùng đã 

công bố khả năng cảm ứng sinh pectinase ở Bacillus Ba 79 đem lại hiệu quả khá 

cao, hoạt độ enzyme đạt 2,33 UI/g sau 4 ngày nuôi cấy trên môi trƣờng có chứa 

60% dịch nhớt cà phê, 16% bắp xay và 24% bã đậu nành. Ở tỷ lệ bổ sung 7,5 

UI/L, thời gian xử lý 180 phút, chế phẩm pectinase có khả năng làm tăng độ 

trong của rƣợu vang 41,8% [11]. 

1.3. TỔNG QUAN VỀ NẤM MỐC THUỘC CHI Aspergillus 

1.3.1. Vị trí phân loại  

Chi Aspergillus do Michelli mô tả lần đầu vào năm 1768. Năm 1901, 

Wehmer đã cho ra đời một chuyên luận phân loại chi nấm bất toàn này. Raper 

và Fennell (1965) chỉ dùng một tên Aspergillus cho tất cả các loài tạo thành bào 

tử trần. Phân loại khoa học của Aspergillus: 

Giới: Fungi (Nấm) 

Ngành: Ascomycota  

Lớp: Eurotiomycetes (Ascomycetes) 

Bộ: Eurotiales (Plectascales) 

Họ: Trichocomaceae (Aspergillaceae) 

Chi: Aspergillus 

Loài: Aspergillus sp. 

 



 

21 

 

1.3.2. Đặc điểm chung 

1.3.2.1. Hình dạng, kích thước, cấu tạo của nấm mốc  

Nấm mốc (hay còn gọi là nấm sợi) là tất cả các nấm không phải nấm men 

và không sinh mũ nấm (quả thể có kích thƣớc lớn) nhƣ nấm rơm, nấm gỗ... Một 

số ít nấm ở thể đơn bào có hình trứng, đa số có hình sợi (filamentous fungi-nấm 

sợi), sợi có ngăn vách hay không có ngăn vách. Sợi nấm thƣờng là một ống hình 

trụ dài có kích thƣớc lớn nhỏ khác nhau tùy loài. Đƣờng kính của sợi nấm 

thƣờng từ 3-5 µm, có khi đến 10 µm, thậm chí đến 1 mm. Chiều dài của sợi nấm 

có thể tới vài chục centimet. Các sợi nấm phát triển chiều dài theo kiểu tăng 

trƣởng ở ngọn. Các sợi nấm có thể phân nhánh và các nhánh có thể lại phân 

nhánh liên tiếp tạo thành hệ sợi nấm (mycelium) khí sinh xù xì có bông hay 

dạng bột. Trên môi trƣờng đặc và trên một số cơ chất trong tự nhiên, bào tử 

nấm, tế bào nấm hoặc một đoạn sợi nấm có thể phát triển thành một hệ sợi nấm 

có hình dạng nhất định gọi là khuẩn lạc. Một hệ sợi nấm khi phát triển thƣờng 

hình thành 2 bộ phận là khuẩn ty dinh dƣỡng và khuẩn ty khí sinh. Trong các 

điều kiện sống khác nhau, hệ sợi nấm có thể biến hóa theo nhiều cách để thích 

nghi nhƣ: rễ giả, hạch nấm, thể đệm, sợi áp, sợi hút…  

Nấm mốc không có sắc tố quang hợp nên không có khả năng quang hợp 

để tổng hợp nên chất hữu cơ. Vì vậy, chúng sống nhờ khả năng hấp thụ các loại 

thức ăn hữu cơ có sẵn qua bề mặt khuẩn ty, đó là các cơ thể hoại sinh hoặc ký 

sinh [7]. 

1.3.2.2. Sinh sản của nấm mốc 

Nấm mốc có thể sinh sản theo nhiều hình thức khác nhau:  

- Sinh sản dinh dƣỡng: Bằng hạch nấm hoặc bằng khuẩn ty. Từ một đoạn 

khuẩn ty riêng lẻ có thể phát triển thành một khuẩn ty thể. Một số nấm mốc có 

thể hình thành bào tử màng dày hay còn gọi là bào tử áo, khi gặp điều kiện thuận 

lợi bào tử áo sẽ nảy mầm và phát triển thành khuẩn ty mới. 

- Sinh sản vô tính: Bằng cách hình thành bào tử trần hay bào tử kín. Hình 

dạng bào tử có thể là hình cầu, hình ôvan, có nhiều màu sắc khác nhau tùy theo 
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từng loại. 

- Sinh sản hữu tính: Tƣơng tự nhƣ thực vật bậc cao, sinh sản hữu tính của nấm 

mốc bao gồm các quá trình: chất giao, nhân giao và phân bào giảm nhiễm. Cơ quan 

sinh sản hữu tính ở nấm mốc về nguyên tắc cũng là các túi giao tử để tạo nên giao tử 

[7]. 

1.3.2.3. Sự phân bố của nấm mốc 

Nấm mốc phân bố rộng rãi trong không khí, nƣớc, rác, bùn…, đặc biệt có 

nhiều ở trong đất. Đây là nhóm vi sinh vật có cấu tạo dạng khuẩn ty. Màu sắc 

của nấm mốc đƣợc xác định bởi các bào tử do nó sinh ra nhƣ màu xanh, trắng, 

vàng, đen, nâu… Chúng phát triển rất nhanh trên nhiều nguồn cơ chất hữu cơ 

khi gặp khí hậu nóng ẩm, gây hƣ hỏng lƣơng thực và thực phẩm. Trên nhiều vật 

liệu vô cơ do dính bụi bẩn (nhƣ các thấu kính ở ống nhòm, kính hiển vi, máy 

ảnh…) nấm mốc vẫn có thể phát triển, sinh acid và làm mờ các vật liệu này. 

Ngoài ra, có rất nhiều nấm mốc ký sinh trên cơ thể ngƣời và động vật, thực vật 

gây ra các bệnh nấm khá nguy hiểm, nhiều loại sinh ra độc tố gây ung thƣ và 

nhiều bệnh tật khác (nhƣ hắc lào, nấm vẩy rồng, nấm kẻ chân, nấm phổi, nấm 

tóc…). Mặt khác, nấm mốc tham gia tích cực vào các vòng tuần hoàn vật chất 

trong tự nhiên. Chúng có khả năng phân giải mạnh mẽ các hợp chất hữu cơ phức 

tạp nhƣ pectin, chitin, cellulose, protein, lipid… [58]. 

Pectinase thu nhận từ nấm mốc có thể bằng phƣơng pháp nuôi cấy bề mặt 

hoặc nuôi cấy chìm hiếu khí hoặc kị khí. Dù nuôi cấy trên môi trƣờng nào thì 

việc đảm bảo các thành phần dinh dƣỡng cùng với những điều kiện nuôi cấy 

thích hợp là cần thiết để nấm mốc sinh tổng hợp enzyme với hoạt độ cao. 

1.3.2. Nấm mốc thuộc chi Aspergillus sinh tổng hợp pectinase 

Hệ sợi nấm gồm các sợi có vách ngăn phân cách, không màu, màu nhạt 

hoặc một số trƣờng hợp trở nên nâu hay màu sẫm khác ở vùng nhất định của 

khuẩn lạc. Nấm mốc sinh sản vô tính bằng bào tử trần (conidia), hình thái cơ 

quan sinh bào tử trần là một đặc điểm chủ yếu, đặc trƣng dùng trong phân loại 

chi nấm này [7]. 
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Chi Aspergillus phân biệt với các chi khác trong lớp nấm bất toàn nhờ 

chúng có hệ bào tử đính phát sinh từ thể bình. Bào tử đính phát triển từ thành tế 

bào rất dày bên trong hệ sợi nấm là tế bào chân. Cơ quan sinh bào tử trần phát 

triển từ một tế bào đặc biệt gọi là tế bào chân (foot-cell) có đƣờng kính lớn hơn, 

màng dày hơn các tế bào lân cận của sợi nấm. Từ tế bào chân phát triển thành 

giá bào tử trần (condiosphore hay stipe). Giá bào tử trần có thể có vách ngăn, bề 

mặt nhẵn hoặc không nhẵn, trong suốt hoặc có màu, dài hay ngắn tùy thuộc vào 

loài. Phần ngọn của giá bào tử phình rộng tạo thành bọng đỉnh giá (versicle). 

Bọng đỉnh giá có thể có nhiều hình thái khác nhau, đây là một đặc điểm đặc 

trƣng để phân loại Aspergillus với các loại nấm khác [7]. 

Bọng đỉnh giá có thể có hình cầu, hình bán cầu, hình chùy, hình quả bầu, 

hình bàn chân. Từ bọng đỉnh giá sinh ra các tế bào sinh bào tử trần gọi là thể 

bình (phialide). Nếu các thể bình sinh ra trực tiếp từ bọng đỉnh giá đƣợc gọi là 

dạng đơn tầng (uniseriate). Nếu các thể bình đƣợc sinh ra qua một lớp tế bào gốc 

xuất phát từ bọng đỉnh giá (lớp cuống thể bình, metulae) đƣợc gọi là dạng lƣỡng 

tầng (biseriate). Phialide hoặc metulae mọc trên bọng đỉnh giá cũng là đặc điểm 

đặc trƣng để phân biệt Aspergillus với các chi có quan hệ gần gũi. Từ thể bình 

sinh ra các bào tử trần (conidia). Bào tử trần không có vách ngăn, khác nhau về 

hình dạng, kích thƣớc, màu sắc… ở các loài khác nhau [7]. 

Ở một số loài Aspergillus khác ngƣời ta đã tìm thấy hình thức sinh sản 

hữu tính của chúng, các loài này đƣợc xếp vào các chi của nấm túi nhƣ 

Emercella, Eurtium, Neosartorya và một số chi khác [7]. 

 

1.3.3. Các yếu tố ảnh hƣởng đến sinh trƣởng và phát triển của nấm mốc 

sinh pectinase 

1.3.1. Nhiệt độ 

Cũng nhƣ các vi sinh vật khác, hoạt động sống của nấm mốc phụ thuộc nhiều 

vào nhiệt độ. Theo các nghiên cứu cho thấy, khả năng sinh pectinase phụ thuộc rất 

lớn đến nhiệt độ nuôi cấy. Hầu hết các vi sinh vật phân giải pectin đều thuộc nhóm 
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ƣa ấm, nhiệt độ thích hợp cho sinh trƣởng của vi sinh vật phân giải pectin ở trong 

khoảng 20-40
o
C. Tuy nhiên, mỗi loài vi sinh vật lại có ngƣỡng nhiệt độ thích hợp 

riêng. Nhiệt độ quá cao hay quá thấp đều ảnh hƣởng đến sự sinh trƣởng, phát triển 

của nấm mốc cũng nhƣ khả năng sinh tổng hợp pectinase, đồng thời còn làm giảm 

hoạt tính của enzyme. Nhiệt độ thích hợp nhất cho sinh trƣởng, phát triển và lên 

men của nấm mốc là 30-40
o
C [17]. 

1.3.2. pH môi trƣờng 

pH môi trƣờng có ý nghĩa quyết định tới sinh trƣởng và phát triển của 

nhiều vi sinh vật. Các ion H
+ 

và OH
-
 là hai loại ion hoạt động lớn nhất trong tất 

cả các ion, những biến đổi dù nhỏ về nồng độ của chúng cũng ảnh hƣởng mạnh 

mẽ đến sinh trƣởng và phát triển của vi sinh vật. Vì vậy, việc xác định pH môi 

trƣờng ban đầu và duy trì pH thích hợp trong thời gian sinh trƣởng phát triển của 

vi sinh vật là rất quan trọng và cần thiết. 

Nhìn chung, nấm mốc thƣờng sinh trƣởng phát triển ở vùng acid yếu. 

Nấm mốc có thể phát triển tốt ở môi trƣờng acid (pH=6,0) nhƣng pH tối ƣu là 

5,0-6,5 một số loài phát triển tốt ở pH<3,0 và một số ít phát triển ở pH>9,0. Tuy 

nhiên, nấm mốc cũng có khả năng sống ở những vùng pH rộng hơn, trong 

khoảng pH 2,0-10 và đối với mỗi loài nấm mốc thì có một giá trị pH thích ứng 

riêng. Điều này còn phụ thuộc vào tính chất của từng loại đất mà nấm mốc phân 

bố. Đối với loại đất cát có pH vào khoảng 6,0-7,0 thì nấm mốc cũng có khả năng 

thích ứng với điều kiện pH này [7]. 

Theo Lê Thị Thảo và cs (2018), chủng nấm mốc Aspergillus sp. C2.2 sinh 

trƣởng, phát triển và sinh tổng hợp pectinase mạnh nhất ở pH 5,0 [24]. 

So sánh với nhiều kết quả nghiên cứu của nhiều tác giả cho thấy, pH môi 

trƣờng nuôi cấy ảnh hƣởng đến khả năng sinh tổng hợp pectinase và tích lũy 

sinh khối của các chủng nấm mốc. Vì vậy, trong quá trình nuôi cấy cần duy trì 

pH thích hợp để thu đƣợc pectinase có hoạt tính mạnh. 
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1.3.3. Thành phần môi trƣờng 

1.3.3.1.  gu n c r on 

Nguồn carbon là thành phần đóng vai trò đặc biệt trong sự phát triển của 

nấm mốc. Đối với quá trình sinh tổng hợp pectinase, nguồn carbon giàu pectin 

có độ methoxyl hóa cao và đơn phân tử nhƣ pectic acid, D-galacturonate và 1 số 

nguồn carbon khác thƣờng đƣợc sử dụng. Các thành phần này không chỉ đóng 

vai trò đơn thuần là nguồn carbon cho sự phát triển của nấm mốc mà còn là cơ 

chất cảm ứng, xúc tác cho quá trình sinh tổng hợp pectinase [17, 169]. 

Mojsov (2010) đã khảo sát ảnh hƣởng của nguồn carbon tới khả năng sinh 

tổng hợp pectinase của chủng A. niger MK 15 nhận thấy chủng nấm mốc đƣợc 

nuôi trong môi trƣờng có glucose và fructose không tổng hợp đƣợc pectinase, 

ngƣợc lại hoạt độ pectinase cao khi bổ sung pectin từ tảo vào môi trƣờng nuôi 

cấy [123]. Trong khi đó, nghiên cứu Kaur và cs (2014) cho thấy hoạt độ 

pectinase của chủng nấm mốc Aspergillus sp. FSF7 gây hƣ hỏng hoa quả mạnh 

nhất khi nguồn carbon nuôi cấy là saccharose và yếu nhất là tinh bột [89]. Lê 

Thị Thảo và cs (2018) đã nuôi cấy chủng nấm mốc Aspergillus sp. C2.2 trên môi 

trƣờng Czapek dịch thể với pH tối ƣu là 5,0 thời gian nuôi cấy 72 giờ và nguồn 

nitrogen đƣợc chọn là NaNO3 với các nguồn carbon khác nhau nhƣ pectin, 

glucose, maltose, fructose, lactose, saccharose... Kết quả nghiên cứu cho thấy 

khi sử dụng nguồn carbon là pectin, khả năng tổng hợp pectinase của chủng 

Aspergillus sp. C2.2 mạnh nhất [24]. 

1.3.3.2.  gu n nitrog n 

Nitrogen tham gia vào quá trình tạo protein, nucleic acid và những chất có 

đặc tính sinh học khác của tế bào nấm mốc. Môi trƣờng có đủ lƣợng carbon và 

nitrogen cần thiết sẽ tích lũy lƣợng năng lƣợng lớn nhất. Ngoài ra, do amino 

acid là những cấu tử hợp thành phân tử enzyme, amino acid có ảnh hƣởng tốt 

đến quá trình sinh tổng hợp enzyme [17]. 

Qua các kết quả nghiên cứu cho thấy, các nguồn nitrogen khi bổ sung vào 

môi trƣờng nuôi cấy có ảnh hƣởng khác nhau đến sinh trƣởng, phát triển và khả 
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năng phân giải pectin của các chủng nấm mốc. Mojsov (2010) khảo sát ảnh 

hƣởng của nguồn nitrogen đến hoạt độ pectinase của chủng A. niger MK15 thấy 

rằng nguồn nitrogen tối ƣu để sinh tổng hợp pectinase là (NH4)2HPO4 [124]. 

Kaur và cs (2014) đã công bố hoạt độ pectinase của chủng nấm mốc Aspergillus 

sp. FSF7 cao nhất khi nuôi trong môi trƣờng có bổ sung nguồn nitrogen là urea 

và NaNO3 nhƣng hoạt độ pectinase thấp nhất với nguồn nitrogen nuôi cấy là cao 

nấm men [89]. 

Nghiên cứu của Lê Thị Thảo và cs (2018) cho thấy chủng nấm mốc 

Aspergillus sp. C2.2 sinh trƣởng, phát triển tốt trên môi trƣờng Czapek lỏng với 

các nguồn nitrogen khác nhau nhƣ NH4NO3, NH4Cl, NaNO3, peptone, tryptone, 

cao nấm men. Tuy nhiên, hoạt độ pectinase của chủng này tƣơng đối thấp trong 

môi trƣờng có nguồn nitrogen là NH4NO3 và tryptone. Ngƣợc lại, cao nấm men 

và NaNO3 là hai nguồn nitrogen tối ƣu cho sự sinh tổng hợp pectinase của 

chủng nấm mốc này [24]. 

1.3.3.3.  gu n c  chất 

Đặc điểm chung của môi trƣờng nuôi cấy nấm mốc sinh tổng hợp 

pectianse là sự có mặt của chất cảm ứng [17]. Theo Lê Thị Thảo và cs (2018), 

khi bổ sung pectin vào môi trƣờng nuôi cấy nấm mốc Aspergillus sp. C2.2 với tỷ 

lệ 3% hoạt độ pectinase đạt cực đại với 0,8887 U/mL/phút [24]. 

1.3.3.4.  gu n kho ng  inh  ư ng 

Các nguyên tố đa vi lƣợng có ảnh hƣởng đến sự sinh trƣởng và tổng hợp 

pectinase của nấm mốc. P cần để tổng hợp các thành phần quan trọng của tế bào, 

nhiều coenzyme và ảnh hƣởng trực tiếp đến sự sinh sản của nấm mốc. Mg có 

ảnh hƣởng đến độ bền nhiệt của enzyme. S có mặt trong các amino acid quan 

trọng nhƣ methionine, cysteine, có vai trò tích cực trong việc kích thích sinh 

tổng hợp enzyme. Ngoài ra, Mn, Co… cũng ảnh hƣởng đến sự sinh tổng hợp 

pectinase [17]. Lê Thị Thảo và cs (2018) nhận thấy các ion kim loại Mn
2+,

 Mg
2+

 

và Fe
2+

 có tác dụng hoạt hoá pectinase, trong khi đó Ca
2+

, K
+
 và Zn

2+
 ức chế 

enzyme này [24]. 
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1.3.4. Thời gian nuôi cấy 

Thời gian lên men ảnh hƣởng đáng kể đến khả năng sinh tổng hợp pectinase 

và hoạt tính của enzyme. Nấm mốc cần thời gian để phát triển và sinh tổng hợp 

pectinase. Nếu thời gian lên men quá dài môi trƣờng dinh dƣỡng sẽ giảm dần do đó 

nấm mốc phát triển yếu và hoạt tính enzyme sẽ bị giảm. Quá trình sinh tổng hợp 

pectinase của nấm mốc đạt cực đại thƣờng kết thúc khi nấm mốc bắt đầu sản sinh 

bào tử [17]. 

Theo Trần Thị Thanh Thuần và Nguyễn Đức Lƣợng (2009), thời gian 

nuôi cấy thích hợp cho A. niger thể hiện hoạt tính pectinase cao nhất là 48 giờ 

trên môi trƣờng bán rắn [25]. Nghiên cứu của Lê Thị Thảo và cs (2018) cho 

thấy, chủng Aspergillus sp. C2.2 có khả năng sinh tổng hợp pectinase mạnh nhất 

khi đƣợc nuôi cấy ở môi trƣờng Czapek dịch thể trong 72 giờ [24].  

So sánh với kết quả nghiên cứu của nhiều tác giả cho thấy, thời gian nuôi 

cấy ảnh hƣởng lớn đến khả năng tiết enzyme và tích lũy sinh khối của các chủng 

nấm mốc. Tùy chủng nấm mốc mà thời gian tối thích và khả năng tiết enzyme sẽ 

khác nhau. Bên cạnh đó, thời gian cũng làm ảnh hƣởng đến độ bền của enzyme, 

làm thay đổi khả năng phân hủy pectin của pectinase. Chính vì vậy, để thu đƣợc 

enzyme có hoạt tính và sinh khối lớn thì cần chú ý theo dõi yếu tố thời gian 

trong suốt quá trình nuôi cấy. 

1.4. HỆ THỐNG BIỂU HIỆN P. pastoris  

1.4.1. Hệ thống biểu hiện P. pastoris 

Theo hệ thống phân loại, P. pastoris thuộc giới Nấm, ngành Ascomycota, 

ngành phụ Saccharomycotina, lớp Saccharomycetes, Bộ Saccharomycetales, họ 

Saccharomycetaceae, chi Pichia, loài P. pastoris. 

P. pastoris sống ở 30-32
o
C, pH 3-7, biến dƣỡng methanol, glucose, 

sorbitol, glycerol... và cần nhiều oxygen trong quá trình biến dƣỡng các nguồn 

carbon. Theo Kielkopf và cs (2021) các P. pastoris đƣợc báo cáo là một trong 

những hệ thống hữu ích và linh hoạt nhất cho biểu hiện protein dị chủng, do đó 

chúng đã trở thành một trong những nấm men nghiên cứu rộng rãi nhất. Hệ 
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thống biểu hiện này có khả năng cảm ứng mạnh mẽ của promoter (pAOX1), khả 

năng tiết protein ngoại bào nên dễ tinh sạch, mức độ biểu hiện cao, các bộ gen 

của P. pastoris thao tác đơn giản. Vì là vi sinh vật đơn bào, do đó việc sử dụng 

các kỹ thuật thao tác ở mức độ tế bào dễ dàng với khả năng phát triển nhanh 

chóng trên các môi trƣờng nghèo dinh dƣỡng. Tƣơng tự nhƣ các sinh vật nhân 

chuẩn khác, P. pastoris có khả năng xử lý protein sau khi đƣợc dịch mã bao gồm 

gấp cuộn cấu trúc protein, xử lý phân giải protein, hình thành liên kết disulfide 

và glycosyl hóa. Nấm men P. pastoris có khả năng chuyển hóa methanol nhƣ 

nguồn carbon duy nhất của nó. Các promoter mạnh cho alcohol oxidase, AOX1, 

đƣợc quy định chặt chẽ và gây ra bởi methanol và nó đƣợc sử dụng cho sự biểu 

hiện của gen quan tâm. Theo đó, biểu hiện của protein ngoại bào có thể đƣợc 

gây ra bằng cách thêm methanol vào môi trƣờng tăng trƣởng [96]. 

Nấm men P. pastoris là hệ thống biểu hiện đƣợc sử dụng phổ biến để sản 

xuất các loại protein tái tổ hợp với nhiều ƣu điểm hơn so với Saccharomyces 

cervisiae nhƣ: có một promotor hiệu quả cao và đƣợc điều hòa chặt chẽ bởi gen 

cảm ứng methanol mã hóa alcohol oxidase-enzyme đầu tiên của con đƣờng sử 

dụng methanol. Khi không có methanol, gen AOX1 bị kết thúc hoạt động hoàn 

toàn. Ngoài ra, promotor AOX1 phản ứng rất nhanh với sự bổ sung methanol của 

môi trƣờng nên có thể nói, promotor AOX1 là một nhân tố quan trọng cho việc 

điều khiển phiên mã của gen nhân dòng và việc sản xuất lƣợng lớn protein tái tổ 

hợp. Hơn nữa, có thể chọn đƣợc thời điểm gây cảm ứng gen nhân dòng để sản 

xuất tối đa protein tái tổ hợp trong quá trình lên men quy mô lớn [181]. 

Hệ thống biểu hiện P. pastoris không tổng hợp ethanol nên có thể có đƣợc 

mật độ tế bào cao và tiết đƣợc lƣợng lớn protein. Bên cạnh đó, P. pastoris thông 

thƣờng tiết rất ít loại protein vì vậy sẽ đơn giản hóa đƣợc việc tinh sạch các 

protein tái tổ hợp đã tiết. Khả năng sinh trƣởng nhanh để đạt đƣợc mật độ tế bào 

cao và môi trƣờng nuôi cấy không yêu cầu phải chứa protein; dễ dàng mở rộng 

quy mô từ nuôi cấy quy mô nhỏ đến nuôi cấy lên men và sản lƣợng sinh khối 

cao trong các máy lên men (lên tới 400 g/L). Do đó việc sản xuất một loạt các 
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protein tái tổ hợp có thể xảy ra trong P. pastoris là vƣợt trội so với bất kỳ loài 

nấm men khác [181]. 

Ngoài ra, P. pastoris còn có một số ƣu điểm khác nhƣ có hệ thống biến 

đổi hậu dịch mã; sản phẩm thu đƣợc có dạng gấp cuộn có hoạt tính; loại 

methionine đầu mạch làm tăng độ bền protein và làm giảm tính kháng nguyên. 

Đối với việc sản xuất protein chữa bệnh, nhiều trong số đó yêu cầu sửa đổi hậu 

dịch mã. Về kinh tế, khi sử dụng P. pastoris thì chi phí làm sạch thấp hơn so với 

các protein của các chủng phổ biến hoặc vector ứng dụng thƣơng mại khác. Có 

nhiều lý do để P. pastoris trở thành một hệ thống biểu hiện đƣợc sử dụng rộng 

rãi. Sự cảm ứng mạnh mẽ của promotor AOX1 có thể đƣợc sử dụng để sản xuất 

protein. Các bài tiết protein trong P. pastoris thuận lợi cho việc làm sạch của 

protein tái tổ hợp. Mức độ biểu hiện của protein trong P. pastoris thu đƣợc trong 

lò phản ứng sinh học có thể tăng lên gấp 10-12 lần, khả năng thực hiện các sửa 

đổi sau dịch mã nhƣ hình thành liên kết disulfide và glycosyl hóa. Nấm men P. 

pastoris là một protein biểu hiện đƣợc thiết lập để tạo ra các enzyme công 

nghiệp, thực phẩm và sản xuất thức ăn... Vì tất cả những lý do trên, hệ thống 

biểu hiện của P. pastoris đƣợc chọn cho việc sản xuất nhiều protein nhân chuẩn 

[86, 96]. 

Hệ thống biểu hiện của P. pastoris có những nhƣợc điểm nhƣ: Chất cảm 

ứng methanol dễ cháy nổ. Protein ngoại lai đƣợc tiết ra ngoài dễ bị phân giải bởi 

các protease. Thời gian biểu hiện dài có thể làm một số protein tái tổ hợp kết tụ 

do tính kỵ nƣớc cao hay các tƣơng tác phân tử [96]. 

1.4.2. Hệ thống biểu hiện tái tổ hợp tƣơng đồng sử dụng P. pastoris 

1.4.2.1. Hệ thống vector biểu hiện 

Có rất nhiều vector biểu hiện P. pastoris đƣợc thiết kế. Về cơ bản một 

vector biểu hiện của P. pastoris bao gồm: Một trình tự promotor, thƣờng là 

AOX1 (alcohol oxidase 1) promotor điều khiển gen, các trình tự kết thúc phiên 

mã có nguồn gốc từ AOX1 của P. pastoris, một vùng khởi đầu sao chép, một gen 

đánh dấu chọn lọc trong E. coli và một gen đánh dấu chọn lọc trong nấm men. 
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Việc gắn thêm một trình tự tín hiệu hoặc từ gen phosphatase PHO1 của P. 

pastoris hay từ một nấm men khác tạo điều kiện cho việc tiết một protein tái tổ 

hợp. Hầu hết các vector P. pastoris đƣợc thiết kế là các plasmid cài nhập nhằm 

ổn định các plasmid trong quá trình sinh trƣởng [97, 103]. Vector bao gồm các 

thành phần chính sau: Promoter AOX1 điều khiển quá trình biểu hiện gen, trình 

tự dẫn tín hiệu peptide α-factor, trình tự nhận biết các enzyme cắt hạn chế cho 

tạo dòng gen, thụ thể c-myc phân tích biểu hiện và đuôi 6xHis tinh sạch protein 

tái tổ hợp, gen mã hóa kháng sinh zeocin, khởi điểm sao chép Ori (Hình 1.6) 

[176]. 

 

Hình 1.6. Hệ thống vector biểu hiện pPICZα A, B, C cho P. pastoris (Invitrogen, Mỹ) 

[176]. 

1.4.2.2. Các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình biểu hiện của P. pastoris  

Nhiệt độ 

Nhiệt độ có ảnh hƣởng quan trọng đến sự biểu hiện của P. pastoris. Đã có 

nhiều nghiên cứu cho rằng, vấn đề lớn nhất về sự tiết protein ngoại lai của tế bào 

là sự gấp nếp của protein và khả năng tiết protein của tế bào vào môi trƣờng 

nuôi cấy là nhờ vào sự ly giải tế bào tăng lên, gây ra sự suy giảm, phân giải 

protein và vấn đề quan trọng trong quá trình nuôi cấy là nhiệt độ [41, 75]. Khi 
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nhiệt độ nuôi cấy giảm thì tốc độ sản xuất protein tái tổ hợp giảm, mạng lƣới nội 

chất thực sự đã đƣợc giảm stress nhẹ, bảo tồn khả năng gấp của mạng lƣới nội 

chất và tăng cƣờng khả năng sống của tế bào [65]. 

P. pastoris có nhiệt độ tăng trƣởng tối ƣu trong khoảng 30
o
C, nhiệt độ giai 

đoạn cảm ứng nhỏ nhất đã đƣợc chứng minh là 15
o
C để tăng cƣờng biểu hiện 

protein ngoại bào mà không ảnh hƣởng đáng kể đến tăng trƣởng tế bào. Nhiệt độ 

thấp cũng có thể cải thiện năng suất vì giảm hoạt động của protease. Khi giảm 

nhiệt độ pha cảm ứng của P. pastoris từ 30°C xuống còn 23
o
C, việc sản xuất 

một loại protein tái tổ hợp tăng gấp ba lần. Kết quả này có thể đƣợc giải thích do 

ở nhiệt độ thấp tính ổn định sản phẩm tăng, khả năng tồn tại tế bào cũng tăng 

nhƣng khả năng phân giải của protease bị giảm. Nghiên cứu của Jahic và cs 

(2003) cũng cho kết quả tƣơng tự, ở nhiệt độ thấp, sản lƣợng của một loại 

protein tăng 100% trong phản ứng tổng hợp tái tổ hợp do hoạt động protease 

giảm. Việc giảm ở nhiệt độ thấp hơn là do hoạt động protease giảm và không 

sản xuất protease [75]. 

Nhiệt độ nuôi cấy là yếu tố quan trọng ảnh hƣởng lớn đến sinh trƣởng và 

sinh tổng hợp enzyme. Mỗi vi sinh vật đều có nhiệt độ tối ƣu cho sự phát triển 

của chúng. Tốc độ tăng trƣởng tối ƣu của P. pastoris là 30°C (Pichia expression 

kit-Invitrogen). Theo nhiều nghiên cứu, P. pastoris có thể đƣợc nhân giống ở 

nhiệt độ thấp khoảng 15
o
C, ở nhiệt độ này lƣợng protease nội bào sẽ giảm và 

làm tăng lƣợng protein ngoại bào. Một số nghiên cứu khác cũng đã cho thấy 

biểu hiện ở nhiệt độ thấp có thể làm tăng hàm lƣợng protein tái tổ hợp, mặc dù 

thời gian lên men dài hơn ở nhiệt độ 30°C [73]. 

pH   

P. pastoris có khả năng sinh trƣởng trong điều kiện pH khác nhau, từ 3,0-

7,0. Nếu giá trị pH bên ngoài phạm vi này, sẽ ảnh hƣởng đến tăng trƣởng tế bào, 

có thể ảnh hƣởng đến cả sự ổn định protein và hoạt tính protease ngoại bào, 

ngoài ra còn có thể gây ra sự kết tủa của muối. Điều này có thể giải thích do 

protease nhạy cảm với môi trƣờng acid. Độ pH trong môi trƣờng nuôi cấy có thể 
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ảnh hƣởng đến cả hoạt động protease và sự ổn định của protein biểu hiện, do đó 

nó phải đƣợc giám sát và duy trì trong một phạm vi tối ƣu. 

Dựa trên kết quả nghiên cứu, hoạt động pH tối ƣu nhất cho các protein tái 

tổ hợp dao động trong khoảng 5,5-8,0 để giảm thiểu hoạt động protease trong 

khi duy trì sự ổn định protein, giá trị pH cao hơn làm giảm khả năng di động và 

có thể làm giảm sự ổn định sản phẩm tái tổ hợp hoạt động. Protease và acid 

aspartic tiết ra bởi P. pastoris đƣợc kích hoạt tại giá trị pH thấp, có thể giải thích 

sự ảnh hƣởng của pH đến hoạt động phân giải protein [56].  

Nồng độ oxygen hòa tan    

Oxygen là chất dinh dƣỡng cần thiết trong quá trình biểu hiện của P. 

pastoris. Trong giai đoạn cảm ứng cần giảm thiểu lƣợng oxygen, vì nó ảnh 

hƣởng xấu đến sản lƣợng protein ngoại bào. Các báo cáo khác lại cho rằng, một 

số protein tái tổ hợp đƣợc sản xuất với sản lƣợng cao hơn trong môi trƣờng hạn 

chế oxygen. Wang và cs (2018) đã phát triển một mô hình dự báo của năng suất 

protein tái tổ hợp dựa vào nhiệt độ, độ pH trong môi trƣờng nuôi cấy. Các điều 

kiện tối ƣu cho việc nuôi cấy P. pastoris dự đoán bởi mô hình này là ở pH 5,64 

và nhiệt độ là 20,24°C [174]. 

Baumann và cs (2010) cho rằng khi áp dụng các điều kiện thiếu oxygen 

đến việc nuôi liên tục của chủng P. pastoris đã tăng 2,5 lần tốc độ sản xuất 

protein tái tổ hợp. Dựa trên những kết quả này, nhiều mô hình đƣợc thiết kế 

kiểm soát glucose bằng cách duy trì nồng độ ethanol vào khoảng 1,0% (v/v), kết 

quả tăng 230% về khả năng sinh tổng hợp protein tái tổ hợp [41].   

Mật độ tế bào   

Mật độ tế bào trƣớc lúc cảm ứng cũng ảnh hƣởng đến việc tạo ra sản 

phẩm protein ngoại lai. Đây là tác nhân ảnh hƣởng mạnh mẽ đến sự tồn tại và 

tốc độ tăng trƣởng của tế bào trong quần thể. Ở mật độ thấp, tế bào phát triển 

nhanh, sử dụng hiệu quả môi trƣờng tăng khả năng sinh tổng hợp protein. Ở mật 

độ cao, mật độ tế bào đạt ngƣỡng bão hòa trong thời gian ngắn và nhanh chóng 

đi vào chu trình apotosis. Vì vậy, trong các công bố trƣớc đây, các tác giả đã sử 
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dụng các mật độ tế bào đầu vào khác nhau dao động giá trị OD600nm trong 

khoảng 0,5-5,0. Nhiều công trình đã chứng minh giai đoạn sinh trƣởng của tế 

bào mà tại đó protein đƣợc cảm ứng biểu hiện có ảnh hƣởng lớn đến sự tổng hợp 

và khả năng hoạt động của protein, vì vậy mật độ tế bào cần đƣợc tối ƣu truớc 

khi bổ sung chất cảm ứng [56, 90]. 

Nồng độ chất cảm ứng    

Một trong các yếu tố quyết định sự biểu hiện thành công protein tái tổ hợp 

trong P. pastoris là nồng độ chất cảm ứng methanol, bởi vì việc biểu hiện các 

gen ngoại lai trong P. pastoris đƣợc điều khiển hiệu quả và chặt chẽ bởi 

promotor AOX1. Methanol đƣợc đƣa vào môi trƣờng nuôi cấy sẽ bị oxy hóa tạo 

thành hydrogenperoxid (H2O2) và formaldehyde nhờ AOX (trong tế bào P. 

pastoris). Tuy nhiên, trong quá trình biểu hiện, phải giữ mức độ methanol trong 

một phạm vi tƣơng đối hẹp. Methanol dƣ thừa có thể gây độc cho tế bào và làm 

giảm mạnh hoạt động promotor AOX, có thể dẫn đến chết tế bào [95]. 

Methanol là yếu tố cảm ứng quan trọng trong việc biểu hiện protein tái tổ 

hợp bằng chủng P. pastoris. Sự biểu hiện protein liên quan đến hoạt động của 

gen AOX1 và AOX2. Sự biểu hiện của gen AOX1 đƣợc điều hòa chặt chẽ và 

đƣợc cảm ứng bởi methanol ở mức rất cao, thƣờng ≥ 30% tổng lƣợng protein 

hòa tan trong tế bào nuôi cấy trên methanol. Trong khi AOX2 tƣơng đồng 

khoảng 97% với AOX1, thì tốc độ tăng trƣởng trên methanol chậm hơn nhiều so 

với AOX1. Nếu cảm ứng methanol ở nồng độ quá thấp sẽ cản trở quá trình phiên 

mã, làm giảm lƣợng protein ngoại lai tạo ra. Cảm ứng methanol ở nồng độ cao 

cũng có thể gây độc tế bào, ức chế sự sinh trƣởng của nấm men [69]. 

Theo hƣớng dẫn của nhà sản xuất (Pichia expression kit, Invitrogen), 

methanol 100% đƣợc bổ sung sau mỗi 24 giờ để cảm ứng sự biểu hiện protein 

ngoại lai trong P. pastoris nồng độ cuối cùng là 1%. Trong quá trình nuôi cấy 

lắc methanol bị bay hơi khá nhanh. Vì vậy, nồng độ chất cảm ứng đã đƣợc bổ 

sung đến nồng độ cuối cùng khác nhau để xác định ảnh hƣởng của nó đến khả 

năng biểu hiện của pectinase. Ngoài ra, sự có mặt của methanol là cần thiết cho 
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mức độ phiên mã cao. Thừa methanol sẽ làm hiệu quả phiên mã AOX1 và hoạt 

tính trao đổi chất của tế bào kém, đặc biệt khi tế bào ở môi trƣờng có nồng độ 

methanol cao trong thời gian dài. Nồng độ methanol trong pha cảm ứng ảnh 

hƣởng trực tiếp đến sự sản xuất protein và sinh trƣởng của tế bào [63].   

Tốc độ lắc   

Tốc độ lắc có vai trò quan trọng trong quá trình sinh trƣởng và phát triển 

đối với các chủng nấm men. Tốc độ lắc góp phần phân bố đều mật độ tế bào và 

cung cấp đủ lƣợng oxygen cho tế bào sử dụng. Do đó, tốc độ lắc ảnh hƣởng rất 

lớn đến khả năng sinh tổng hợp pectinase của chủng nấm men P. pastoris tái tổ 

hợp. Nhiều nghiên cứu cho thấy, tốc độ lắc là cơ sở duy nhất để cung cấp 

oxygen hòa tan cho quá trình sống của nấm men trong môi trƣờng dịch thể, ảnh 

hƣởng đến khả năng tổng hợp protein và ảnh hƣởng trực tiếp đến quá trình tiết 

enzyme ngoại bào [41]. 

Phƣơng thức chuẩn tiến hành sản xuất protein ngoại lai trong P. pastoris 

cơ bản dựa trên chiến lƣợc bổ sung cơ chất đầy đủ trong các pha sinh trƣởng, 

pha sử dụng oxygen cực lớn, quá trình này liên quan chặt chẽ đến tốc độ lắc. 

Tốc độ lắc càng cao thì quá trình sử dụng oxygen càng lớn, thúc đẩy quá trình 

sinh trƣởng và cảm ứng [63]. 

 

1.5. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU SÀNG LỌC VÀ BIỂU HIỆN GEN 

PECTINASE  

1.5.1. Thế giới 

Pectinase đƣợc nghiên cứu từ lâu trên thế giới với nhiều khía cạnh nhƣ: 

thu nhận, khảo sát, tạo dòng và biểu hiện gen. Nhiều tác giả đã nghiên cứu 

pectinase của nấm mốc nhƣ: Blandino (2001) từ Rhizopus stolonifer [43], Silva 

(2002) từ Penicillium viridicatum [162], Guevara (1997) từ Fusarium 

oxysporum [68], Olsson và cs  (2003) nghiên cứu Trichoderma reesei [132] hay 

Teixeira và cs (2000) với A. japonicas [170]… Tuy nhiên, đối tƣợng đƣợc 

nghiên cứu nhiều nhất vẫn là A. niger [58, 77, 115]. 
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Pectinase lần đầu tiên đƣợc phát hiện bởi nhà khoa học Enrico Fremi trên 

đối tƣợng là củ cà rốt vào năm 1840. Sau đó, enzyme này đƣợc nghiên cứu trên 

các đối tƣợng khác nhƣ cà chua, đại mạch [27]. 

Priya và Sashi (2014) đã sàng lọc các vi sinh vật có khả năng sinh tổng 

hợp pectinase từ những cơ chất giàu pectin và tuyển chọn đƣợc các chủng có 

hoạt tính pectinase mạnh dựa vào vòng thủy phân pectin trên các đĩa thạch chứa 

pectin tách từ vỏ cam quýt là nguồn carbon duy nhất. Dựa trên kết quả thu đƣợc 

cho thấy, các chủng nấm mốc thuộc Penicillium spp. và Aspergillus spp. có triển 

vọng cao trong sản xuất pectinase từ vi sinh vật [142]. Kaur và cs (2014) cũng 

đã tiến hành phân lập các chủng nấm mốc có khả năng sinh pectinase cao từ trái 

cây hỏng và đã tuyển chọn đƣợc bay chủng nấm mốc có hoạt tính pectinase cao, 

trong đó 5 chủng đƣợc xác định thuộc Aspergillus sp., một chủng thuộc 

Fusarium sp. và một chủng thuộc Trichoderma sp. Các chủng nấm mốc này 

đƣợc sàng lọc để sản xuất pectinase [89]. Okonji và cs (2019) đã phân lập chủng 

Aspergillus fumigatus, hoạt tính pectinase tối đa đạt đƣợc là 3,52 U/ml sau 144 

giờ [131].  

Kamalambigeswari và cs (2018) đã sàng lọc ba chủng A. niger khác nhau 

F-3, F-4, F-P với chủng F4 tạo ra vùng thủy phân pectin tối đa là 9 mm [83]. 

Madika và cs (2020) đã phân lập và tuyển chọn đƣợc bảy chủng A. niger từ mẫu 

đất và đã sản xuất pectinase bằng cách sử dụng pectin từ cam quýt làm cơ chất 

trong điều kiện lên men chìm. Chủng A. niger RD3 tạo ra vùng thủy phân pectin 

cao nhất (53±1,10 mm) trong khi chủng RD5 tạo ra vùng thủy phân thấp nhất 

(35±3,10 mm). Trong điều kiện lên men chìm, chủng A. niger SP5 thể hiện hoạt 

độ pectinase cao nhất là 2,92 U/mL trong khi đó chủng RD4 chỉ đạt 1,29 U/mL. 

A. niger có thể dễ dàng đƣợc phân lập từ nhiều loại đất khác nhau với tần suất 

cao nhất là trong đất từ chuồng nuôi cừu và bãi rác. Tất cả các chủng A. niger đã 

chứng minh tiềm năng sản xuất pectinase [115]. El-Ghomary và cs (2021) đã 

phân lập đƣợc 10 chủng Aspergillus có khả năng thủy phân pectin. Trong đó có 

bốn chủng (F4, F5, F9 và F10) tạo vòng thủy phân pectin cao lần lƣợt là 3,62; 
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3,70; 3,91 và 4,75 cm. Chủng F9 đƣợc định danh là A. flavus và đƣợc chọn để 

sản xuất pectinase. Điều điện tối ƣu để sản xuất pectinase là pH 7,0 (32,64 

U/ml), nhiệt độ 25°C (39,09 U/mL), thời gian nuôi cấy 5 ngày (38,11 U/mL), 

maltosse (30,79 U/mL), peptone (39,25 U/mL) và FeSO4 (37,41 U/mL) trong 

môi trƣờng sản xuất [57]. 

Garg và cs (2016) đã nghiên cứu về vai trò và tiềm năng ứng dụng của 

pectinase trong các ngành công nghiệp sản xuất nhƣ công nghiệp thực phẩm, 

công nghiệp sản xuất rƣợu vang, công nghiệp giấy, sản xuất thức ăn chăn nuôi, 

khai thác dầu thực vật… nhằm tiết kiệm nhiên liệu, tăng hiệu suất sản xuất và 

góp phần bảo vệ môi trƣờng [64]. Famotemi và cs (2015) đã nghiên cứu quá 

trình sản xuất pectinase từ các chủng A. niger sử dụng bã ngô làm cơ chất bằng 

quá trình lên men ở trạng thái rắn [59]. Azzaz và cs (2013) đã tiến hành tối ƣu 

hoá sản xuất pectinase và ứng dụng trong phân huỷ xơ chuối. Pectinase đã sản 

xuất thành công từ A. niger trong các điều kiện tối ƣu: Sử dụng bột củ cải đƣờng 

làm cơ chất với hàm lƣợng 16%, dịch chiết cao nấm men 0,33 g/L, pH môi 

trƣờng 7,0 với thời gian nuôi cấy là 48 giờ. Sợi chuối tƣớc, sấy khô và đƣợc xử 

lý bằng pectinase thô thu từ A. niger dễ dàng tách xơ [38]. 

Các chủng vi sinh vật tự nhiên thƣờng tạo ra lƣợng pectinase không đủ 

cao cho các ứng dụng công nghiệp. Do đó, để tạo nguyên liệu di truyền sản xuất 

các pectinase tái tổ hợp ngƣời ta đẩy mạnh nghiên cứu tạo dòng và biểu hiện gen 

của pectinase trong các tế bào chủ khác nhau. Trên thế giới đã có nhiều công 

trình nghiên cứu về tạo dòng và biểu hiện gen pectinase ở các tế bào chủ. 

Parenicova và cs (2000) đã phân lập hai gen pgaA và pgaB; đây là hai gen mã 

hóa endopolygalacturonase (PGs, EC 3.2.1.15) A và B từ thƣ viện gen của A. 

niger N400. Vùng mã hóa protein 1.167 bp của gen pgaA bị gián đoạn bởi một 

intron, trong khi vùng mã hóa 1.234 bp của gen pgaB chứa hai intron. Các 

protein tƣơng ứng, PGA và PGB, bao gồm 370 và 362 amino acid tƣơng ứng; 

gen pgaD từ A. niger N400 cũng đƣợc phân lập có kích thƣớc 1.716 bp [136]. 

Singh (2012) đã phân lập gen mã hóa một pectinase từ dữ liệu metagenome 
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trong đất có khung đọc mở 1.311 bp, mã hóa chuỗi protein có khối lƣợng phân 

tử 47,9 kDa [163]. Yuan và cs (2019) đã tạo dòng gen pectate lyase (pppel9a) từ 

Paenibacillus polymyxa KF-1 có kích thƣớc 1350 bp, mã hóa chuỗi protein gồm 

449 amino acid và khối lƣợng phân tử 45,3 kDa [180]. Tƣơng tự, Zhou và cs 

(2017), Guan và cs (2020), Haile (2022), Liu và cs (2024) biểu hiện pectate 

lyase từ Bacillus sp. ở E. coli, cho thấy hoạt động tối đa ở độ pH tối ƣu 10,5; 8,0 

và 8,5 nhiệt độ tối ƣu lần lƣợt là 70
o
C, 50

o
C, 35°C và 50

o
C [67], [70], [114], 

[184]. 

Gần đây nhiều báo cáo cho thấy tạo dòng và biểu hiện gen pectinase có 

hiệu quả trong P. pastoris nhƣ: Liu và cs (2014) đã tách đƣợc gen endo-

galacturonase A (pgaA) từ chủng A. niger JL-15 có khung đọc mở 1.113 

nucleotide mã hóa cho một peptide gồm 370 amino acid và biểu hiện thành công 

vào P. pastoris GS115 dƣới sự kiểm soát của chất kích thích AOX1. Sau khi 

cảm ứng bằng methanol trong 96 giờ hoạt tính của enzyme tái tổ hợp rePgaA 

đạt 2.091,0±14,3 U/mg, khối lƣợng phân tử của rePgaA đạt 40 kDa. Nhiệt 

độ và pH tối ƣu của rePgaA lần lƣợt là 50
o
C và 5,0 [113]. Chen và cs 

(2014) đã tạo dòng gen ACM61449 từ Caldicellulosiruptor bescii và biểu hiện 

trong E. coli. Nhiệt độ và pH tối ƣu của protein lần lƣợt là 72°C và 5,2 [49].  

Xu và cs đã khuếch đại gen mã hóa gen pectin lyase PNL-ZJ5A từ A. 

niger ZJ5 có trình tự nucleotitde là 1.428 bp và mã hóa protein gồm 475 amino 

acid. Gen PNL-ZJ5A đã đƣợc biểu hiện thành công ở P. pastoris. PNL-ZJ5A tinh 

khiết thể hiện hoạt động tối ƣu ở 43°C và pH 5,0. Kết quả SDS-PAGE cho thấy 

khối lƣợng phân tử của PNL-ZJ5A đạt 54 kDa lớn hơn so với khối lƣợng phân 

tử lý thuyết (47 kDa). PNL-ZJ5A có hiệu quả trong việc làm trong nƣớc táo. 

PNL-ZJ5A đã tăng sản lƣợng nƣớc ép trái cây một cách đáng kể. Hơn nữa, PNL-

ZJ5A làm giảm độ nhớt của nƣớc táo tới 38,8% và tăng độ truyền qua lên 86,3% 

[177]. Gen endo-polygalacturonase (endo-PgaA) từ A. niger SC323 đã đƣợc tạo 

dòng và biểu hiện thành công ở Saccharomyces cerevisiae EBY100. Gen endo-

PgaA có chiều dài bao gồm 1.113 bp và mã hóa protein gồm 370 amino acid. 
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Sau khi cảm ứng bằng galactose trong 48 giờ, hoạt độ của end-PgaA tái tổ hợp 

trong dịch nổi nuôi cấy có thể đạt tới 1.448,48 U/mg. Pectinase tái tổ hợp đƣợc 

tinh chế bằng kết tủa ammonium sulfate 85%. Khối lƣợng phân tử của end-PgaA 

là khoảng 45,0 kDa, cao hơn giá trị tính toán (~38,8 kDa). Độ pH và nhiệt độ tối 

ƣu của enzyme tái tổ hợp đã tinh chế lần lƣợt là 5,0 và 50°C [185]. 

Năm 2017, Abdulrachman và cs đã biểu hiện thành công gen endo-

polygalacturonase (endoPG) từ A. aculeatus trong P. pastoris KM71. Gen 

endoPG (1.029 bp) thể hiện hoạt tính đặc hiệu là 1.892,08 U/mg đối với pectin 

cam quýt trong điều kiện tối ƣu ở 50°C, độ pH 5,0 với Vmax và Km lần lƣợt là 

65.451,35 μmol/phút/mL và 15,14 mg/mL. Hoạt độ tối đa 2.408,70±26,50 

U/mL. Enzyme tái tổ hợp đã đƣợc chứng minh là thích hợp để ứng dụng làm tác 

nhân tẩy rửa sinh học, khối lƣợng phân tử của protein đƣợc tiết ra phù hợp với 

khối lƣợng phân tử lý thuyết là 38,7 kDa [32]. Zhang và cs (2018) đã tạo dòng 

và biểu hiện thành công gen pectin methylesterase (PME-ZJ5A), từ A. niger ZJ5 

trong P. pastoris. Gen PME-ZJ5 có kích thƣớc 1088 bp mã hóa một chuỗi 

polypeptide gồm 327 amino acid. PME-ZJ5A đã đƣợc biểu hiện thành công ở P. 

pastoris, hoạt tính PME cao nhất (71,11 U/mL) sau khi cảm ứng với methanol 

trong 20 giờ ở 30
o
C. PME-ZJ5A tinh khiết có khối lƣợng phân tử khoảng 37 

kDa, cao hơn khối lƣợng phân tử lý thuyết (34,8 kDa). PME-ZJ5A tái tổ hợp 

tinh khiết hoạt động tối ƣu ở pH 3,8 nhiệt độ 45
o
C và tăng độ truyền qua của 

nƣớc ép dứa lên 60,8% [182]. Carrasco và cs (2019) đã biểu hiện gen chịu lạnh 

polygalacturonase từ Tetracladium sp. trong P. pastoris. Gen tái tổ hợp 

polygalacturonase là TPG1 gồm 5 exon và mã hóa protein gồm 368 gốc amino 

acid. Trình tự tổng hợp của TPG1 đƣợc chèn vào vectơ pPinkα-HC và đƣợc biểu 

hiện trong P. pastoris PichiaPink. Protein ngoại bào đƣợc lấy từ môi trƣờng nuôi 

cấy và đƣợc phân tích bằng SDS-PAGE kết quả băng protein khoảng 38 kDa 

[47]. Karaoğlan và Erden-Karaoğlan (2020) đã nghiên cứu ảnh hƣởng của việc 

tối ƣu hóa codon và lựa chọn chất kích thích đến quá trình sản xuất endo-

polygalacturonase tái tổ hợp ở P. pastoris. Trong phạm vi nghiên cứu, các gen 
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pectinase tự nhiên và đƣợc tối ƣu hóa bằng codon đã đƣợc chuyển sang chủng P. 

pastoris X33 và đƣợc biểu hiện dƣới sự điều hòa của chất kích thích AOX1 cảm 

ứng bằng methanol và ADH2 cảm ứng bằng ethanol. Kết quả sự kết hợp giữa 

promer và codon thể hiện mức sản xuất cao nhất đƣợc xác định là ADH2 và 

pectinase đƣợc tối ƣu hóa cho codon mang lại hoạt tính enzyme là 42,33 U/mL. 

Dòng sản xuất tốt nhất đƣợc nuôi cấy trong môi trƣờng 400 mL trong bình lắc 

2 L và enzyme đƣợc tinh chế bằng phƣơng pháp His-tag. Điều kiện tối ƣu của 

enzyme tinh khiết là 50°C và pH 5,0. Hằng số Michelis-Menten (Km) và vận tốc 

tối đa (Vmax) của pectinase tái tổ hợp đã xác định lần lƣợt là 6,9 mg/mL và 67,57 

μmol/mg/phút [85]. 

Famotemi và cs (2021) đã tinh sạch và xác định đặc tính của pectinase từ 

chủng A. niger F7-02. Đƣờng kính vòng phân giải pectin đạt 25 mm và hoạt tính 

riêng là 2.028,57 U/mL. Nhiệt độ và pH tối ƣu của hoạt động pectinase lần lƣợt 

là 65°C và 4,0. Pectinase ổn định ở pH 3,0-6,0. Pectinase đặc biệt cho thấy hoạt 

tính cao khi có mặt Mn
2+

 và Ca
2+

. Khối lƣợng phân tử của pectinase là 40 kDa 

[60]. Jalil và Ibrahim (2021) đã tinh sạch và xác định đặc điểm của pectinase từ 

A. niger LFP-1 cho thấy trọng lƣợng phân tử của enzyme tinh khiết đƣợc xác 

định thông qua SDS-PAGE. Kết quả cho thấy enzyme thô đã đƣợc tinh chế tới 

75,89 lần với hoạt tính riêng là 61,54 U/mg và hiệu suất thu đƣợc là 0,01%. 

Khối lƣợng phân tử của pectinase tinh khiết là 48 kDa. pH và nhiệt độ tối ƣu lần 

lƣợt là 3,5 và 50°C. Enzyme ổn định ở khoảng pH 3,5 đến 4,5 và nhiệt độ tƣơng 

đối cao (40°C-50°C) trong 100 phút [76].  Liu và cs (2022) tạo dòng gen pectin 

lyase PNLZJ5B từ A. niger ZJ5 và biểu hiện thành công ở P. pastoris. PNLZJ5B 

tái tổ hợp thể hiện hoạt tính cao đối với pectin cam quýt (150 U/mL). Thông qua 

việc tối ƣu hóa codon, hiệu suất biểu hiện của PNLZJ5B ở P. pastoris đã tăng 

lên gấp 3-5 lần (532,150 U/mL). PNLZJ5B hoạt động tối ƣu và độ ổn định tốt ở 

58°C và pH 4,5. Hoạt tính PNLZJ5B đƣợc cải thiện khi tăng mức độ este hóa 

methyl của pectin. So với pectin lyase thƣơng mại, PNLZJ5B thu đƣợc lƣợng 

nƣớc ép cao hơn [112]. 
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1.5.2. Việt Nam 

Ở Việt Nam, đã có nhiều công trình nghiên cứu về nấm mốc phân giải 

pectin chủ yếu tập trung vào việc thu nhận, khảo sát đặc tính, cố định và ứng 

dụng pectinase.  

Năm 2005, Lê Thị Thanh Hƣơng và Nguyễn Thùy Châu đã tiến hành 

phân lập và tuyển chọn nấm mốc A. niger từ 80 mẫu vỏ chanh, bƣởi, thanh long 

và vỏ thịt quả cà phê thu thập tại Hà Nội, Hải Hƣng, Nam Hà, Sơn La và Lâm 

Đồng. Kết quả đã phân lập đƣợc 50 chủng A. niger, trong đó tuyển chọn đƣợc 

một chủng thuộc loài A. niger có khả năng sinh pectinase cao nhất, đạt 333 

U/mL, kí hiệu là C8.7/10 [12]. Trần Thanh Trúc (2013)  đã phân lập và tuyển 

chọn một số dòng A. niger sinh pectin methylesterase có hoạt tính cao từ các 

loại vỏ quả giàu pectin ở đồng bằng sông Cửu Long, thu đƣợc 60 chủng nấm 

mốc, tuyển chọn đƣợc 14 chủng cho hoạt tính pectinase mạnh, trong đó có 2 

chủng có hoạt tính mạnh là R1 và S02 [27]. Vũ Kim Dung (2015) đã phân lập 

đƣợc 37 chủng nấm mốc và tuyển chọn đƣợc chủng A. niger CNTP 5037, tạo 

đƣợc chủng đột biến A. niger UV06-12-23 bằng tia tử ngoại có khả năng sinh 

tổng hợp endo-polygalacturonase cao (60,82 U/g) cho mục tiêu sản xuất pectic 

oligosaccharide [5]. Trần Quốc Dung và cs (2015) đã phân lập và sàng lọc một 

số chủng A. niger sinh pectinase từ vỏ củ, quả ở thành phố Huế. Trong 50 chủng 

A. niger phân lập từ các mẫu vỏ xoài, thanh long, cà rốt, chuối, táo đã thu đƣợc 

hai chủng là X5 và X9 có khả năng sinh tổng hợp pectinase đạt trên 10 U/mL 

sau 3 ngày nuôi cấy [6]. Trần Ngọc Hùng và cs (2016) đã sàng lọc đƣợc 9 chủng 

A. niger, trong đó chủng B2 sinh tổng hợp pectinase tốt nhất trên môi trƣờng 

chứa 12% bột cùi bƣởi, lƣợng nƣớc bổ sung vào môi trƣờng 40%, thời gian 

thích hợp để thu nhận enzyme là 5 ngày, hoạt độ pectinase đạt 4,82 U/g [9]. 

Phạm Thị Ngọc Lan và cs (2017) đã phân lập đƣợc 77 chủng nấm mốc có 

khả năng phân giải pectin từ 14 mẫu vỏ quả khác nhau. Từ đó nhóm tác giả đã 

tuyển chọn đƣợc 2 chủng nấm mốc M4 và M75 có khả năng phân giải pectin 

mạnh. Chủng nấm mốc Penicillium citrinum M4 có vòng phân giải pectin đạt 
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27,67 mm, hoạt độ chung là 12,99 U/mL. Chủng nấm mốc A. oryzae M75 có 

vòng phân giải là 30,33 mm, hoạt độ chung 8,69 U/mL [15].  Lê Thị Thảo và cs 

(2018)  đã phân lập và tuyển chọn chủng nấm mốc có khả năng sinh tổng hợp 

pectinase từ các nguồn vật liệu giàu pectin. Từ vỏ của các loại quả bƣởi, cam, 

chanh, quýt bị mốc tự nhiên đã phân lập và tuyển chọn đƣợc chủng Aspergillus 

sp. C2.2 [24]. Ngô Thị Bảo Châu và cs (2020) đã tiến hành phân lập từ các mẫu 

vỏ trái cây hỏng đƣợc 118 chủng nấm mốc có khả năng phân giải pectin và 

tuyển chọn đƣợc chủng Aspergillus niger MP55 và chủng Aspergillus tamarii 

MP104 có hoạt tính pectinase mạnh [3]. 

Hiện nay, pectinase đang đƣợc ứng dụng khá rộng rãi trong chế biến thực 

phẩm. Nguyễn Nhật Minh Phƣơng và cs (2011) đã nghiên cứu tác động 

pectinase đến khả năng trích li dịch quả. Kết quả nghiên cứu cho thấy, nhiệt độ 

tối ƣu cho hoạt động của pectinase là 40-50
o
C, đồng thời pH cũng ảnh hƣởng rất 

rõ đến lƣợng dịch quả thu hồi sau thủy phân bởi enzyme, với giá trị pH tối ƣu là 

4,5 [21]. Phan Thị Hƣờng và Nguyễn Thị Thu Sang (2017) đã tiến hành nghiên 

cứu ứng dụng pectinase trong sản xuất nƣớc mơ đóng chai. Với nghiên cứu này, 

pectinase hoạt động mạnh nhất ở nhiệt độ 50°C và pH 4,5 [13]. Mai Thị Thúy 

Nga và Nguyễn Thị Thu Sang (2017) cũng đã nghiên cứu ứng dụng pectinase 

trong sản xuất nƣớc bình bát đóng chai. Trong quá trình thí nghiệm cho thấy 

nhiệt độ tối ƣu cho hoạt động của pectinase là 50-55°C với pH là 4,5 [18].  

Trần Ngọc Hùng (2017) đã nghiên cứu nâng cao hiệu quả bóc vỏ tiêu đen 

(Piper nigrum L.). Kết quả nghiên cứu cho thấy có sự giải phóng cellulase và 

pectinase nội sinh từ vỏ tiêu khi ngâm tiêu với nƣớc trong khoảng 24 giờ. Trong 

trƣờng hợp không bổ sung pectinase, hiệu quả bóc vỏ tiêu đạt cao nhất khi bổ 

sung nƣớc với tỷ lệ tiêu/nƣớc là 1/1, sau 48 giờ ngâm ở nhiệt độ 35
o
C, hiệu suất 

bóc vỏ tiêu đạt 92,20%. Trên quy mô thử nghiệm với khối lƣợng 5 kg, tiêu đƣợc 

ngâm nƣớc 24 giờ, bổ sung pectinase với hoạt độ 4 U/ 50 g tiêu, ủ ở nhiệt độ 

40°C trong thời gian 4 giờ, hiệu suất bóc vỏ tiêu đạt 93,20%. Hàm lƣợng 

piperine trong sản phẩm tiêu sọ thử nghiệm đạt 6,58%, cao hơn so với một số 
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sản phẩm phổ biến trên thị trƣờng hiện nay [10]. 

Đỗ Thị Hiền và Huỳnh Phan Phƣơng Trang (2019) đã sử dụng enzyme 

pectinase hoạt tính 194 U/mL từ A. niger để tạo chế phẩm dạng bột bằng 

phƣơng pháp sấy phun. Nghiên cứu của tác giả đã xác định đƣợc nồng độ chất 

trợ sấy 10% maltodextrin, nhiệt độ sấy 130°C, tốc độ nhập liệu 288 mL/h để tạo 

chế phẩm enzyme pectinase dạng bột. Ngoài ra, nghiên cứu đã xác định một số 

đặc tính của chế phẩm enzyme thu đƣợc: thông số động học Km là 28,4 mg/mL; 

nhiệt độ 40°C; pH 5,0; chất hoạt hóa Cu
2+

; chất ức chế Ag
+
 ảnh hƣởng đến hoạt 

động của chế phẩm enzyme [8]. Phạm Văn Thao và cs (2020) đã tiến hành 

nghiên cứu sử dụng chế phẩm nấm men và pectinase để xử lý cà phê nhằm bảo 

quản nguyên liệu, hạn chế hƣ hỏng chất lƣợng và tổn thất sau thu hoạch. Kết quả 

cho thấy, việc sử dụng nấm men kết hợp với pectinase xử lý quả cà phê sau thu 

hoạch bƣớc đầu có hiệu quả rõ rệt trong việc hạn chế giảm chất lƣợng khi bảo 

quản nguyên liệu, giúp bảo quản cà phê trong thời gian 8 ngày tốt hơn so với đối 

chứng [23]. Phan Thị Kiều Linh (2020) đã tiến hành đánh giá hiệu quả của 

pectinase đến quá trình thu hồi dịch nho-dâu tằm. Nghiên cứu chế biến rƣợu 

vang từ sự kết hợp giữa nho Ninh Thuận và dâu tằm Đà Lạt (tỷ lệ 8:2) với hàm 

lƣợng pectinase 0,1% cho hiệu suất dịch thu hồi dịch quả tăng, cải thiện màu 

sắc, độ trong, độ nhớt của sản phẩm đáng kể [16]. Giang Kiến Quốc và cs 

(2021) đã sử dụng kết hợp pectinase và cellulase nhằm nâng cao hiệu suất trích 

ly caffeine từ bột cà phê rang xay. Kết quả cho thấy khả năng ứng dụng chế 

phẩm enzyme và hỗn hợp enzyme trong li trích caffeine từ bột cà phê rang xay 

có khả năng ứng dụng thực tế. Từ dịch li trích caffeine này, có thể tiếp tục xử lý 

làm tinh sạch caffeine bổ sung vào nƣớc giải khác hay chế biến các loại thực 

phẩm khác [22].  

Lƣu Minh Châu và cs (2021) đã tiến hành nghiên cứu bổ sung pectinase 

vào dịch quả mãng cầu xiêm để tạo rƣợu vang mãng cầu xiêm. Dịch quả mãng 

cầu xiêm đƣợc bổ sung pectinase với nồng độ 0,3% trong 1 giờ và chủng nấm 

men FBY009 có khả năng lên men tốt nhất với hàm lƣợng ethanol là 12,71% 
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(v/v) và đƣợc đánh giá cảm quan tốt [4]. Đoàn Thị Kiều Tiên và cs (2022) đã 

nghiên cứu hiệu quả làm trong của pectinase và sự ổn định chất lƣợng rƣợu vang 

mãng cầu xiêm theo thời gian tồn trữ. Kết quả pectinase đƣợc sử dụng với tỷ lệ 

0,05% w/v có khả năng làm trong rƣợu mãng cầu xiêm và cho kết quả đánh giá 

cảm quan về độ trong và màu sắc, mùi, vị tốt; độ truyền quang ở bƣớc sóng 450 

nm là 24,89%. Kết quả cũng cho thấy rƣợu đƣợc bảo quản ở nhiệt độ (2-4C) 

đƣợc ƣa chuộng hơn bảo quản ở nhiệt độ phòng (28-30C) về độ trong, màu sắc, 

mùi và vị sau 6 tháng bảo quản [26]. 
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Chƣơng 2. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. VẬT LIỆU VÀ HÓA CHẤT 

2.1.1. Vật liệu  

Các chủng nấm mốc thuộc chi Aspergillus có khả năng sinh pectinase đƣợc 

phân lập từ một số mẫu vỏ củ, quả giàu pectin nhƣ cam, chanh, bƣởi, quýt, 

chuối, xoài, táo, khoai tây, cà rốt, thanh long… Mẫu đƣợc thu ở các chợ thuộc 

thành phố Huế: Chợ Bến Ngự,  chợ An Cựu,  chợ Cống,  chợ Phƣớc Vĩnh...  

Thời điểm thu nhận mẫu đƣợc tiến hành vào các khoảng thời gian khác 

nhau trong năm (Bảng 3.1).  

Mẫu vỏ củ, quả giàu pectin sau khi thu về để lên mốc tự nhiên cho vào túi 

trữ mẫu và đóng túi lại. Các mẫu sau khi thu đƣợc bảo quản ở 4
o
C cho đến khi 

nuôi cấy phân lập. 

 Chủng Escherichia coli TOP10 đƣợc sử dụng để khuếch đại plasmid. 

pPICZαA, Pichia pastoris X33 đƣợc mua từ Invitrogen (CA, USA).  Plasmid 

pPICZαA và chủng P. pastoris X33 đƣợc sử dụng làm vật chủ biểu hiện protein.  

 Các vector sử dụng trong nghiên cứu: Vector pGEM
®
-T Easy (Promega, 

Mỹ) sử dụng trong phản ứng tạo dòng để phân tích trình tự; Vector pUC19 

(Thermo scientific, Mỹ) sử dụng trong tạo dòng chƣa gen mã hóa pectinase tổng 

hợp nhân tạo; Vector pPICZαA (Thermo Fisher, Invitrogen) sử dụng để biểu 

hiện gen trong chủng P. pastoris X33. 

Các kit sử dụng trong nghiên cứu: GoTaq
®
 Green Master Mix 2x 

(Promega, Mỹ); Kit GeneJET Gel Extraction K0691 (Thermo scientific, Mỹ); 

Kit GeneJET Plasmid Miniprep (K0502, Thermo scientific, Mỹ). 

Thang DNA GeneRuler 1 kb, các enzyme giới hạn EcoRI (#ER0271), XbaI 

(#ER0681) đã đƣợc mua từ Thermo Fisher Scientific. 
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2.1.2. Hóa chất 

2.1.2.1. Hóa chất 

Một số hóa chất sử dụng trong nghiên cứu: K2HPO4; MgSO4.7H2O; 

NaNO3; KCl; FeSO4.7H2O (Xilong Chemical, Trung Quốc); pectin; peptone; 

yeast extract; meat extract (HIMEDIA, Ấn Độ); agar (Hải Long, Việt Nam); 

Tryptone, 3,5-dinitrosalicylic (DNS), glucose, phenol, chloroform, isopropanol 

(Merck, Đức); CTAB (ABT- Việt Nam); Bacto agar, EDTA, IPTG, X-gal (Bio-

Rad, Mỹ); bovine serum albumin (Nacalai, Nhật Bản); zeocine, imidazole,  

GeneJET Plasmid Miniprep, GeneJET Gel Extraction (Thermo scientific, Mỹ); 

RedSafe
TM

 Nucleic Acid Staining Solution 20000x (iNtRON Biotechnology, 

Hàn Quốc); GoTaq
®
 Green Master Mix 2x (Promega, Mỹ). 

2.1.2.2. Dung dịch và đệm 

Các dung dịch và đệm pH khác nhau gồm: đệm Phosphate-Citrate 

(NaH2PO4 0,2M và acid citric 0,1 M) với các mức pH 4,0-6,0; đệm Phosphate 

(NaH2PO4 0,2 M và Na2HPO4 0,2 M) với các mức pH 6,0-8,0; đệm CTAB (100 

mM Tris-HCl, pH 8; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB; 0,2% β-

mercaptoethanol); đệm sodium citrate (pH 2,0-4,0), đệm sodium acetate (pH 

4,0-6,0), đệm potassium phosphate (pH 6,0-8,0), đệm Tris-HCl (pH 8,0-9,0).  

2.1.3. Môi trƣờng nuôi cấy 

Bảng 2.1. Thành phần môi trƣờng LB 

Thành phần Môi trƣờng LB 

LB lỏng LB rắn 

NaCl 10 g   

Yeast extract 5 g  

Trypton 10 g  

Bacto agar 0 g 15 g 

Nƣớc cất 1 L  
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Bảng 2.2. Thành phần môi trƣờng phân lập Czapek - Pectin  

Thành phần Môi trƣờng Czapek - Pectin 

Lỏng Rắn 

K2HPO4 0,2 g  

MgSO4.7H2O 0,1 g  

NaNO3 2,0 g  

KCl 0,5 g  

FeSO4.7H2O 0,1 g  

Pectin 5,0 g  

Agar 0 g 20 g 

Nƣớc cất 1 L  

Bảng 2.3. Thành phần môi trƣờng YD 

Thành phần Môi trƣờng YD 

YD lỏng YD rắn 

Yeast extract 5 g  

Pepton 10 g  

Bacto agar 0 g 15 g 

Nƣớc cất 1 L  

Bảng 2.4. Thành phần môi trƣờng YPD 

Thành phần Môi trƣờng YDP 

YPD lỏng YPD rắn YPDS YPM 

Yeast extract 10 g    

Pepton 20 g    

Nƣớc cất 1 L    

Dextrose 20 g    

Bacto agar 0 g 20 g   

Sorbitol   1 M  

Methanol    2% 
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2.1.4. Thiết bị thí nghiệm 

STT Tên thiết bị Hãng sản xuất 

1 Kính hiển vi quang học Nikon Eclipse 55i, Nikon, Nhật Bản 

2 Máy quang phổ U-2910  

spectrophotometer 

Hitachi, Nhật Bản 

3 Tủ ấm  Sanyo, Nhật Bản 

4 Máy vortex IKA, Thụy Điển 

5 Máy li tâm Eppendorf, Đức 

6 Cột Histrap Bio-Rad, Mỹ 

7 Máy luân nhiệt Veriti® 96-well Thermal Cycler, 

AB Applied Biosystems, Mỹ 

7 Hệ điện di ngang Bio-Rad, Mỹ 

8 Hệ điện di đứng Bio-Rad, Mỹ 

2.2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phân lập và tuyển chọn các chủng nấm mốc có khả năng sinh 

pectinase  

2.2.1.1. Phâp lập và đếm số lượng tế bào 

Các chủng nấm mốc có khả năng sinh trƣởng trên môi trƣờng chứa pectin 

đƣợc phân lập dựa theo phƣơng pháp Koch [14]. Lấy 10 g mẫu (phần bị hỏng do 

nấm mốc) cắt thành mảnh 1-1,5 mm, sau đó nghiền nhỏ, cho vào bình tam giác 

chứa 90 mL nƣớc vô trùng đƣợc độ pha loãng 10
-1

. Lắc mẫu trên máy vortex để 

dịch tan đều. Hút 1 mL dịch mẫu này đƣa sang ống nghiệm chứa 9 mL nƣớc vô 

trùng lắc đều đƣợc độ pha loãng 10
-2

. Tiếp tục pha loãng cho đến độ pha loãng 

cần thiết. Sau đó hút 100 µL ở các độ pha loãng đã chọn nhỏ vào mỗi đĩa Petri 

chứa môi trƣờng Czapek-pectin rắn đã đƣợc khử trùng. Dùng que gạt thủy tinh 

vô trùng trải đều giọt dịch lên mặt thạch. Bao gói, ủ trong tủ ấm ở nhiệt độ 30°C 

trong thời gian 3-4 ngày. Số lƣợng tế bào nấm mốc đƣợc xác định bằng phƣơng 
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pháp đếm gián tiếp thông qua khuẩn lạc mọc trên môi trƣờng thạch đĩa [14]. 

Số lƣợng tế bào nấm mốc (CFU) trong 1 g mẫu = (số khuẩn lạc trung 

bình/hộp Petri×độ pha loãng)/ Thể tích mẫu cấy [14]. 

2.2.1.2. S  tuyển các chủng nấm mốc có khả năng sinh p ctin s   

Sơ tuyển trực tiếp bằng phƣơng pháp cấy chấm  

Tiến hành cấy trực tiếp bào tử nấm mốc từ ống giống thuần khiết vào đĩa 

môi trƣờng Czapek-pectin rắn, mỗi đĩa cấy 1 chấm. Đặt các đĩa đã cấy vào tủ ấm 

ở nhiệt độ 30°C. Sau 4 ngày nhuộm mẫu bằng thuốc thử Lugol, đổ thuốc nhuộm 

Lugol lên bề mặt môi trƣờng thạch đĩa. Nhuộm màu 1-2 phút rồi loại bỏ phần 

thuốc nhuộm còn lại trong đĩa thạch. Khả năng phân giải pectin đƣợc xác định 

dựa vào hiệu số của đƣờng kính vòng phân giải pectin với đƣờng kính khuẩn lạc 

của nấm mốc [14]. 

Sơ tuyển gián tiếp bằng phương pháp khuếch tán trên môi trường thạch 

Nuôi cấy lắc các chủng nấm mốc trong môi trƣờng Czapek-pectin lỏng 

(với lƣợng bào tử cấy vào mỗi bình thí nghiệm là 5 mL/50 mL môi trƣờng, 

OD610nm=0,5), tốc độ lắc 120 vòng/phút ở nhiệt độ 30°C trong 4 ngày. Sau đó 

tiến hành lọc dịch nuôi cấy bằng máy hút chân không thu enzyme ngoại bào. 

Phần sinh khối nấm mốc đƣợc sấy khô tuyệt đối để đánh giá khả năng sinh 

trƣởng, phát triển. Phần dịch enzyme đƣợc sử dụng để xác định hoạt tính 

pectinase [14]. 

Chuẩn bị môi trƣờng thạch-cơ chất: Thạch (2%) và pectin (0,3%) đƣợc 

phân phối vào các bình tam giác, khử trùng ở nhiệt độ 121°C trong 20 phút, đổ 

thạch đĩa với mỗi đĩa (đƣờng kính 9 cm) 80 mL môi trƣờng. Dùng khoan để tạo 

giếng sau khi thạch đông. Nhỏ 0,6 mL dịch enzyme ngoại bào vào giếng, đậy 

nắp hộp và đƣa vào ủ lạnh 4°C trong 8 giờ, rồi chuyển vào tủ ấm 30°C. Sau 48 

giờ ủ, lấy các đĩa thạch ra nhuộm màu bằng thuốc thử Lugol. Xác định hoạt tính 

pectinase bằng cách đo đƣờng kính vòng thủy phân pectin [14]. 

 



 

49 

 

2.2.1.3. X c định hoạt độ pectinase  

Hoạt độ pectinase đƣợc xác định bằng cách đo lƣợng đƣờng khử đƣợc 

giải phóng từ hoạt động của pectinase trên cơ chất pectin bằng thuốc thử acid 

3,5-dinitrosalicylic (DNS). Dịch enzyme đƣợc chuẩn bị nhƣ sơ tuyển gián tiếp. 

Lấy 3 mL hỗn hợp phản ứng bao gồm 0,8 mL dung dịch pectin và 0,2 mL dịch 

enzyme đƣợc pha loãng thích hợp trong 2 mL dung dịch sodium acetate 0,1 M; 

pH 5. Hỗn hợp phản ứng đƣợc ủ ở 40°C trong 10 phút. Sau đó thêm vào 1 mL 

NaOH và 1 mL DNS, dừng phản ứng bằng cách đun sôi trong 10 phút và so màu 

ở bƣớc sóng 540 nm. Tính lƣợng đƣờng khử giải phóng bởi sự thủy phân của 

enzyme. Một đơn vị hoạt độ (U) của enzyme đƣợc định nghĩa là lƣợng enzyme 

cần thiết để giải phóng 1 µmol của các nhóm khử trong một phút với 

galacturonic acid là tiêu chuẩn trong các điều kiện thí nghiệm [119, 125]. 

Đƣờng chuẩn glucose: Cho 0,5 ml dung dịch glucose chuẩn vào các ống 

nghiệm sạch và khô, thêm vào 0,5 ml DNS, đun cách thủy trong vòng 3 phút, 

làm lạnh ở nhiệt độ phòng, thêm vào mỗi ống 5ml nƣớc cất và đo mật độ quang 

ở bức sóng 540nm với ống đối chứng là nƣớc cất. Vẽ đƣờng chuẩn glucose dƣới 

dạng hồi qui tuyến tính bằng phần mềm Origin 7.5 với trục tung là mật độ 

quang, trục hoành là nồng độ glucose. 

 

Hình 2.1. Đồ thị đƣờng chuẩn glucose 
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2.2.2. Xác định hàm lƣợng protein 

Nồng độ protein trong mẫu đƣợc tính toán dựa trên một đƣờng chuẩn với 

dung dịch protein chuẩn đã biết trƣớc nồng độ. Dung dịch protein chuẩn là 

bovine serum albumin (Nacalai, Nhật Bản) đƣợc, pha loãng đến các nồng độ 

1,25; 1; 0,75; 0,5; 0,25 µg/mL. Sau khi cho dung dịch protein vào dung dịch 

thuốc thử (20 µL dịch enzyme chuẩn/1 mL thuốc thử Bradford 1X), màu sẽ xuất 

hiện sau 2 phút và bền tới 1 giờ. Tiến hành đo mật độ quang hỗn hợp dung dịch 

bằng máy quang phổ kế ở bƣớc sóng 595 nm [45]. 

2.2.3. Xác định một số đặc điểm hình thái và định danh loài 

2.2.3.1. Quan sát khuẩn lạc 

Nấm mốc đƣợc nuôi cấy trên môi trƣờng Czapek-pectin rắn ở nhiệt độ 

30°C; sau 72 giờ lấy ra quan sát kích thƣớc, màu sắc, hình dạng, độ dày, mép 

khuẩn lạc, sự tạo sắc tố của khuẩn lạc [14]. 

2.2.3.2. Quan sát hình thái tế bào 

Sử dụng phƣơng pháp làm tiêu bản phiến kính, hình thái khuẩn ti, cuống 

sinh bào tử và bào tử nấm mốc đƣợc quan sát trên kính hiển vi quang học [14]. 

2.2.3.3. Định danh loài bằng kỹ thuật sinh học phân tử 

Chủng nấm phân lập có vòng phân giải và hoạt độ cao nhất đƣợc dùng 

làm nguyên liệu để phân lập các gen mã hóa cho pectinase. 

DNA tổng số của chủng nấm mốc đƣợc tách chiết bằng phƣơng pháp của 

Sambrook và cs (2001) [152]. Sợi nấm đƣợc nuôi trong môi trƣờng PDB trong 4 

ngày ở 30
o
C. Thu sinh khối nấm bằng cách ly tâm dịch nuôi cấy ở 4°C trong 10 

phút với tốc độ 6.000 vòng/phút. Sau đó rửa lại bằng nƣớc cất vô trùng để loại 

bỏ hoàn toàn môi trƣờng nuôi cấy và tái huyền phù trong 400 µL đệm CTAB 

(100 mM Tris-HCl, pH 8; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB; 0,2% β-

mercaptoethanol).  

Sợi nấm đƣợc nghiền trong đệm CTAB với sự hỗ trợ của các hạt thủy 
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tinh. Dịch chiết tế bào chứa DNA tổng số đƣợc thu hồi bằng ly tâm lạnh 4°C 

trong 5 phút với tốc độ 12.000 vòng/phút. Dịch chiết thu đƣợc bổ sung thêm hỗn 

hợp phenol: chloroform: isopropanol (tỷ lệ 25:24:1) với tỷ lệ thể tích 1:1, trộn 

đều bằng vortex và phân tách bằng ly tâm lạnh 4°C trong 10 phút với tốc độ 

12.000 vòng/phút. Hút chuyển pha trên sang ống Eppendorft 1,5 mL mới và 

DNA tổng số đƣợc kết tủa với cùng một thể tích methanol tinh khiết, sau đó rửa 

kết tủa bằng ethanol 70%  2 lần và hòa tan trong 50 µL nƣớc cất vô trùng. DNA 

tổng số đƣợc kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 0,8% bổ sung thuốc nhuộm 

RedSafe
TM

 Nucleic Acid Staining Solution 20000x (iNtRON Biotechnology, 

Hàn Quốc) bằng dòng điện một chiều ở 80V trong 50 phút. Gel đƣợc quan sát 

dƣới đèn tử ngoại (UV transilluminator, Wealtec). Xác định nồng độ DNA tổng 

số bằng phƣơng pháp quang phổ kế. 

DNA tổng số đƣợc sử dụng làm khuôn mẫu để khuếch đại trình tự ITS. 

Sản phẩm PCR đƣợc giải trình tự trực tiếp theo phƣơng pháp sử dụng các 

dideoxynucleotide của Sanger bằng máy giải trình tự gen tự động ABI 3130XL 

tại Công ty Nam Khoa, Thành phố Hồ chí Minh. Kết quả giải trình tự đƣợc so 

sánh với các trình tự tham chiếu ITS của các loài thuộc chi Aspergillus trên 

GenBank. 

2.2.4. Nghiên cứu các điều kiện nuôi cấy cho sinh tổng hợp pectinase  

2.2.4.1. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy  

Nuôi cấy các chủng nấm mốc đã đƣợc tuyển chọn trong môi trƣờng 

Czapek-pectin lỏng. Sau các khoảng thời gian 48, 72, 96, 120, 144 giờ, thu dịch 

lọc và xác định hoạt tính pectinase bằng phƣơng pháp khuếch tán trên thạch. 

Xác định hoạt độ bằng phƣơng pháp DNS. Sinh khối đƣợc sấy khô đến khối 

lƣợng không đổi. Xác định thời gian nuôi cấy thích hợp để nấm mốc tạo sinh 

khối, hoạt tính enzyme cao nhất [14]. 

2.2.4.2.  Ảnh hưởng của pH môi trường 

Xác định giá trị pH thích hợp để nấm mốc tạo sinh khối và hoạt tính enzyme cao 
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nhất. Nuôi cấy các chủng nấm mốc đã đƣợc tuyển chọn trong môi trƣờng 

Czapek-pectin lỏng sau thời gian thích hợp, các đệm pH khác nhau đƣợc chuẩn 

bị có giá trị từ pH 4,0-8,0 gồm đệm Citrate-Phosphate (pH 4,0-6,0), đệm 

Phosphate (pH 6,0-8,0). Tiến hành tƣơng tự, thu dịch lọc, xác định hoạt tính 

pectinase bằng phƣơng pháp khuếch tán trên thạch. Xác định hoạt độ bằng 

phƣơng pháp DNS. Sinh khối thu đƣợc đem sấy khô đến khối lƣợng không đổi. 

Sau khi xác định giá trị pH tối ƣu cho sự sinh trƣởng của nấm mốc, tiến hành 

nuôi cấy nấm mốc ở các giá trị pH lân cận giá trị tối ƣu để tìm ra pH thích hợp 

nhất cho sự sinh trƣởng phát triển [14]. 

2.2.4.3. Ảnh hưởng của ngu n carbon  

Sử dụng môi trƣờng Czapek-pectin lỏng bổ sung các nguồn carbon khác 

nhau nhƣ glucose, fructose, lactose, maltose, rỉ đƣờng, tinh bột, CMC để nghiên 

cứu ảnh hƣởng của nguồn carbon lên sản xuất enzyme. Nuôi cấy nấm mốc ở 

thời gian và pH thích hợp. Thu dịch lọc, xác định hoạt tính pectinase bằng 

phƣơng pháp khuếch tán trên thạch. Sinh khối đƣợc sấy khô đến khối lƣợng 

không đổi, đồng thời xác định hoạt tính của pectinase để tìm ra nguồn carbon tối 

ƣu [14]. 

2.2.4.4. Ảnh hưởng của ngu n nitrogen  

Chuẩn bị môi trƣờng Czapek-pectin lỏng nhƣng bổ sung các nguồn 

nitrogen khác nhau nhƣ gelatine, cao nấm men, urea, cao thịt, NH4NO3, peptone 

để nghiên cứu ảnh hƣởng của nguồn nitrogen lên sản xuất enzyme. Nuôi cấy 

nấm mốc trong điều kiện thời gian, pH và nguồn carbon thích hợp. Sau đó tiến 

hành tƣơng tự, thu dịch lọc, xác định hoạt tính pectinase bằng phƣơng pháp 

khuếch tán trên thạch. Sinh khối đƣợc sấy khô đến khối lƣợng không đổi, đồng 

thời xác định hoạt tính của pectinase để tìm nguồn nitrogen thích hợp [14]. 

2.2.5. Tạo dòng gen mã hóa pectinase  

2.2.5.1. Phân lập gen mã hóa pectinase 
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Trình tự mồi AspPecA-F, AspPecA-R, AspPecB-F, AspPecB-R, 

AspPecC-F, AspPecC-R (Bảng 2.5) đƣợc dùng để phân lập đầy đủ các gen mã 

hóa pectinase từ chủng A. niger M13 (AspPecA, AspPecB và AspPecC) từ nguồn 

nguyên liệu DNA tổng số. Các mồi đƣợc thiết kế dựa trên gen 

endogalacturonase của A. niger (mã số KM244045, Y18806 và X64356). Trình 

tự mồi xuôi AspPecA-F, AspPecB-F và AspPecC-F đƣợc thiết kế với vị trí 

nucleotide khởi đầu bổ sung với các nucleotide khởi đầu trên các gen tƣơng ứng. 

Trong khi các trình tự mồi ngƣợc AspPecA-R, AspPecB-R và AspPecC-R đƣợc 

thiết kế sao cho bắt cặp theo nguyên tắc bổ sung với các vị trí ở cuối các gen 

tƣơng ứng (Hình 2.2). 

Bảng 2.5. Trình tự nucleotide các mồi dùng để khuếch đại các gen AspPecA, AspPecB 

và AspPecC 

Tên mồi Trình tự nucleotide Kích thƣớc 

sản phẩm (bp) 

AspPecA-F 5’- ATGCATTTCCTCCAGAACGC -3’ 
1237 

AspPecA-R 5’- TTAATCGCTGCAGGAAGCGC -3’ 

AspPecB-F 5’-ATGAAGCGCAGCGCGCTCCT-3’ 
1728 

AspPecB-R 5’-TTAAGGGCATCCCGAAGAGG-3’ 

AspPecC-F 5’-ATGGTCCGTCAGCTTATC-3’ 
1338 

AspPecC-R 5’-CTACAAATCGCAGCTAATCC-3’ 

cAspPecA-F 5’-GAATTCCTGCTCCTCTTGAGAAG-3’ 
1040 

cAspPecA-R 5’-TCTAGATAATCGCTGCAGGAAGC-3’ 

 

 

 

 

 

Hình 2.2. Sơ đồ thiết kế mồi khuếch đại toàn bộ trình tự các gen AspPecA, AspPecB 

và AspPecC. 

Các gen mã hóa pectinase đƣợc phân lập bằng phản ứng PCR. Thành 

MΠi xuôi  

MΠi ngʇαc 

V  ̂trí kh έi Ľʢu (ATG)  

V  ̂trí k t̋ thúc (ATT)  
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phần phản ứng PCR bao gồm: 60 ng DNA tổng số, 6 µL GoTaq
®
 Green Master 

Mix 2x (Promega, Mỹ); 1 µL mồi xuôi (10 pmol/µL); 1 µL mồi ngƣợc (10 

pmol/µL) và nƣớc cất vô trùng để đạt tổng thể tích là 12 µL.  

Quá trình khuếch đại các gen AspPecA, AspPecB và AspPecC đƣợc thực 

hiện bằng máy luân nhiệt (Veriti
®
 96-well Thermal Cycler, AB Applied 

Biosystems, Mỹ) với chu trình nhiệt: Biến tính 95
o
C trong 5 phút; 30 chu kì 

nhiệt với mỗi chu kì là 95
o
C trong 1 phút, 55

o
C trong 1 phút và 72

o
C trong 1 

phút 30 giây; cuối cùng là 72
o
C trong 10 phút. Sản phẩm PCR đƣợc kiểm tra 

bằng điện di trên gel agarose 1%, điện áp 80 V trong 30 phút. 

2.2.5.2. Gắn sản phẩm PCR vào vector tạo dòng 

Sản phẩm PCR đƣợc tạo dòng trong vector pGEM
®
-T Easy (Promega, 

Mỹ) theo hƣớng dẫn của nhà sản xuất, thành phần phản ứng gắn bao gồm: 50 ng 

vector pGEM
®
-T Easy, 5 µL đệm, 3 đơn vị T4 DNA ligase, 60 ng sản phẩm 

PCR, sau đó bổ sung nƣớc vô trùng để đạt thể tích cuối cùng 10 µL, phản ứng 

đƣợc ủ 25
o
C trong 1 giờ, sau đó ủ qua đêm ở 4

o
C.  

2.2.5.3. Biến nạp vào E. coli TOP10 và chọn lọc thể biến nạp  

Vector pGEM
®
-T Easy mang đoạn chèn đƣợc biến nạp vào tế bào E. coli 

TOP10 bằng phƣơng pháp sốc nhiệt ở 42C trong 45 giây [153]. Thể biến nạp 

đƣợc nuôi cấy trên đĩa Petri chứa môi trƣờng LB rắn có bổ sung 50 µg/mL 

ampicillin và tác nhân chọn lọc IPTG + X-gal.  

Kiểm tra sự có mặt của đoạn gen trong vector tái tổ hợp pGEM®T-Easy 

bằng phƣơng pháp PCR trực tiếp từ khuẩn lạc xanh-trắng với cặp mồi đặc hiệu 

nhƣ trình bày ở Bảng 2.5. Khuếch đại PCR đƣợc tiến hành với chu trình nhiệt 

giống với chạy PCR để khuếch đại gen. Điện di để kiểm tra kết quả và chọn ra tế 

bào E. coli mang vector tái tổ hợp. Các tế bào E. coli mang vector tái tổ hợp sau 

đó đƣợc nhân sinh khối để tách DNA plasmid sử dụng kit GeneJET Plasmid 

Miniprep (K0502, Thermo scientific, Mỹ). Cắt các plasmid tái tổ hợp bằng 

EcoRI để xác minh lại quá trình tạo dòng. 
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2.2.5.4. Giải mã và phân tích trình tự các gen pectinase 

Các plasmid tái tổ hợp có chứa gen pectinase đƣợc phân tích trình tự 

nucleotide với cặp mồi T7 promoter: 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ và 

SP6Long: 5’ATTTAGGTGACACTATAGAATAC -3’ tại Công ty FirstBASE 

(Malaysia). Trình tự gen mã hóa pectinase đƣợc phân tích và so sánh với gen 

pectinase trên cơ sở dữ liệu GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Phân tích đặc tính của các gen pectinase sử dụng các phần mềm miễn phí 

của Trung tâm Phân tích trình tự sinh học, Đại học Kỹ thuật Đan Mạch 

(http://www.cbs.dtu.dk/index.shtml). 

2.2.5.5. Dự đo n đặc điểm và chức năng của pectinase 

  Đặc điểm và chức năng của pectinase phân lập từ các chủng Aspergillus 

đƣợc dự đoán bằng các công cụ tin sinh học, bao gồm protein domain 

(http://smart.embl-heidelberg.de/) [108]. Mô hình cấu trúc không gian của 

pectinase đƣợc dự đoán bằng công cụ Phyre
2
 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) [91]. Cấu trúc xoắn xuyên màng đƣợc dự 

đoán nhờ TMHMM Server v. 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/ 

service.php?TMHMM-2.0) [101]. Phân tích khả năng glycosyl hóa kiểu N (N-

glycosylation) của enzyme bằng công cụ NetNGlyc 1.0 Server 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0) [66].  

Đặc điểm hóa-lý của pectinase đƣợc dự đoán nhƣ điểm đẳng điện bằng 

công cụ IPC 2.0 (http://www.ipc2-isoelectric-point.org/) [100], khả năng chịu 

nhiệt đƣợc dự đoán bằng công cụ Tm Predictor (http://140.114.98.13/tm/). Môi 

trƣờng xúc tác (acid/base) của enzyme đƣợc dự đoán bằng công cụ AcalPred 

(http://lin-group.cn/server/AcalPred) [110].  

2.2.6. Biểu hiện gen AspPecA trong P. pastoris X33 

2.2.6.1. Tạo dòng trong vector biểu hiện pPICZαA 

Căn cứ trên kết quả phân tích đặc điểm các gen mã hóa pectinase thu 
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đƣợc, chúng tôi lựa chọn gen AspPecA cho các thí nghiệm tiếp theo. Trên cơ sở 

trình tự nucleotide hoàn chỉnh của gen AspPecA đã đƣợc giải mã thành công, 

trình tự nucleotide mã hóa cAspPecA đã đƣợc Công ty TNHH MTV Sinh hóa 

Phù Sa, Việt Nam tổng hợp. Trình tự tổng hợp đã loại bỏ các đoạn intron không 

mã hóa amino acid, trình tự tín hiệu peptid peptide (đƣợc xác định thông qua 

công cụ SignalP-5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/)) 

và bộ ba kết thúc, đồng thời các trình tự enzyme cắt hạn chế EcoRI và XbaI 

đƣợc thêm vào. Các enzyme cắt hạn chế đƣợc thiết kế thông qua xác định bản 

đồ cắt hạn chế của gen AspPecA bằng công cụ NEBcutter 3.0 

(https://nc3.neb.com/NEBcutter/). Trình tự nucleotide sau tổng hợp đƣợc giải 

trình tự nucleotide để xác định chính xác chất lƣợng sản phẩm sau tổng hợp. 

Trình tự cAspPecA sau khi tổng hợp, không lỗi đƣợc gắn với vector pUC19 

(Thermo scientific, Mỹ). Vector pUC19 mang gen cAspPecA 

(pUC19/cAspPecA) đƣợc biến nạp vào E. coli TOP10 bằng phƣơng pháp sốc 

nhiệt. Tế bào E. coli TOP10 mang vector pUC19/cAspPecA sau khi biến nạp 

đƣợc chọn lọc trên môi trƣờng LB rắn có bổ sung 25 μg/mL zeocine trong 16 

giờ ở 37°C. Plasmid tái tổ hợp đƣợc tách chiết và kiểm tra bằng kit GeneJET 

Gel Extraction (K0691, Thermo scientific, Mỹ). Gen cAspPecA và vector 

pPICZαA lần lƣợt đƣợc cắt bằng enzyme hạn chế EcoRI và XbaI. Gen 

cAspPecA đƣợc gắn vào vector pPICZαA bằng T4 DNA ligase, hỗn hợp đƣợc 

trộn và ủ qua đêm ở 16
o
C. Thành phần phản ứng gắn bao gồm: 4 µL vector 

pPICZαA (100 ng), 4 µL gen pectinase (40 ng), 1 µL đệm gắn (10X) và 1 µL T4 

DNA ligase (2,5 U). Hỗn hợp phản ứng gắn đƣợc ủ qua đêm ở 16
o
C. 

Dung dịch phản ứng gắn pPICZαA/cAspPecA đƣợc biến nạp vào tế bào 

khả biến E. coli TOP10 bằng phƣơng pháp sốc nhiệt. Thể biến nạp đƣợc chọn 

lọc trên môi trƣờng LB rắn có bổ sung 25 μg/mL zeocine và ủ qua đêm ở 37
o
C.  

Khuẩn lạc đơn đƣợc chuyển sang nuôi ở ống nghiệm chứa 5 mL môi trƣờng LB 

lỏng có 25 µg/mL zeocine ở 37
o
C, lắc 200 vòng/phút trong 12 giờ. Sau đó, thu 

sinh khối dịch nuôi cấy, tách chiết plasmid tái tổ hợp pPICZαA từ tế bào E. coli 
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TOP10 bằng kit GeneJET Plasmid Miniprep (K0502, Thermo scientific, Mỹ) và 

kiểm tra sự có mặt của đoạn chèn mang vector tái tổ hợp pPICZαA/cAspPecA 

bằng phản ứng PCR với mồi cAspPecA-F/cAspPecA-R (bảng 2.5). Cặp mồi 

cAspPecA-F/cAspPecA-R đƣợc thiết kế nhằm khuếch đại trình tự đầy đủ của gen 

cAspPecA sau tổng hợp. 

2.2.6.2. Biến nạp vào P. pastoris X33 

 Plamid tái tổ hợp pPICZαA/cAspPecA sau khi tạo dòng thành công đƣợc 

biến nạp vào tế bào P. pastoris X33 để biểu hiện protein tái tổ hợp theo phƣơng 

pháp điện biến nạp sau khi đƣợc xử lý bằng PmeI để tạo mạch thẳng. Thành 

phần phản ứng biến nạp gồm 80 µL tế bào P. pastoris X33 và 10 µL dung dịch 

plasmid tái tổ hợp pPICZαA/cAspPecA đƣợc cho vào cuvette 0,2 cm và đặt trên 

đá 4°C trong 5 phút. Cho cuvette vào buồng “Shock Pod” của máy điện biến nạp 

và thực hiện với xung điện 1,5 kV trong 5 phút. Cuvette đƣợc lấy ra khỏi buồng, 

bổ sung ngay 1 mL sorbitol 1 M lạnh rồi chuyển hỗn hợp trong cuvette sang 

tube 15 mL, ủ ở 30
o
C trong 1 giờ. Sau đó, dung dịch biến nạp đƣợc cấy lên đĩa 

Petri chứa môi trƣờng YPDS (1% dịch chiết nấm men, 2% peptone, 2% D-

glucose, 1 M sorbitol), bổ sung 100 μg/mL zeocine và nuôi ở 30°C trong 24 giờ.  

Kiểm tra sự hiện diện của gen trong các khuẩn lạc đơn P. pastoris X33 tái 

tổ hợp: nuôi sinh khối các khuẩn lạc đơn trong môi trƣờng YPD và tiến hành 

tách chiết DNA tổng số của P. pastoris X33 tái tổ hợp, sau đó kiểm tra sự hiện 

diện của các gen pectinase bằng phản ứng PCR sử dụng cặp mồi AOX1 

(AOX1F: 5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’; AOX1-R: 5’-

GCAAATGGCATTCT GACATCC-3’) và mồi gen cAspPecA từ khuôn mẫu 

DNA tổng số này. 

2.2.6.3. Biểu hiện gen mã hóa pectinase  

Cảm ứng biểu hiện pectinase đƣợc thực hiện theo hƣớng dẫn của nhà sản 

xuất đối với chủng P. pastoris X33 thƣơng mại. Sau khi xác định đƣợc chủng 

mang gen, 10 khuẩn lạc đơn P. pastoris X33 tái tổ hợp trên môi trƣờng YPDS 
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có zeocine đƣợc chọn để cấy vào ống nghiệm chứa 5 mL môi trƣờng YPD có bổ 

sung 100 μg/L zeocine và nuôi trong 24 giờ ở 30
o
C, tốc độ lắc 250 vòng/phút. 

Sinh khối tế bào đƣợc thu bằng cách ly tâm 1.500 vòng trong 5 phút ở nhiệt độ 

phòng, loại bỏ dịch nổi và bổ sung 100 mL môi trƣờng YP có bổ sung 1% 

glycerol. Sinh khối đƣợc tiếp tục nuôi trong 24 giờ ở 30
o
C, tốc độ lắc 250 

vòng/phút. Sinh khối tế bào đƣợc thu bằng cách ly tâm 1.500 vòng trong 5 phút 

ở nhiệt độ phòng, bỏ dịch nổi và tái huyền phù bằng môi trƣờng YP. Dựa trên 

lƣợng sinh khối thu đƣợc, môi trƣờng nuôi cấy đƣợc bổ sung sao cho đảm bảo 

mật độ ban đầu là OD600nm=1, tổng thể tích nuôi cấy là 20 mL. Methanol đƣợc 

bổ sung tại thời điểm OD600nm=1 và duy trì nồng độ 1% trong 3 ngày nuôi cấy để 

cảm ứng sinh pectinase từ tế nào nấm men P. pastoris X33. 

2.2.7. Khảo sát các yếu tố ảnh hƣởng đến sự biểu hiện pectinase tái tổ hợp 

Dòng tế bào P. pastoris X33 biểu hiện pectinase ngoại bào đƣợc chọn lọc 

để tối ƣu hóa tổng hợp enzyme ngoại bào bằng cách khảo sát một số yếu tố nhƣ 

thời gian cảm ứng, nồng độ chất cảm ứng, mật độ tế bào, nhiệt độ nuôi cấy và 

tốc độ lắc. 

2.2.7.1. Thời gian nuôi cấy 

Tế bào nấm men P. pastoris X33 tái tổ hợp đƣợc nuôi cấy để cảm ứng 

sinh enzyme trên môi trƣờng YP có bổ sung methanol tại thời điểm OD600nm=1 

và duy trì nồng độ methanol 1% trong 6 ngày. Thu mẫu nuôi cấy tại các thời 

điểm 24, 48, 72, 96, 120 và 144 giờ để xác định hoạt độ pectinase ngoại bào. 

Các thí nghiệm đánh giá sự biểu hiện của pectinase đƣợc thiết kế dựa trên kết 

quả khảo sát thời gian cảm ứng. 

2.2.7.2. N ng độ chất cảm ứng 

Để xác định nồng độ methanol có ảnh hƣởng nhƣ thế nào đến sự cảm ứng 

biểu hiện protein pectinase tái tổ hợp, chủng biến nạp tối ƣu đƣợc nuôi cấy trong 

môi trƣờng YP có bổ sung methanol trong 144 giờ. Các bình nuôi khảo sát đƣợc 

bổ sung methanol với các nồng độ 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 và 3% sau mỗi 24 giờ nuôi. 
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Dịch nuôi cấy biểu hiện đƣợc thu để xác định hoạt độ enzyme [30]. 

2.2.7.3. Mật độ tế bào 

Sau khi xác định thời gian và nồng độ methanol thích hợp, điều kiện tối 

ƣu đƣợc lựa chọn tiếp tục khảo sát mật độ tế bào ban đầu. Mật độ tế bào tại thời 

điểm cảm ứng đƣợc lựa chọn với giá trị OD600nm là 0,5; 1; 1,5 và 2. Sau quá trình 

cảm ứng, dịch nuôi cấy đƣợc thu nhận để xác định hoạt độ enzyme sau mỗi 24 

giờ [79]. 

2.2.7.4. Tốc độ lắc 

Từ kết quả khảo sát các điều kiện nuôi cấy và cảm ứng thích hợp (nhiệt 

độ nuôi cấy, thời gian nuôi cấy và nồng đồ methanol), ảnh hƣởng của tốc độ lắc 

đƣợc khảo sát với giá trị 150 vòng/phút, 180 vòng/phút, 210 vòng/phút, 240 

vòng/phút. Tế bào P. pastoris X33 tái tổ hợp đƣợc nuôi cấy và cảm ứng sản xuất 

enzyme nhƣ mô tả ở trên. Dịch nuôi biểu hiện đƣợc thu để xác định hoạt độ 

enzyme sau mỗi 24 giờ [41]. 

2.2.8. Tinh sạch enzyme tái tổ hợp 

Pectinase tái tổ hợp sau khi cảm ứng đƣợc thu bằng cách ly tâm 13.000 

vòng/phút trong 15 phút tại 4
o
C, sau đó đƣợc tinh sạch trên cột HisTrap FF (GE 

Healthcare, Mỹ). Trƣớc khi sử dụng, cột HisTrap FF đƣợc rửa và cân bằng bằng 

hỗn hợp: 5 phân đoạn (CV) nƣớc và 1 phân đoạn CuSO4 0,1 M. Đối với bƣớc 

tinh sạch, chạy 5 phân đoạn bằng đệm binding buffer (sodium phosphate 20 

mM; NaCl 0,5 M; 5 mM imidazole; pH 7,4). Sau đó, hỗn hợp protein ngoại bào 

và biding buffer 10× (tỷ lệ 9:1) đƣợc đƣa vào cột với lƣu lƣợng 3 mL/phút. Cột 

đƣợc rửa lại bằng binding buffer, protein không bám lên cột bị rửa trôi. Cuối 

cùng, protein tái tổ hợp tinh sạch bám trên cột đƣợc thu hồi bằng elution buffer 

(đệm sodium phophate 20 mM; NaCl 0,5 M; imidazole 0,5 M; pH 7,4). Tiến 

hành thu từng phân đoạn, mỗi phân đoạn 1 mL. Enzyme thu hồi đƣợc sử dụng 

để điện di SDS-PAGE và đƣợc thẩm tích bằng màng cellophane (màng bán 

thấm) với nƣớc cất qua đêm (24 giờ ở 4 
o
C) nhằm loại bỏ hết muối. 
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2.2.9. Xác định trọng lƣợng phân tử của pectinase 

Trọng lƣợng phân tử của pectinase sau tinh sạch đƣợc xác định bằng 

SDS-PAGE. 20 µL pectinase tái tổ hợp đƣợc trộn đều với 10 µL loading dye 2×. 

Hỗn hợp đƣợc đƣa vào gel điện di SDS-PAGE với stacking gel 5% (w/v) và 

separating gel 8% (w/v) với điện trƣờng 100 V trong 30 phút (stacking gel) và 

50 V trong 180 phút (seperating gel). Gel sau điện di đƣợc nhuộm bằng 

Coomassie Brilliant Blue và đƣợc rửa bằng đệm destaining buffer cho đến khi 

loại bỏ hết màu [105]. 

Đối với zymogram, gel sau khi điện di đƣợc ngâm trong Triton X-100 

2,5% (w/v) trong 30 phút, rửa trong dung dịch đệm photphat (pH 7,4) trong 30 

phút, ngập pectin 2% và giữ ở 37°C trong 180 phút. Sau đó, gel đƣợc nhuộm 

bằng dung dịch Lugol 0,05% (w/v) trong 10 phút và rửa bằng nƣớc cho đến khi 

nhìn thấy các băng [161]. 

2.2.10. Khảo sát một số yếu tố ảnh hƣởng đến hoạt độ pectinase tái tổ hợp 

2.2.10.1. Nhiệt độ phản ứng 

Để xác định độ ổn định nhiệt của enzyme tái tổ hợp, dịch enzyme đƣợc ủ 

ở các nhiệt độ khác nhau từ 30-70ºC trong vòng 150 phút, pH 6, phần dịch ủ 

đƣợc thu thập trong khoảng thời gian 30 phút/lần và đƣợc bổ sung cơ chất để đo 

hoạt tính còn lại thông qua phản ứng DNS đã đƣợc mô tả phía trên. Đo độ hấp 

thụ quang ở bƣớc sóng 540 nm, so với đối chứng [32]. 

2.2.10.2. pH 

Để đánh giá độ ổn định của pectinase, thí nghiệm đƣợc bố trí nhƣ sau: 

enzyme đƣợc ủ với các đệm có pH thay đổi từ 4,0-8,0 gồm đệm sodium acetate 

với pH từ 4,0-6,0; đệm potassium phosphate với pH từ 6,0-8,0 trong thời gian 

150 phút ở nhiệt độ 40
o
C, phần dịch ủ đƣợc thu thập trong khoảng thời gian 30 

phút/lần và đƣợc bổ sung cơ chất để đo hoạt tính còn lại thông qua phản ứng 

DNS đã đƣợc mô tả phía trên [32]. 
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2.2.10.3. Ion kim loại 

Hỗn hợp phản ứng bao gồm dịch enzyme, cơ chất pectin, đệm pH thích 

hợp đƣợc ủ với muối của các kim loại: Cu
2+

, Ca
2+

, Mg
2+

, Co
2+

, Zn
2+

, Fe
2+

, Mn
2+

 

ở nồng độ 1 mM với pH và nhiệt độ đã đƣợc xác định ở trên trong 1 giờ. Hoạt 

tính enzyme đƣợc đo bằng quang phổ kế ở bƣớc sóng 540 nm, so với đối chứng 

[32]. 

2.2.10.4. Giá trị Km và Vmax 

Hằng số Michaelis (Km) và vận tốc phản ứng cực đại Vmax của pectinase 

tái tổ hợp đƣợc xác định thông qua phản ứng giữa pectinase và cơ chất pectin 

với nồng độ biến thiên ở các giá trị 1 µmol, 2 µmol, 4 µmol, 6 µmol, 8 µmol, 10 

µmol và 50 µmol. Hỗn hợp phản ứng gồm pectinase tinh sạch và pectin ở các 

nồng độ khác nhau đƣợc ủ trong đệm sodium acetate 100 mM, pH và nhiệt độ 

tối ƣu trong 60 phút. Sản phẩm của phản ứng đƣợc xác định bằng đo quang phổ 

ở bƣớc sóng 540 nm. Giá trị Km và Vmax đƣợc xác định theo phƣơng trình 

Lineweaver – Burk [118] đƣợc thiết lập dƣới dạng:   hay 

y= ax + b theo đó xác định đƣợc các thông số động học của enzyme với cơ chất: 

Vmax=  và Km= . Trong đó V là số micromole sản phẩm phản ứng giữa pectin 

và pectinase đƣợc tạo thành trong 1 phút, [S] là nồng độ pectin (đơn vị đo 

mM/mL).  

2.2.11. Thử nghiệm ứng dụng pectinase tái tổ hợp  

2.2.11.1. Ứng dụng pectinase tái tổ hợp trong chế biến nước ép trái cây  

Sau khi thu nhận pectinase tái tổ hợp từ P. pastoris, tiến hành khảo sát 

khả năng làm trong dịch nƣớc ép táo ở các nồng độ 600; 1.200; 1.800; 2.400 và 

3.000 U/L. Mẫu đối chứng không xử lý bằng pectinase tái tổ hợp. Độ truyền qua 

của nƣớc ép táo đƣợc xác định ở bƣớc sóng 450 nm. Hiệu suất làm trong nƣớc 

ép táo đƣợc xác định bằng phần trăm độ truyền qua sau thời gian ủ 4 giờ. Phần 

trăm độ truyền qua đƣợc tính bằng công thức: 
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Độ truyền qua = M

M
ρππϷ [166]. 

Trong đó:  ODTN: OD của dịch quả đã xử lý enzyme 

  ODĐC: OD của mẫu đối chứng (không xử lý enzyme) 

2.2.11.2. Thử nghiệm khả năng  óc t ch vỏ tiêu của pectinase tái tổ hợp 

Cân 50 g tiêu đen sau khi đƣợc loại bỏ hết tạp chất, hạt non, hạt lép. Cho 

tiêu vào bình tam giác 250 mL chứa 100 mL nƣớc cất (pH 7) đã khử trùng và bổ 

sung pectinase ở các nồng độ 600, 1.200, 1.800, 2.400 và 3.000 U/L, quá trình 

thực hiện trong tủ cấy nhằm hạn chế nhiễm vi sinh vật. Hỗn hợp này đƣợc bọc 

kín, ghi nhẵn, trữ ở nhiệt độ 37
o
C. Sau 5 ngày tiến hành xát vỏ, quá trình xát vỏ 

đƣợc thực hiện bằng cách dùng tay chà xát tiêu quanh rá 40 vòng và loại bỏ vỏ 

bằng nƣớc. Tiêu đƣợc vớt ra để ráo, xác định tỷ lệ bóc tách, từ đó tính đƣợc hiệu 

suất bóc tách. Mỗi thí nghiệm lặp lại 3 lần. Công thức tính hiệu suất bóc tách:  

      H (%) = Khối lƣợng tiêu sọ/ khối lƣợng (tiêu sọ + tiêu còn dính vỏ) [9], [10]. 

Xác định hàm lƣợng piperine bằng phƣơng pháp đo quang phổ theo TCVN 

9683:2013 (ISO 5564:1982) [2]. Tiêu đã bóc vỏ đem sấy ở 45°C trong 8 giờ đạt độ 

ẩm 13% sau đó đƣợc nghiền mịn để xác định hàm lƣợng piperine có trong tiêu. 

Lấy 10 g tiêu trắng đem nghiền mịn rồi cân chính xác 0,05 g. Cho mẫu đã cân 

vào bình cầu 100 mL, bổ sung 50 mL ethanol, tiến hành đun trong tối 3 giờ. Để 

nguội và lọc dung dịch vào bình định mức 100 mL, rửa sạch bình chiết và giấy 

lọc lần lƣợt bằng 10 mL ethanol và lọc nƣớc rửa vào bình định mức sau đó định 

mức đến vạch. Hút 5 mL dung dịch đã lọc cho vào bình định mức 50 mL và bổ 

sung ethanol đến vạch. Tiếp tục hút 5 mL cho vào bình định mức 25 mL và 

thêm ethanol đến vạch. 

Đo độ hấp thụ (A) của dung dịch này ở bƣớc sóng 343 nm bằng máy đo 

quang phổ, dùng ethanol làm đối chứng.  

Hàm lƣợng piperine đƣợc tính bằng phần trăm khối lƣợng chất khô theo 

công thức:  
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Ϸ  [2]. 

Trong đó:  

m là khối lƣợng phần tử mẫu thử (g) 

H là độ ẩm của mẫu thử đƣợc xác định theo phƣơng pháp quy định trong 

TCVN 7040 (ISO 939), tính bằng phần trăm khối lƣợng (%) 

A là độ hấp thụ của dung dịch thử cuối cùng 

ὃ Ϸ  là độ hấp thụ của dung dịch piperine 1% trong cuvette có chiều dài 

đƣờng quang 1 cm ở bƣớc sóng 343 nm, trong trƣờng hợp này là 1.238. 

2.3. XỬ LÝ SỐ LIỆU 

Số liệu thí nghiệm là trung bình cộng của ít nhất 3 lần lặp lại. Kết quả 

nghiên cứu đƣợc phân tích ANOVA (Duncan’s test) với p<0,05 bằng chƣơng 

trình SPSS 20.0. 

Các phần mềm sử dụng trong luận án: Trình tự tín hiệu peptid peptide 

(đƣợc xác định thông qua công cụ SignalP-5.0); Các enzyme cắt hạn chế đƣợc 

thiết kế thông qua xác định bản đồ cắt hạn chế của gen AspPecA bằng công cụ 

NEBcutter 3.0; Dự đoán đặc điểm và chức năng của pectinase bằng các phần 

mềm SMART; Mô hình cấu trúc không gian của pectinase đƣợc dự đoán bằng 

công cụ Phyre
2
; Cấu trúc xoắn xuyên màng đƣợc dự đoán nhờ TMHMM Server 

v. 2.0; Phân tích khả năng glycosyl hóa kiểu N (N-glycosylation) của enzyme 

bằng công cụ NetNGlyc 1.0 Server; Đặc điểm hóa-lý của pectinase đƣợc dự 

đoán nhƣ điểm đẳng điện bằng công cụ IPC 2.0; khả năng chịu nhiệt đƣợc dự 

đoán bằng công cụ Tm Predictor. Môi trƣờng xúc tác (acid/base) của enzyme 

đƣợc dự đoán bằng công cụ AcalPred. 
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Chƣơng 3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

 

3.1. PHÂN LẬP VÀ TUYỂN CHỌN CHỦNG NẤM MỐC SINH TỔNG 

HỢP PECTINASE 

3.1.1. Phân lập và xác định số lƣợng tế bào nấm mốc có khả năng phân giải 

pectin 

Từ các mẫu vỏ trái cây hƣ hỏng khác nhau, chúng tôi đã phân lập đƣợc 

113 chủng nấm mốc có hoạt tính phân giải pectin trên môi trƣờng thạch đĩa 

Czapek chứa nguồn carbon là pectin. Số lƣợng nấm mốc phân giải pectin có 

trong các mẫu phân lập đƣợc thể hiện ở Bảng 3.1 và Hình 3.1. 

Kết quả ở Bảng 3.1 cho thấy, số lƣợng nấm mốc có khả năng phân giải 

pectin trong các loại vỏ trái cây phân lập tƣơng đối thấp và với mật độ phân bố 

không giống nhau. Với 20 mẫu phân lập, số lƣợng nấm mốc có sự phân bố dao 

động trong khoảng 6,3×10
3
 CFU/g-35,1×10

3
 CFU/g. Số lƣợng nấm mốc cao 

nhất thu đƣợc ở Bƣởi đỏ Huế (MA19) có 35,1×10
3
 CFU/g mẫu. Số lƣợng nấm 

mốc thấp nhất là ở cam sành (MA2) chỉ có 6,3×10
3
 CFU/g mẫu. Nhìn chung, số 

lƣợng nấm mốc ở các mẫu trái cây có múi cao hơn so với các mẫu chuối, xoài. 

Trong nhóm cây có múi, các mẫu cam sành số lƣợng nấm mốc phân giải pectin 

thấp hơn nhiều so với các mẫu cam, quýt khác. Nguyên nhân có thể là do các 

mẫu thu nhận không đồng đều về độ chín, độ hƣ hỏng và cũng có thể do hàm 

lƣợng cơ chất pectin ở các mẫu khác nhau hay có sự tham gia của chất bảo quản 

ở các mẫu cam sành sau thu hoạch. 

Từ 20 mẫu quả khác nhau chúng tôi đã phân lập đƣợc 113 chủng nấm 

mốc có hình dạng, màu sắc khuẩn lạc đa dạng. Các chủng nấm mốc này đƣợc 

cấy chuyền thuần khiết và bảo quản trong ống thạch nghiêng, kí hiệu là M1, M2, 

M3..., M113. 
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Bảng 3.1. Số lƣợng nấm mốc phân giải pectin trong các mẫu phân lập 

Đợt phân lập Loại mẫu (vỏ) 
Ký hiệu 

mẫu 

Số chủng 

nấm mốc 

pH 

mẫu 

CFU/g mẫu 

(×10
3
 ) 

Đợt 1 

(1/6/2017) 

 

Bƣởi da xanh MA1 M1-M5 6,7 18,1
g 

Cam sành MA2 M6-M7 4,5 6,3
l 

Bƣởi da xanh MA3 M8-M13 6,4 20,2
f 

Đợt 2 

(12/6/2017) 

Quýt đƣờng MA4 M14-M17 4,8 14,6
i 

Chuối ba lùn MA5 M18-M20 5,8 7,1
k 

Đợt 3 

(14/6/2017) 

Bƣởi đỏ MA6 M21-M23 6,1 10,2
j 

Cam sành MA7 M24-M25 5,1 6,6
kl 

Đợt 4 

(28/6/2017) 

Bƣởi da xanh MA8 M26-M32 6,9 16,2
h 

Bƣởi năm roi MA9 M33-M39 5,1 17,4
gh 

Đợt 5 

(4/7/2017) 

Cam dòng MA10 M40-M45 4,5 22,2
e 

Chuối tiêu MA11 M46-M49 5,9 20,1
f 

Đợt 6 

(8/7/2017) 

Chanh MA12 M50-M53 4,1 16,6
h 

Táo MA13 M54-M59 5,2 14,1
i 

Xoài MA14 M60-M61 4,7 10,3
j 

Đợt 7 

(11/7/2017) 

Thanh long MA15 M62-M65 5,1 18,1
g 

Khoai tây MA16 M66-M74 5,8 26,1
c 

Cà rốt MA17 M75-M81 6,5 24,3
d 

Đợt 8 

(2/8/2017) 

Bƣởi thanh trà 

Huế 
MA18 M82-M92 6,1 30,3

b 

Bƣởi đỏ Huế MA19 M93-M107 6,21 35,1
a 

Bƣởi đỏ MA20 M108-M113 6,02 26,1
c 

Ghi chú: CFU: Colony Forming Unit; Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự 

sai khác trung bình mẫu có ý nghĩa thống kê với p <0,05 (Duncan’s test). 
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Hình 3.1. Nấm mốc trên môi trƣờng thạch Czapek-pectin (bar=1 cm). 

3.1.2. Sơ tuyển chủng nấm mốc phân giải pectin và xác định hoạt độ 

enzyme 

Từ các chủng đã thuần khiết đƣợc, chúng tôi tiến hành tuyển chọn các 

chủng nấm mốc có khả năng phân giải pectin dựa trên khả năng sinh pectinase 

của chúng. 

3.1.2.1. S  tuyển trực tiếp 

Sau khi phân lập và cấy chuyền thuần khiết, các chủng nấm mốc đƣợc cấy 

trực tiếp trên môi trƣờng thạch đĩa với nguồn cơ chất pectin.  Sau 4 ngày nuôi 

cấy ở 30
o
C. Khả năng phân giải pectin của các chủng nấm mốc thể hiện ở Bảng 

3.2.  
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Bảng 3.2. Khả năng phân giải pectin của các chủng nấm mốc trên môi trƣờng thạch 

Czapek-pectin 

Khả năng phân giải pectin 
ĐKVPGP 

(mm) 
Số chủng Tỷ lệ (%) 

Yếu ≤ 5 62 54,9 

Trung bình > 5 và ≤ 10  27 23,9 

Mạnh > 10 và ≤ 15 14 12,3 

Rất mạnh > 15 10 8,9 

 

    

    

    

 

Hình 3.2. Các chủng nấm mốc Aspergillus sơ tuyển trực tiếp có hoạt tính pectinase 

mạnh (bar=1 cm). 

Từ kết quả Bảng 3.2 nhận thấy, 100% các chủng nấm mốc phân lập đƣợc 

đều có khả năng phân giải pectin nhƣng ở các mức độ khác nhau. Trong đó, các 

chủng nấm mốc có khả năng phân giải rất mạnh chiếm tỷ lệ khá thấp (8,9%). Khi 

 M1                                 M4                                   M8                                  M10 
 
 
 
 

 
 
 
 
M13                                M45                             M46                                    M68 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M95                              M108                               M111 
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nhuộm với thuốc thử Lugol, một số chủng cho vùng phân giải rộng hơn đƣờng 

kính khuẩn lạc, đa số chủng nấm mốc còn lại phạm vi khuẩn lạc đến đâu sẽ thể 

hiện hoạt tính enzyme đến đó. Thông thƣờng các chủng nấm mốc có khả năng 

sinh trƣởng phát triển tạo khuẩn ti mạnh trên bề mặt thạch đĩa nên chỉ thể hiện 

vùng phân giải cơ chất từ tâm đến mép khuẩn lạc. Chính vì vậy, kết quả nuôi cấy 

trực tiếp trên môi trƣờng Czapek với nguồn carbon là pectin chỉ xác định sơ bộ 

các chủng có hoạt tính pectinase mà chƣa đánh giá chính xác khả năng sinh 

pectinase của chúng. Trong nghiên cứu này cho thấy tất cả các chủng nấm mốc 

phân lập đều có sự hiện diện của hoạt động pectinase. Oumer và Abate (2018) sau 

khi sàng lọc và thuần khiết các chủng nấm mốc đƣợc cấy chấm điểm trên môi 

trƣờng thạch sàng lọc pectinase, kết quả trong số 95 chủng phân lập có 31,58% 

cho thấy các khuẩn lạc đều thể hiện vùng phân giải chứng tỏ có sự hiện diện của 

hoạt động pectinase [134]. 

Từ kết quả sơ tuyển chúng tôi lựa chọn ra 11 chủng: M1, M4, M8, M10, 

M13, M45, M46, M68, M95, M108 và M111 (Hình 3.2) với các đặc điểm nhƣ 

kích thƣớc vòng phân giải cơ chất lớn, sinh trƣởng phát triển mạnh tạo khuẩn lạc 

dày để sử dụng cho tuyển chọn gián tiếp. 

3.1.2.2. S  tuyển gián tiếp và x c định hoạt độ pectinase 

Mƣời một chủng nấm mốc sơ tuyển đã đƣợc xác định hoạt tính pectinase,  

để chọn ra chủng có khả năng phân giải pectin mạnh chúng tôi tiến hành nuôi 

cấy lắc các chủng nấm mốc trong môi trƣờng Czapek dịch thể với nguồn carbon 

là pectin (5 g/L). Xác định hoạt tính và hoạt độ pectinase.  

Từ kết quả ở Bảng 3.3, chúng tôi nhận thấy, sau quá trình nuôi cấy lắc, 

sinh khối các chủng nấm mốc đƣợc lựa chọn khá cao, đạt 3,4-8,6 mg/mL. Đồng 

thời, đƣờng kính vòng phân giải cũng tƣơng đối cao đạt 19,0-32,7 mm, hoạt tính 

cao nhất là chủng M1 (32,7 mm ) và M45 (29,3 mm) đƣợc phân lập từ vỏ bƣởi 

da xanh và vỏ cam, kết quả nghiên cứu của chúng tôi cao hơn kết quả một số 

công trình nghiên cứu cùng lĩnh vực.  
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Theo nghiên cứu của Trần Thanh Trúc (2013) với 60 dòng nấm mốc phân 

lập từ các loại vỏ giàu pectin ở đồng bằng sông Cửu Long, tuyển chọn bằng 

phƣơng pháp đo đƣờng kính vòng phân giải pectin khuếch tán trên thạch thu đƣợc 

14 dòng cho hoạt tính pectinase mạnh, với đƣờng kính vòng phân giải trung bình 

là 20 mm, trong đó 2 chủng có hoạt tính mạnh là R1 và S02 với đƣờng kính vòng 

phân giải lần lƣợt là 25,58 mm và 24,33 mm, còn 12 chủng còn lại với đƣờng 

kính vòng phân giải trong khoảng 20,00-23,67 mm [27].  

 

Bảng 3.3. Sinh khối, đƣờng kính vòng phân giải pectin và hoạt độ pectinase của các 

chủng nấm mốc  

Chủng nấm 

mốc 

Sinh khối khô 

(mg/mL) 

Đƣờng kính vòng phân 

giải pectin (mm) 

Hoạt độ 

pectinase 

(U/mL) 

M1 8,6
a
 32,7

a
 112,1

a
 

M4 5,6
b
 28,7

b
 24,8

d
 

M8 4,4
d
 19,0

i
 34,3

c
 

M10 5,4
b
 27,8

e
 10,9

e
 

M13 4,2
e
 28,5

c
 9,9

g
 

M45 6,0
a
 29,3

a
 110,2

a
 

M46 4,8
c
 28,3

d
 7,4

i
 

M68 5,6
b
 24,3

g
 98,5

b
 

M95 4,8
c
 21,2

h
 8,4

h
 

M108 4,0
f
 24,3

g
 10,4

f
 

M111 3,4
g
 26,2

f
 10,9

e
 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác trung bình mẫu có ý 

nghĩa thống kê với p <0,05 (Duncan’s test). 
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Hình 3.3. Vòng phân giải pectin của dịch pectinase tách từ các chủng nấm mốc tuyển chọn 

(bar=1 cm). 

Phạm Thị Ngọc Lan và cs (2017) đã công bố kết quả về phân lập và tuyển 

chọn các chủng nấm mốc có khả năng phân giải pectin, đƣờng kính vòng phân 

giải của 5 chủng nấm mốc dao động từ 17,33-30,33 mm [15]. Famotemi và cs 

(2023) đã sàng lọc đƣợc hai chủng Aspergillus niger có vòng thủy phân cao nhất 

là A2 (31±0.5 mm) và A1 (27.0±0.5 mm) từ các mẫu vỏ cam và vỏ dứa. Trong 

nghiên cứu này cho thấy hoạt tính cao nhất đƣợc quan sát thấy từ pectinase vi 

sinh vật đƣợc tạo ra bằng cách sử dụng vỏ cam làm chất nền, sau đó là vỏ dứa 

trong khi bã ngô có hoạt tính thấp nhất [61]. Những nghiên cứu của Praveen và 

cs (2014) đã báo cáo rằng vỏ cam có chứa một lƣợng lớn pectin. Điều này 

thƣờng làm cho vỏ cam trở thành chất nền thích hợp để sản xuất pectinase vi 

sinh vật [104]. 

Trong các nghiên cứu gần đây, các tác giả đã phân lập các chủng nấm 

mốc phân giải pectin từ các mẫu đất cho thấy đƣờng kính vòng phân giải thu 

M68 

M13 M1 

M45 
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đƣợc tƣơng đối cao. Madika và cs (2020), đã tuyển chọn đƣợc 7 chủng A. niger 

từ các mẫu đất khác nhau đều có khả năng sinh pectinase, vòng phân giải pectin 

dao động từ 35-53 mm [115]. Wagh và cs (2022) đã phân lập đƣợc 20 chủng 

nấm mốc từ đất phế thải nông nghiệp và rau quả, trong đó có 4 chủng có khả 

năng phân giải pectin, chủng F-1 có vòng phân giải đạt 15,3 mm [173]. Jalil và 

cs (2023) chủng A. niger LFP-1 đã đƣợc sàng lọc, kết quả đƣờng kính vòng 

phân giải đạt 29,2±0,6 mm trên môi trƣờng thạch pectin [77]. 

Về hoạt độ pectinase, mƣời một chủng nấm mốc nghiên cứu có hoạt độ 

đạt 7,4-112,1 U/mL cao hơn một số công trình nghiên cứu đã đƣợc công bố. 

Theo nghiên cứu của Pramod và cs (2014) cho thấy trong số 102 chủng A. niger 

phân lập từ đất và trái cây hỏng, 28 chủng có khả năng sinh pectinase khi sử 

dụng vỏ quả họ cam quýt làm cơ chất trong quá trình lên men ở trạng thái bán 

rắn và chủng A. niger PSV23 có hoạt độ pectinase tối đa chỉ đạt (5,411 U/mL) 

[140]. 

Theo Trần Quốc Dung và cs (2015), trong 50 chủng thuộc A. niger phân 

lập từ các mẫu vỏ xoài, thanh long, cà rốt, chuối, táo đã thu đƣợc hai chủng X5 

và X9 có khả năng sinh tổng hợp pectinase trên 10,70 U/mL sau 3 ngày nuôi cấy 

[6]. Trần Ngọc Hùng và cs (2017) đã phân lập đƣợc 9 chủng Aspergillus từ các 

nguồn phế liệu giàu pectin, trong đó chủng A. niger B2 sinh tổng hợp pectinase 

tốt nhất trên môi trƣờng bán rắn chứa bột cùi bƣởi với tỷ lệ 12%, lƣợng nƣớc bổ 

sung vào môi trƣờng 40%, thời gian nuôi cấy thích hợp là 5 ngày, hoạt độ 

pectinase trong canh trƣờng đạt 4,82 U/g [10]. Phạm Thị Ngọc Lan và cs (2017) 

đã công bố kết quả phân lập và tuyển chọn các chủng nấm mốc có khả năng 

phân giải pectin và hoạt độ chung đạt 4,7-12,99 U/mL, hoạt độ riêng đạt 24,5-

205,50 U/mg [15]. Madika và cs (2020) đã tuyển chọn đƣợc 7 chủng A. niger 

trong đó chủng A. niger SP5 có hoạt độ pectinase cao nhất là 2,92 U/ml và 

chủng A. niger RD4 có hoạt độ pectinase thấp nhất là 1,29 U/mL [115]. Abd-El-

Aal và cs (2022) đã phân lập đƣợc 10 chủng nấm mốc từ đất thải nông nghiệp, 

với hoạt độ pectinase của 10 chủng dao động từ 1,36 U/mL đến 21,20 U/mL 



 

72 

 

[29]. Wagh và cs (2022) đã phân lập chủng A. niger thể hiện hoạt độ pectinase 

tối đa (36,39±0,01 U/mL) khi có mặt vỏ cam và chủng A. niger PJ02 có khả 

năng sản xuất exo-pectinase cao nhất (26,8±0,005 U/mL). Tối ƣu hóa chủng A. 

niger trong thời gian 72 giờ cho hoạt tính pectinase tối đa (99,21 U/mL) [173]. 

Jalil và cs (2023) nhận thấy hoạt độ pectinase của chủng A. niger LFP-1 đã đƣợc 

sàng lọc chỉ đạt 0,42 U/mL [77].  

Ở Bảng 3.3 và Hình 3.3 cho thấy, bốn chủng nấm mốc M1, M13, M45 và 

M68 có đƣờng kính vòng phân giải cao, hoạt độ pectinase của các chủng M1, 

M45 và M68 cao hơn các chủng phân lập đƣợc. Dựa vào màu sắc khuẩn lạc các 

chủng M1, M45 và M68 khuẩn lạc đều có màu sắc từ trắng đến vàng. Trong khi 

chủng M13 đƣờng kính vòng phân giải cao đạt 28,5 mm, tuy nhiên khi xác định 

hoạt độ thì rất thấp nhƣng màu sắc khuẩn lạc có màu đen. Dựa theo các kết quả 

nghiên cứu của các tác giả hầu hết các chủng nấm mốc có khả năng sinh 

pectinase mạnh phần lớn thuộc chủng A. niger nhƣ Abdullah và cs (2018) đã 

phân lập và tuyển chọn đƣợc chủng A. niger IBT-7 cho hàm lƣợng pectinase cao 

nhất (5,5 U/mL) [31]. Khalit và cs (2020) đã tuyển chọn đƣợc chủng A. niger từ 

vỏ cam có khả năng sinh pectinase cao [93]. Madika và cs (2020) đã tuyển chọn 

7 chủng A. niger (2,92 U/mL) [115], Wagh và cs (2022) đã phân lập chủng A. 

niger thể hiện hoạt độ pectinase tối đa (36,39 ± 0,01 U/ml) [173], Jalil và cs 

(2023) cho thấy hoạt độ pectinase của chủng A. niger LFP-1 đạt 0,42 U/mL 

[77]… Từ đó, chúng tôi lựa chọn bốn chủng này để tiến hành các thí nghiệm tiếp 

theo. 

3.1.3. Một số đặc điểm sinh học của các chủng nấm mốc  

3.1.3.1. Mô tả đại thể 

Nuôi cấy các chủng nấm mốc M1, M13, M45 và M68 trên thạch đĩa 

pectin trong tủ ấm ở 30
o
C. Sau 4 ngày, các chủng nấm mốc có đặc điểm hình 

thái khuẩn lạc thể hiện ở Hình 3.4.  

Chủng M1: Khuẩn lạc mọc dạng tròn, màu sắc thay đổi trong quá trình 
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sinh trƣởng và phát triển, từ trắng đến vàng đậm. Hệ sợi nấm mọc dày, tơi, trên 

bề mặt không có giọt tiết và không tiết sắc tố ra môi trƣờng. 

Chủng M13: Khuẩn lạc mọc dạng tròn, màu sắc không thay đổi trong quá 

trình sinh trƣởng và phát triển, có màu đen, xung quanh có viền trắng. Hệ sợi 

nấm mọc dày, mịn, trên bề mặt không có giọt tiết và không tiết sắc tố ra môi 

trƣờng. 

Chủng M45: Khuẩn lạc mọc dạng tròn, phát triển theo kiểu phóng xạ 

mạnh, hệ sợi nấm tơi, không chặt, màu sắc thay đổi trong quá trình sinh trƣởng 

và phát triển, khuẩn lạc tròn, từ trắng đến vàng nhạt hơi ngả màu xanh non. Hệ 

sợi nấm mọc dày, tơi, trên bề mặt không có giọt tiết và không tiết sắc tố ra môi 

trƣờng. Chủng M68: Khuẩn lạc tròn, màu sắc thay đổi trong quá trình sinh 

trƣởng và phát triển, từ trắng đến vàng. Hệ sợi nấm mọc thƣa, trên bề mặt xuất 

hiện nhƣng giọt tiết cứng và không tiết sắc tố ra môi trƣờng. 

3.1.3.2. Mô tả vi thể 

Sau khi nuôi cấy nấm mốc trên tiêu bản lá kính, sau 2 ngày tiến hành quan 

sát sự tạo thành khuẩn ti, cuống sinh bào tử, bào tử... bằng kính hiển vi ở độ 

phóng đại ×40 thể hiện ở Hình 3.4. 

Chủng M1: Khuẩn ty phân hóa thành vách ngăn, phân nhánh mạnh, thể 

bình thứ cấp, phần phình đỉnh cuống tỏa tròn, bào tử trần hình cầu. 

Chủng M13: Khuẩn ty phân hóa thành vách ngăn, phân nhánh, cuống sinh 

bào tử có dạng thẳng, ngắn, phần phình đỉnh cuống tỏa tròn. Thể bình có hình 

chai, xếp trực tiếp trên bề mặt bọng đỉnh giá. Bào tử trần xếp thành chuỗi, có 

hình cầu. 

Chủng M45: Khuẩn ty phân hóa thành vách ngăn, phân nhánh, cuống sinh 

bào tử có dạng tia, phần phình đỉnh cuống tỏa tròn. Thể bình có hình chai, xếp 

trực tiếp trên bề mặt bọng đỉnh giá. Bào tử trần xếp thành chuỗi, có hình cầu. 

Chủng M68: Khuẩn ty phân hóa thành vách ngăn, phân nhánh. Thể bình 

có hình chai, bào tử trần xếp thành chuỗi, có hình cầu. 
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Hình 3.4. Đặc điểm hình thái và hiển vi của các chủng nấm mốc (bar=1 cm). 
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3.1.4. Định danh các chủng nấm mốc  

Các chủng nấm mốc M1, M13, M45 và M68 đƣợc gửi định danh ở Phòng 

thí nghiệm Sinh học phân tử, Công ty Nam Khoa, Thành phố Hồ Chí Minh. 

  

  

Hình 3.5. Cây phả hệ của các chủng nấm mốc phân lập đƣợc dựa trên trình tự ITS. 

Kết quả giải trình tự cho thấy vùng ITS của chủng M1 có kích thƣớc 892 

bp, tƣơng đồng 99% với trình tự gen vùng ITS loài Aspergillus oryzae RIB40 contig 

SC206, mã số truy cập NW_001884680.1. Chủng M1 đƣợc xếp vào chi 

Aspergillus, loài Aspergillus oryzae (Hình 3.5A) 

Vùng ITS của chủng M13 có tổng số nucleotide là 873 bp, tƣơng đồng 

A B 

C D 
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100% với trình tự gen vùng ITS loài Aspergillus niger SMP2, mã số truy cập 

MG675233.1. Chủng M13 đƣợc xếp vào chi Aspergillus, loài Aspergillus niger 

(Hình 3.5B).  

Vùng ITS của chủng M45 có tổng số nucleotide đƣợc giải trình tự là 868 

bp, tƣơng đồng 100% với trình tự gen vùng ITS loài Aspergillus oryzae RIB40 

DNA, chromosome 7, mã số truy cập NC036441.1. Chủng M45 đƣợc xếp vào chi 

Aspergillus, loài Aspergillus oryzae (Hình 3.5C) 

Vùng ITS của chủng M68 có tổng số nucleotide đƣợc giải trình tự là 828 

bp, tƣơng đồng 100% với trình tự gen vùng ITS loài Aspergillus flavus, mã số truy 

cập HQ340.181.1. Chủng M68 đƣợc xếp vào chi Aspergillus, loài Aspergillus flavus 

(Hình 3.5D) 

Từ kết quả định danh các chủng nấm mốc trên, vì chủng M68 là Aspergillus 

flavus đây là loài tiết ra độc tố gây độc nên chúng tôi loại bỏ chủng này và chỉ giữ lại 

ba chủng A. oryzae M1, A. niger M13 và A. oryzae M45 cho các nghiên cứu tiếp 

theo.  

3.1.5. Ảnh hƣởng của một số điều kiện nuôi cấy đến sinh tổng hợp pectinase 

của các chủng nấm mốc Aspergillus 

3.1.5.1. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

Để thăm dò ảnh hƣởng của thời gian nuôi cấy đến hoạt tính pectinase 

chúng tôi tiến hành nuôi cấy các chủng nấm mốc đã đƣợc tuyển chọn trong môi 

trƣờng Czapek-pectin dịch thể. Sau những khoảng thời gian nhất định (24 giờ) 

thu dịch lọc, sinh khối và dịch enzyme để xác định hoạt tính và hoạt độ 

pectinase. Kết quả đƣợc thể hiện trong Hình 3.6, 3.7 và 3.8 cho thấy chủng A. 

oryzae M1 và A. oryzae M45 tại thời điểm 24 giờ nuôi cấy chƣa tích lũy sinh 

khối, sơ tuyển gián tiếp chƣa xuất hiện đƣờng kính vòng phân giải cũng nhƣ 

hoạt độ pectinase. Trong khi đó chủng A. niger M13 đã thể hiện khả năng thủy 

phân pectin và bắt đầu tích lũy sinh khối. Do vậy, chúng tôi không xác định sinh 

khối khô, đƣờng kính vòng phân giải, hoạt độ pectinase tại thời điểm 24 giờ đối 
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với hai chủng A. oryzae M1 và A. oryzae M45.  

Qua khảo sát ảnh hƣởng của thời gian nuôi cấy đến hoạt tính pectinase 

của bốn chủng nấm mốc cho thấy, chủng A. oryzae M1 cho hoạt tính pectinase 

và tích lũy sinh khối cực đại tại thời điểm 72 giờ nuôi cấy (đƣờng kính vòng 

phân giải 36,3 mm, sinh khối khô đạt 9,2 mg/mL), hoạt độ 126,0 U/mL. Sau 72 

giờ nuôi cấy thì hoạt tính pectinase cũng nhƣ sinh khối bắt đầu giảm dần. Chủng 

A. niger M13 thể hiện khả năng thủy phân pectin và tích lũy sinh khối cực đại 

tại thời điểm 48 giờ nuôi cấy (đƣờng kính vòng phân giải đạt 32,3 mm, sinh 

khối khô đạt 7,8 mg/mL), hoạt độ pectinase là 35,6 U/mL. Tại thời điểm 72 giờ 

nuôi cấy thì hoạt độ pectinase cũng nhƣ sinh khối nấm mốc bắt đầu giảm mạnh. 

Chủng A. oryzae M45 có hoạt tính và hoạt độ pectinase đạt cực đại tại 120 giờ 

nuôi cấy (đƣờng kính vòng phân giải 30,8 mm; sinh khối khô đạt 6,6 mg/mL; 

hoạt độ 115,1 U/mL).  

Hoạt tính tối ƣu của pectinase có thể thay đổi tùy thuộc vào chủng nấm 

phân lập, phƣơng pháp lên men, thành phần sinh trƣởng, môi trƣờng, nồng độ 

nguồn dinh dƣỡng và mô hình sản xuất pectinase [77]. Castilho và cs (2000) đã 

báo cáo rằng polygalacturonase cao nhất hoặc hoạt tính pectinase từ A. niger thu 

đƣợc sau 22 giờ của thời gian lên men [48]. 

Trong khi đó, Patil và Dayanand (2006) đã quan sát thấy sự gia tăng dần 

dần trong việc sản xuất pectinase bởi A. niger sau 72 giờ lên men và lên đến 96 

giờ trong điều kiện lên men rắn [138]. Darah và cs (2013) đã công bố quá trình 

sản xuất pectinase của A.niger ở vỏ bƣởi Citrus grandis (L.) Osbeck làm cơ chất 

trong hệ thống lên men rắn đạt đƣợc hoạt tính pectinase tối đa vào ngày thứ 6 

của thời gian nuôi cấy [52]. 

Kaur và cs (2014) đã khẳng định hoạt độ pectinase của các chủng nấm 

gây thối hỏng hoa quả tăng dần theo thời gian trong môi trƣờng nuôi cấy và đạt 

cực đại tại thời điểm 96 giờ [89]. Famotemi và cs (2015) đã nuôi cấy các chủng 

nấm mốc trên môi trƣờng xốp thì hoạt độ pectinase sau 5 ngày nuôi cấy mới đạt 

giá trị lớn nhất, sau đó sẽ giảm dần [59]. Khatri và cs (2015) cho rằng sản lƣợng 
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pectinase tối ƣu của A. niger MCAS2 đạt đƣợc sau 48 giờ lên men chìm [94]. 

Tƣơng tự, Sudeep và cs (2020) nhận thấy hoạt tính pectinase cao nhất thu đƣợc 

ở Aspergillus spp. là 48 giờ nuôi cấy và sau 48 giờ nuôi cấy sự tích lũy enzyme 

giảm dần [167]. Nguyên nhân của sự suy giảm này có thể là sự cạn kiệt các chất 

dinh dƣỡng thiết yếu hoặc tích lũy quá mức các chất chuyển hóa độc hại trong 

môi trƣờng sinh trƣởng [154]. 

 

Hình 3.6. Sinh khối khô của các chủng nấm mốc Aspergillus tuyển chọn sau các khoảng 

thời gian nuôi cấy. 

 

Hình 3.7. Đƣờng kính vòng phân giải pectin của các chủng nấm mốc Aspergillus 

tuyển chọn sau các khoảng thời gian nuôi cấy. 
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Hình 3.8. Hoạt độ pectinase của các chủng nấm mốc Aspergillus tuyển chọn sau các 

khoảng thời gian nuôi cấy. 

Theo Lê Thị Thảo và cs (2018), hoạt độ pectinase của chủng Aspergillus 

sp. C2.2 tăng dần theo thời gian và đạt cực đại sau 72 giờ nuôi cấy, sau thời gian 

này hoạt độ pectinase cũng giảm dần [24]. Theo kết quả nghiên cứu của Jalil và 

cs (2023), hoạt độ pectinase tăng theo thời gian và đạt đƣợc sản lƣợng enzyme 

tối đa vào ngày thứ 6 của giai đoạn nuôi cấy với hoạt độ enzyme 0,88±0,09 

U/mL. Việc sản xuất pectinase ổn định cho đến ngày thứ 10 và sau đó giảm dần 

[77]. 

So sánh với kết quả nghiên cứu của nhiều tác giả cho thấy, thời gian nuôi 

cấy ảnh hƣởng lớn đến khả năng sinh enzyme và tích lũy sinh khối của các 

chủng nấm mốc. Tùy chủng nấm mốc mà thời gian tối thích và khả năng sinh 

enzyme sẽ khác nhau. Bên cạnh đó, thời gian cũng làm ảnh hƣởng đến độ bền 

của enzyme, làm thay đổi khả năng phân hủy pectin của pectinase. Chính vì vậy, 

để thu đƣợc dịch enzyme có hoạt tính và sinh khối lớn thì cần chú ý theo dõi yếu 

tố thời gian trong suốt quá trình nuôi cấy. 
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3.1.5.2. Ảnh hưởng củ  pH môi trường 

Kết quả ở mục 3.1.5.1. cho thấy thời gian tối ƣu của chủng A. oryzae M1 

sau 72 giờ, chủng A. niger M13 là 48 giờ và 120 giờ với chủng A. oryzae M45. 

Tiếp tục nuôi cấy các chủng nấm mốc đã đƣợc tuyển chọn trong môi trƣờng 

Czapek-pectin dịch thể tại các giá trị pH từ 4,0-7,0 với các khoảng thời gian 

trên.  

 

Hình 3.9. Sinh khối khô của các chủng nấm mốc Aspergillus tuyển chọn ở các giá trị 

pH. 

Qua kết ở Hình 3.9, 3.10 và Hình 3.11 cho thấy, các chủng nấm mốc A. 

oryzae M1, A. niger M13 và A. oryzae M45 đều có khả năng phân giải pectin 

trong môi trƣờng có pH khoảng 6,0-7,0, trong đó pH 6,5 là thích hợp nhất cho 

hoạt động phân giải pectin. Chủng A. oryzae M1 có giá trị pH môi trƣờng tối ƣu 

là 6,5 (đƣờng kính vòng phân giải pectin 37,3 mm; sinh khối khô 9,4 mg/mL; 

hoạt độ 128,50 U/mL). Chủng A. niger M13 có giá trị pH môi trƣờng tối ƣu là 

6,5 (đƣờng kính vòng phân giải pectin 33,7 mm; sinh khối khô 8,2 mg/mL; hoạt 

độ 38,4 U/mL).  Chủng A. oryzae M45 cũng có giá trị pH môi trƣờng tối ƣu là 

6,5 (đƣờng kính vòng phân giải 32,8 mm; sinh khối khô 7,3 mg/mL; hoạt độ 

117,1 U/mL).  
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Hình 3.10. Đƣờng kính vòng phân giải pectin của các chủng nấm mốc Aspergillus tuyển 

chọn ở các giá trị pH. 

 

 

Hình 3.11. Hoạt độ pectinase của các chủng nấm mốc Aspergillus tuyển chọn ở các giá trị 

pH. 
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Ở môi trƣờng pH 4,0 cả ba chủng nấm mốc đều không có khả năng sinh 

pectinase hoặc khả năng sinh pectinase rất yếu. Nguyên nhân có thể là do ở điều 

kiện này, môi trƣờng acid mạnh đã hạn chế sinh trƣởng phát triển, sự sinh tổng 

hợp enzyme của các chủng nấm mốc. Điều này cho thấy rằng điều kiện acid nhẹ 

phù hợp để sản xuất pectinase. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi phù hợp với 

một số công trình nghiên cứu cùng lĩnh vực đã công bố.  

Theo Jalil và Ibrahim (2021), độ pH của môi trƣờng nuôi cấy đóng vai trò 

quan trọng trong việc điều hòa và thúc đẩy quá trình tổng hợp enzyme của nấm 

[76]. Nghiên cứu hiện tại cho thấy độ pH tối ƣu cho hoạt tính pectinase cao nhất 

của cả ba chủng trong điều kiện quá trình lên men chìm đƣợc quan sát thấy ở pH 

6,5. Ở pH tối ƣu, tốc độ phản ứng xúc tác của enzyme sẽ đạt tối đa. Khi giá trị 

pH cao hơn hoặc thấp hơn pH tối ƣu thì hoạt động của enzyme sẽ giảm. Độ pH 

của môi trƣờng nuôi cấy nấm bị ảnh hƣởng bởi sự hình thành và tiêu thụ acid 

hữu cơ, giải phóng các ion hydro và sự hấp thụ nguồn nitơ [62]. Kết quả này 

tƣơng tự với Debing và cs (2005) đã báo cáo rằng pH 6,5 trong môi trƣờng nuôi 

cấy là tối ƣu cho việc sản xuất pectinase bởi chủng A. niger A2.26 [53]. Theo 

Kaur và cs (2014), hoạt độ pectinase của các chủng nấm mốc phân lập từ vỏ hoa 

quả tăng dần khi tăng pH môi trƣờng từ 5,0-7,0 đạt cực đại tại pH 7,0 và giảm 

dần nếu pH môi trƣờng tăng cao [89].  

Trong khi đó, hoạt động tối ƣu của A. niger LFP-1 đƣợc tìm thấy ở pH 4,5 

[77] và của Aspergillus spp. đƣợc tìm thấy ở độ pH 5,8 [167]. Famotemi và cs 

(2015) cho thấy pH môi trƣờng tối ƣu của các chủng nấm mốc là pH 5,0 và giảm 

dần khi pH môi trƣờng tăng [59]. Sharma và Rishishwar (2015) cho rằng quá 

trình sản xuất pectinase của A. niger tối ƣu trong môi trƣờng nuôi cấy có độ pH 

ban đầu là 4,5 [158]. Theo Lê Thị Thảo và cs (2018), hoạt độ pectinase của 

chủng C2.2 tăng từ pH môi trƣờng 3,0-4,0 và đạt cực đại tại pH 5,0. Khi tăng 

pH môi trƣờng thì hoạt độ pecinase cũng giảm đáng kể, đặc biệt tại các giá trị 

pH 8,0 và pH 9,0 hoạt độ pectinase bị giảm mạnh [24]. Kết quả nghiên cứu của 
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Ametefe và cs (2021) cho thấy hoạt độ pectinase của chủng Aspergillus niger 

tăng từ pH 3,0-5,0 và đạt cực đại tại pH 5,0 (hoạt độ pectinase 0,50 mg/mL), khi 

tăng giá trị pH 7,0 và pH 8,0 hoạt độ pectinase giảm [34]. Theo Jalil và cs 

(2023), Aspergillus niger LFP-1 sản xuất pectinase cao nhất trong quá trình lên 

men chìm đƣợc quan sát thấy ở độ pH 4,5 với giá trị hoạt độ đạt 0,90±0,04 

U/mL. Tuy nhiên, sinh khối của nấm cao nhất đạt đƣợc ở pH 4,0 là 

2,56±0,09 g/L [77].  

So sánh với các kết quả nghiên cứu của nhiều tác giả cho thấy, pH môi 

trƣờng nuôi cấy ảnh hƣởng đến khả năng sinh tổng hợp pectinase và tích lũy 

sinh khối của các chủng nấm mốc. Vì vậy, trong quá trình nuôi cấy cần duy trì 

pH thích hợp để thu đƣợc pectinase có hoạt tính mạnh.  

3.1.5.3. Ảnh hưởng của ngu n carbon 

Bổ sung các nguồn carbon khác nhau: glucose, lactose, maltose, fructose, 

tinh bột, CMC và rỉ đƣờng. Nuôi cấy ở điều kiện pH 6,5 cho cả 3 chủng A. 

oryzae M1; A. niger M13 và A. oryzae M45; sau các khoảng thời gian nhƣ ở 

mục 3.5.1.2.  

Kết quả nghiên cứu ở Hình 3.12, 3.13 và 3.14 cho thấy, với mỗi nguồn 

carbon có ảnh hƣởng khác nhau đến khả năng tích lũy sinh khối và hoạt độ 

pectinase của các chủng nấm mốc. Kích thƣớc vòng phân giải pectin cao ở các 

môi trƣờng có nguồn carbon là tinh bột và maltose. Ở chủng nấm mốc A. oryzae 

M1, đƣờng kính vòng phân giải pectin cao nhất ở môi trƣờng có nguồn bổ sung 

carbon là maltose (40,7 mm) và thấp nhất ở môi trƣờng có nguồn carbon là 

fructose (21,5 mm). Khả năng tích lũy sinh khối của chủng A. oryzae M1 trong 

môi trƣờng Czapek-pectin với các nguồn carbon khác nhau cũng rất khác nhau. 

Sinh khối khô thấp ở môi trƣờng có nguồn carbon nhƣ CMC (5,5 mg/mL). Sinh 

khối khô đạt cực đại ở môi trƣờng nuôi cấy sử dụng tinh bột (14,6 mg/mL). 
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Hình 3.12. Ảnh hƣởng nguồn carbon đến khả năng tích lũy sinh khối của các chủng 

nấm mốc Aspergillus tuyển chọn. 

 

Hình 3.13. Đƣờng kính vòng phân giải pectin của chủng nấm mốc Aspergillus tuyển 

chọn ở các nguồn carbon khác nhau. 

Tƣơng tự ở chủng A. niger M13, đƣờng kính vòng phân giải pectin cao 

nhất ở môi trƣờng maltose (34,8 mm) và thấp nhất ở môi trƣờng fructose (18,2 

mm). Khả năng tích lũy sinh khối trong môi trƣờng với các nguồn carbon khác 
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nhau cũng rất khác nhau. Sinh khối khô thấp ở môi trƣờng có nguồn carbon là 

CMC (1,5 mg/mL), cao nhất ở môi trƣờng maltose (8,9 mg/mL). Trong khi đó 

đối với chủng nấm mốc A. oryzae M45, nguồn carbon tối ƣu là tinh bột với 

đƣờng kính vòng phân giải pectin là 36,5 mm và sinh khối khô là 11,6 mg/mL.  

Việc cung cấp bổ sung nguồn carbon làm tăng đáng kể sự phát triển của 

nấm và sản xuất chất chuyển hóa thứ cấp. Trong nghiên cứu này, maltose và tinh 

bột là nguồn carbon tốt nhất để tăng sản lƣợng pectinase đối với ba chủng A. 

oryzae M1, A. niger M13 và A. oryzae M45.  

Theo nghiên cứu của Kaur và cs (2014), hoạt độ pectinase của 7 chủng 

nấm mốc phân lập từ vỏ hoa quả thuộc Aspergillus sp. và Fusarium sp. cao nhất 

khi nuôi cấy trong môi trƣờng saccharose và thấp nhất trong môi trƣờng tinh bột 

[89]. Theo Lê Thị Thảo và cs (2018), khả năng tổng hợp pectinase mạnh nhất 

của chủng C2.2 là trong môi trƣờng có nguồn carbon là pectin [24]. 

Theo nghiên cứu của Begum và Munjam (2021), hoạt tính Exo-PG cao 

nhất (0,690 U/mL) thu đƣợc trong môi trƣờng chứa saccharose vào ngày thứ 12, 

sau đó là glucose (0,610 U/mL) và fructose (0,520 U/mL), hoạt tính endo-PL 

cao nhất đƣợc ghi nhận trong môi trƣờng chứa saccharose (58,0 RVU) và 

maltose (57,0 RVU) [42]. 

   

Hình 3.14. Vòng phân giải pectin của dịch pectinase tách từ các chủng nấm mốc 

Aspergillus tuyển chọn với nguồn carbon nuôi cấy tối ƣu (bar=1 cm). 

3.1.5.4. Ảnh hưởng của ngu n nitrogen 

Ngoài nguồn carbon, nitrogen còn đóng vai trò quan trọng trong việc sản 

M1 
Maltose 

M13 
Maltose 

M45 
Tinh b t֥ 
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xuất enzyme và sự phát triển của nấm. Bổ sung các nguồn nitrogen khác nhau: 

gelatine, urea, cao thịt, cao nấm men, peptone và NH4NO3. Qua kết quả ở Hình 

3.15, 3.16 và 3.17 cho thấy, các nguồn nitrogen khi bổ sung vào môi trƣờng 

nuôi cấy có ảnh hƣởng khác nhau đến sinh trƣởng, phát triển và khả năng phân 

giải pectin của các chủng nấm mốc.  

Đối với chủng A. oryzae M1, trong môi trƣờng nuôi cấy bổ sung gelatine 

khả năng tích lũy sinh khối cao nhất đạt 9,5 mg/mL, hoạt tính pectinase đạt cực 

đại với nguồn NH4NO3 (42,7 mm). Nguồn peptone khi bổ sung vào môi trƣờng 

nuôi cấy, khả năng sinh trƣởng phát triển cũng nhƣ phân giải pectin thấp với 

sinh khối khô chỉ đạt 6,3 mg/mL và đƣờng kính vòng phân giải pectin chỉ đạt 

28,2 mm. 

Đối với chủng A. niger M13, môi trƣờng cao nấm men có sự tích lũy sinh 

khối cao nhất, đạt 9,6 mg/mL và đƣờng kính vòng phân giải pectin đạt 37,3
 
mm. 

Nguồn gelatine không thích hợp cho sinh trƣởng phát triển và phân giải pectin 

với sinh khối khô chỉ đạt 6,8 mg/mL và đƣờng kính vòng phân giải pectin chỉ 

25,2 mm. 

 

 Hình 3.15. Ảnh hƣởng của nguồn nitrogen đến khả năng tích lũy sinh khối của các 

chủng nấm mốc Aspergillus tuyển chọn. 
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Hình 3.16. Ảnh hƣởng của nguồn nitrogen đến hoạt tính pectinase của các chủng nấm 

mốc Aspergillus tuyển chọn. 

Ở chủng A. oryzae M45, môi trƣờng nuôi cấy có bổ sung nguồn gelatine 

nấm mốc có khả năng sinh trƣởng, phát triển tốt thể hiện qua sinh khối khô đạt 

12,2 mg/mL. Đồng thời cũng sinh hoạt tính pectinase mạnh, với đƣờng kính 

vòng phân giải pectin đạt 41,8 mm. Khả năng sinh trƣởng phát triển yếu ở môi 

trƣờng bổ sung nguồn nitrogen là urea, sinh khối khô chỉ đạt 4,0 mg/mL và 

đƣờng kính vòng phân giải pectin 25,7 mm. 

   

Hình 3.17. Vòng phân giải pectin của pectinase tách từ các chủng nấm mốc 

Aspergillus tuyển chọn với nguồn nitrogen nuôi cấy tối ƣu (bar = 1 cm). 

Theo nghiên cứu của Azzaz và cs (2013), nguồn nitrogen tối ƣu cho sinh 

trƣởng, phát triển và sinh tổng hợp pectinase của A. niger là cao nấm men [38]. 
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Trong nghiên cứu của Kaur và cs (2014), hoạt độ pectinase của các chủng nấm 

mốc cao nhất khi nuôi cấy trong môi trƣờng có bổ sung nguồn urea và NaNO3, 

nhƣng lại thấp nhất với nguồn nitrogen là cao nấm men [89]. Đối với nghiên cứu 

của Lê Thị Thảo và cs (2018), nguồn nitrogen tối ƣu của chủng C2.2 là cao nấm 

men và NaNO3, hoạt độ pectinase tƣơng đối thấp khi nuôi cấy ở môi trƣờng có 

bổ sung tryptone và NH4NO3 [24]. Abdullah và cs (2018) đã báo cáo rằng chiết 

xuất nấm men cho sản lƣợng pectinase tối đa [31]. Theo nghiên cứu của Begum 

và Munjam (2021), nguồn nitrogen tối ƣu cho sự sinh trƣởng là sodium nitrate, 

hoạt độ exo-PG và endo-PG của A. niger là 0,613 U/mL [42]. Trong khi đó, Jalil 

và cộng sự (2023) đã quan sát thấy rằng nguồn nitrogen tốt nhất để tăng cƣờng 

sản xuất pectinase là amonium nitrate. Kết quả của chúng tôi cũng cho thấy rằng 

các nguồn nitơ nhƣ peptone, urea đã ức chế sản xuất pectinase. Kết quả này 

tƣơng tự với báo cáo của Jalil và cs (2023) cho thấy peptone và urea ức chế sản 

xuất pectinase [77]. Nhƣ vậy, tùy theo nguồn nitrogen cũng nhƣ loài nấm mốc 

mà khả năng sinh trƣởng, phát triển và sinh tổng hợp pectinase khác nhau. 

Sau khi tối ƣu hóa ba chủng A. oryzae M1, A. niger M13 và A. oryzae 

M45. Chúng tôi lựa chọn chủng có hoạt độ pectinase cao nhất cho nghiên cứu 

tạo dòng và biểu hiện gen pectinase đó là chủng A. oryzae M1 và A. oryzae 

M45, tuy nhiên cả hai chủng này đều phân lập gen không thành công. Do vậy, 

chúng tôi đã lựa chọn chủng A. niger M13 cho các nghiên cứu tiếp theo. 

3.2. TẠO DÒNG GEN PECTINASE VÀO HỆ THỐNG VECTOR BIỂU 

HIỆN P. pastoris  

3.2.1. Tách chiết DNA tổng số 

Nhân sinh khối A. niger M13 trong môi trƣờng PDB, sinh khối sợi nấm 

đƣợc thu nhận và rửa sạch môi trƣờng nuôi cấy bằng nƣớc cất khử trùng trƣớc 

khi tiến hành tách chiết DNA tổng số. Kết quả tách chiết DNA tổng số đƣợc thể 

hiện ở Hình 3.18. DNA thu đƣợc không bị đứt gãy, sạch, không lẫn RNA. Nhƣ 

vậy, phƣơng pháp tách chiết DNA tổng số sử dụng đệm CTAB là hoàn toàn phù 
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hợp với chủng A. niger M13. DNA thu đƣợc đảm bảo chất lƣợng để làm khuôn 

mẫu cho các phản ứng PCR phân lập các gen pectinase. 

 

Hình 3.18. DNA tổng số của chủng A. niger M13. M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder 

(Thermo Scientific); 1, 2: DNA tổng số tách chiết bằng đệm CTAB. 

 

3.2.2. Phân lập gen 

Hình 3.19 cho thấy ba sản phẩm PCR tƣơng ứng với ba cặp mồi 

AspPecA-F/AspPecA-R, AspPecB-F/AspPecB-R và AspPecC-F/AspPecC-R. 

Các sản phẩm lần lƣợt có kích thƣớc khoảng 1.200 bp (AspPecA), 1.700 bp 

(AspPecB) và 1.300 bp (AspPecC). Các băng DNA rõ, đậm, không xuất hiện sản 

phẩm phụ, điều này chứng tỏ các cặp mồi sử dụng là đặc hiệu và đã xác định 

đƣợc sự hiện diện của ba gen khác nhau mã hóa cho pectinase ở A. niger M13. 

So sánh với kích thƣớc các gen đƣợc dùng để thiết kế mồi, chúng tôi nhận thấy 

ba gen AspPecA, AspPecB và AspPecC khuếch đại từ hệ gen của A. niger M13 

dài hơn trình tự CDS của các gen dùng để thiết kế mồi. Điều này hoàn toàn hợp 

lý vì các gen của chủng A. niger dùng để khuếch đại đều đƣợc phân lập từ 

mRNA, do đó đã loại bỏ các đoạn intron trong quá trình phiên mã.  

10 kb 
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Hình 3.19. Điện di đồ sản phẩm PCR các gen pectinase trên gel agarose 0,8%. M: 

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 1, 2, 3: Sản phẩm PCR gen 

AspPecA, AspPecC, AspPecB. 

 

3.2.3. Tạo dòng các gen mã hóa pectinase trong vector pGEM®T-Easy 

Sản phẩm PCR tƣơng ứng với ba gen AspPecA, AspPecC, AspPecB đƣợc 

gắn vào vector tạo dòng pGEM
®
T-Easy và biến nạp vào E. coli Top10. Thể biến 

nạp E. coli mang vector tái tổ hợp pGEM
®
T-AspPecA, pGEM

®
T-AspPecB, 

pGEM
®
T-AspPecC đƣợc kiểm tra bằng phƣơng pháp PCR trực tiếp khuẩn lạc và 

cắt bằng các enzyme hạn chế. Kết quả PCR đƣợc hiển thị ở Hình 3.20.  

Mỗi gen chúng tôi tiến hành chọn ngẫu nhiên hai khuẩn lạc tái tổ hợp, từ 

hình ảnh thu đƣợc cho thấy đã biến nạp thành công vector pGEM
®
-T Easy-

AspPecA, vector pGEM
®
-T Easy-AspPecB và vector pGEM

®
-T Easy-AspPecC. 

Sản phẩm PCR khuẩn lạc có kích thƣớc tƣơng ứng với sản phẩm khuếch đại từ 

DNA tổng số. Sản phẩm PCR đặc hiệu, không xuất hiện băng phụ.  
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Hình 3.20. Điện di đồ sản phẩm PCR khuẩn lạc chứa pGEM
®
-T Easy-pectinase. M: 

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 1, 2: Sản phẩm PCR khuếch đại từ 

khuẩn lạc mang pGEM
®
-T Easy-AspPecA; 3, 4: Sản phẩm PCR khuếch đại từ khuẩn 

lạc mang pGEM
®

-T Easy-AspPecC; 5, 6: Sản phẩm PCR khuếch đại từ khuẩn lạc 

mang pGEM
®

-T Easy-AspPecB. 

Sau đó chọn ngẫu nhiên ba khuẩn lạc của ba gen để tách chiết plasmid 

DNA và kiểm tra sự hiện diện của các gen AspPecA, AspPecB và AspPecC nằm 

trong vector pGEM
®
-T Easy tái tổ hợp thông qua trình tự nhận biết của enzyme 

EcoRI. Các kết quả đƣợc hiển thị trong Hình 3.21. 

 

Hình 3.21. Điện di đồ sản phẩm phản ứng cắt bằng EcoRI. M: PreciGene 1 kb DNA 

Ladder (BioPioneer). 1: Plasmid pGEM
®

-T Easy-AspPecA; 2: Sản phẩm phản ứng cắt 

EcoRI đối với pGEM
®

-T Easy-AspPecA; 3: Plasmid pGEM
®

-T Easy-AspPecC; 4: Sản 

phẩm phản ứng cắt EcoRI đối với pGEM
®

-T Easy-AspPecC; 5: plasmid pGEM
®
-T 

Easy-AspPecB; 6: Sản phẩm phản ứng cắt EcoRI đối với pGEM
®

-T Easy-AspPecB. 
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Kết quả điện di Hình 3.21 cho thấy, plasmid pGEM
®
-T Easy-AspPecA có 

kích thƣớc khoảng 4 kb (còn xuất hiện thêm băng phụ 3 kb), plasmid pGEM
®
-T 

Easy-AspPecC có kích thƣớc 4,5 kb; plasmid pGEM
®
-T Easy-AspPecB có kích 

thƣớc 5 kb (cũng xuất hiện băng phụ có kích thƣớc 3,5 kb). Sự xuất hiện các 

băng phụ khi điện di kiểm tra các plasmid tái tổ hợp có thể do plasmid thực tế 

tồn tại ở nhiều dạng khác nhau làm cho tốc độ di chuyển trong cùng một bản gel 

cũng khác nhau, từ đó sẽ xuất hiện các băng có kích thƣớc không bằng nhau 

(Tweedie và Stowell, 2005). Bên cạnh đó, khi xử lý với enzyme hạn chế EcoRI, 

pGEM
®
-T Easy-AspPecA bị cắt tạo thành hai băng có kích thƣớc khác nhau 

(băng có kích thƣớc 3 kb là pGEM
®
-T Easy mạch thẳng, băng thứ 2 có kích 

thƣớc 1,2 kb chính là AspPecA, còn băng 4,2 kb có thể là plasmid đƣợc cắt chƣa 

hoàn toàn); pGEM
®
-T Easy-AspPecC bị cắt hoàn toàn tạo thành 2 băng 

(pGEM
®
-T Easy mạch thẳng 3 kb và gen pectinase 1,3 kb); và pGEM

®
-T Easy-

AspPecB cắt chƣa hoàn toàn cũng tạo ra 2 sản phẩm (băng có kích thƣớc 3 kb là 

pGEM
®
-T Easy mạch thẳng, băng thứ 2 chính là pectinase AspPecB có kích 

thƣớc 1,7 kb, còn băng khoảng 4,7 kb có thể là plasmid đƣợc cắt chƣa hoàn 

toàn). Nhƣ vậy, khi xử lý với EcoRI đƣợc thiết kế sẵn ở hai đầu của vùng tạo 

dòng trên pGEM
®
-T Easy, chúng tôi khẳng định đã tạo dòng các gen mã hóa 

cho pectinase thành công trong pGEM
®
-T Easy. 

3.2.4. Giải trình tự gen mã hóa pectinase 

Plasmid mang vector tái tổ hợp của từng gen AspPecA, AspPecB và 

AspPecC đƣợc gửi giải trình tự nucleotide tại Công ty First BASE (Malaysia). 

Kết quả giải trình tự cho thấy gen AspPecA, AspPecB và AspPecC có kích thƣớc 

lần lƣợt là 1.237 bp, 1.728 bp và 1.338 bp và đã đƣợc đăng ký trên GenBank với 

các mã số tƣơng ứng MT502411, MT502412 và MT502413. AspPecA mã hóa 

cho một chuỗi polypeptide với chiều dài 362 amino acid, AspPecB và AspPecC 

mã hóa chuỗi polypeptide với chiều dài lần lƣợt 495 và 384 amino acid (Hình 

3.22). Phân tích bằng phần mềm dự đoán trình tự tín hiệu peptide SignalP-4.0 
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cho thấy AspPecA, AspPecB và AspPecC chứa trình tự mã hóa tín hiệu peptide 

với chiều dài lần lƣợt là 18, 16 và 19 amino acid [139].  

Sự xuất hiện chuỗi tín hiệu peptide chứng tỏ đây là các enzyme ngoại bào. 

Bussink và cs (1992) đã chứng minh sự hiện diện của bảy gen endo-

polygalacturonase (pga) khác nhau trong A. niger N400, trong đó ba gen pgaI, 

pgaII và pgaC đã đƣợc xác định [46]. Đặc tính hóa sinh phân tử của endo-

polygalacturonase E từ A. niger N400 đã đƣợc nghiên cứu. Toàn bộ gen endo-

polygalacturonase bao gồm 1.293 bp bị gián đoạn bởi ba intron ngắn (kích 

thƣớc lần lƣợt là 50, 50 và 59 bp). Parenicova và cs (2000) đã phân lập hai gen 

pgaA và pgaB; đây là hai gen mã hóa endopolygalacturonase (PGs, EC 3.2.1.15) 

A và B từ thƣ viện gen của A. niger N400. Vùng mã hóa protein 1.167 bp của 

gen pgaA bị gián đoạn bởi một intron, trong khi vùng mã hóa 1.234 bp của gen 

pgaB chứa hai intron. Các protein tƣơng ứng, PGA và PGB, bao gồm 370 và 

362 amino acid tƣơng ứng; gen pgaD từ A. niger N400 cũng đƣợc phân lập có 

kích thƣớc 1.716 bp [136].  

Singh (2012) đã phân lập gen mã hóa một pectinase từ dữ liệu 

metagenome trong đất có khung đọc mở 1.311 bp mã hóa chuỗi protein 47,9 

kDa [163]. Liu và cs (2014) đã tách đƣợc gen endo-galacturonase A (pgaA) từ 

A. niger JL-15 có khung đọc mở 1.113 nucleotide mã hóa cho một peptide gồm 

370 amino acid [113]. Xu và cs (2015) đã khuếch đại gen mã hóa pectinase 

PNL-ZJ5A từ A. niger ZJ5 có trình tự nucleotide là 1428 bp và mã hóa protein 

gồm 475 amino acid [177]. Năm 2015, Zhou và cs đã tạo dòng gen endo-

polygalacturonase (endo-pgaA) từ trình tự cDNA của A. niger SC323 và biểu 

hiện thành công ở Saccharomyces cerevisiae EBY100. Gen endo-pgaA có chiều 

dài 1.113 bp và mã hóa protein gồm 370 amino acid với khối lƣợng phân tử là 

~38,8 kDa [185].  

Zhang và cs (2018) đã tạo dòng và biểu hiện thành công gen pectin 

methylesterase (PME-ZJ5A), từ A. niger ZJ5 trong P. pastoris. Gen PME-ZJ5 có 
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trình tự nucleotide 1088 bp mã hóa một chuỗi polypeptid gồm 327 amino acid 

[182]. 

Trình tự amino acid suy diễn của các gen AspPecA, AspPecB và AspPecC 

đƣợc so sánh lần lƣợt với các gen của các chủng A. niger ZJ5A (AQT01640), A. 

tubingensis CBS 134.48 (OJI88021) và A. luchuensis CBS 106.47 (OJZ80574) 

từ dữ liệu GenBank bằng công cụ Clustal Omega. Kết quả cho thấy, tỷ lệ tƣơng 

đồng giữa các gen AspPecA, AspPecB và AspPecC với các chủng trên lần lƣợt là 

100%; 99,60% và 99,74%. Nhƣ vậy, các gen AspPecA, AspPecB và AspPecC 

phân lập từ A. niger M13 có sự tƣơng đồng cao về kích thƣớc và trình tự đối với 

các gen tƣơng tự đã đƣợc công bố. 

Năm 2018, Kamalambigeswari và cs đã nghiên cứu và tìm thấy gen 

polygalacturonase (pgaI) từ A. niger có độ tƣơng đồng với 99% với các chủng 

A. niger phân lập khác [82].  

Cho đến nay, chỉ có một số gen mã hóa pectinase từ A. niger đƣợc mô tả. 

Tính đặc hiệu cơ chất và tính chất sinh hóa của enzyme vẫn chƣa đƣợc làm rõ. 

Ngoài ra, việc sử dụng enzyme để phân hủy pectin vẫn chƣa đƣợc khám phá. Vì 

vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi đã chọn gen mã hóa cho pectinase từ A. 

niger M13 để nhân bản, biểu hiện và mô tả đặc tính. 
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Hình 3.22. So sánh trình tự amino acid suy diễn của ba gen AspPecA, AspPecB và 

AspPecC bằng công cụ Clustal Omega. (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

Dấu chấm thể hiện các vị trí tƣơng đồng thấp, dấu hai chấm thể hiện độ tƣơng đồng 

cao và dấu sao thể hiện độ tƣơng đồng tuyệt đối 

 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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3.2.5. Dự đoán cấu trúc không gian của enzyme pectinase tái tổ hợp 

Kết quả dự đoán cho thấy ba enzyme pectinase tái tổ hợp có cấu trúc và chức 

năng khá tƣơng tự nhau. PecA có cấu trúc tƣơng đồng 70% với polygalacturonase 

của Colletotrichum lupini (mã số PDB: 2iq7, mã số Phyre: c2iq7D_) với độ bao phủ 

93% và độ tin cậy 100%. Cấu trúc bậc hai của pecA có hai vị trí gập cuộn xoắn α 

(chiếm 7%) và 28 vị trí gập cuộn phiến β (51%). Cấu trúc phiến β đƣợc trình bày 

bằng hình mũi tên dạng lát mỏng; cấu trúc cuộn xoắn α đƣợc trình bày bằng hình lát 

mỏng dạng cuộn. Ngoài ra, trong cấu trúc enzyme còn có các đoạn rối (Disordered) 

chiếm 7%. PecB có cấu trúc tƣơng đồng 60% với endopolygalacturonase của 

Fusarium verticillioides (mã số PDB: 1hg8, mã số Phyre: d1hg8a_) với độ bao phủ 

69% và độ tin cậy 100%. Cấu trúc bậc hai của pecB có một vị trí gập cuộn xoắn α 

(chiếm 2%) và 30 vị trí gập cuộn phiến β (39%) và các đoạn rối chiếm 18%. PecC có 

cấu trúc tƣơng đồng 71% với polygalacturonase của Aspergillus aculeatus (mã số 

PDB: 1ia5, mã số Phyre: d1ia5a_) với độ bao phủ 93% và độ tin cậy 100%. Cấu trúc 

bậc hai của pecC có một vị trí gập cuộn xoắn α (chiếm 4%) và 28 vị trí gập cuộn 

phiến β (54%), các đoạn rối chiếm 4% (Hình 3.23). 

Vùng bảo tồn (conserved domain) đƣợc dự đoán bằng chƣơng trình SMART 

cho thấy cả ba enzyme đều có một domain chính (Glyco_hydro_28) từ vị trí amino 

acid 43-360 (pecA), 169-495 (pecB) và 63-382 (pecC), điều này cho thấy ba enzyme 

này có chức năng giống nhau. Họ enzyme glycoside hydrolase 28 bao gồm các 

enzyme thể hiện hoạt tính polygalacturonase (pectinase) thủy phân ngẫu nhiên các 

liên kết 1,4-alpha-D-galactosiduronic trong phân tử pectate và các galacturonan khác 

[148]. 

Kết quả phân tích dựa trên trình tự amino acid cho thấy enzyme pecA có 

khối lƣợng phân tử là 37,954 kDa, điểm đẳng điện (pI) là 5,59. Kết quả dự đoán 

khả năng chịu nhiệt của pecA bằng công cụ Tm Predictor cho thấy enzyme có khả 

năng chịu nhiệt độ từ 55-65°C (Tm index=0,2028). Dựa vào công cụ dự đoán khả 

năng chịu đƣợc môi trƣờng xúc tác kiềm/acid của AcalPred cho thấy pecA có khả 

năng chịu acid với chỉ số xúc tác lên tới 0,9646. PecB có khối lƣợng phân tử là 
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50,948 kDa, pI=4,00, chịu nhiệt hơn 65°C (Tm=1,3322), có khả năng chịu acid với 

chỉ số xúc tác lên tới 0,9964. PecC có khối lƣợng phân tử là 40,438 kDa, pI=3,74, 

chịu nhiệt hơn 65°C (Tm=1,3264), có khả năng chịu acid với chỉ số xúc tác là 

0,9911 (Bảng 3.4). 

Bảng 3.4. Dự đoán cấu trúc không gian và đặc điểm lý hóa của các enzyme pectinase tái tổ 

hợp 

Đặc điểm pecA pecB pecC 

Chuỗi polypeptide (amino 

acid) 

362 495 384 

Khối lƣợng phân tử (kDa) 37,954 50,948 40,438 

Điểm đẳng điện (pI) 5,59 4,00 3,74 

Tm 55℃~65℃ >65℃ >65℃ 

Acid/base  acid acid acid 

Domain  Glyco_hydro_28 

(43-360) 

Glyco_hydro_28 

(169-495) 

Glyco_hydro_28 

(63-382) 

α helix 2 1 1 

β strain 28 30 28 

Vị trí N-glycosylation 2 (291 và 334) 4 (295, 371, 410 

và 444) 

1 (261) 

 

Kết quả dự đoán cấu trúc xuyên màng cho thấy gần nhƣ toàn bộ enzyme tái tổ 

hợp đƣợc tiết ra môi trƣờng ngoại bào và không có phần enzyme nằm bên trong tế 

bào (Hình 3.24). Sự khác nhau về khả năng tiết giữa ba enzyme là không đáng kể. 
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Hình 3.23. Dự đoán cấu trúc không gian của các pectinase tái tổ hợp bằng công cụ 

Phyre
2
. A: Cấu trúc không gian của pecA; B: Cấu trúc không gian của pecB và C: Cấu 

trúc không gian của pecC. 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

C 
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Hình 3.24. Khả năng tiết enzyme pectinase tái tổ hợp ra ngoại bào đƣợc dự đoán bằng 

TMHMM Server v. 2.0. A: pecA; B: pecB và C: pecC. 
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Phân tích trình tự amino acid của các enzyme pectinase tái tổ hợp bằng 

công cụ NetNGlyc 1.0 Server nhận thấy có sự khác nhau về vị trí amino acid có 

khả năng xảy ra N–glycosylation giữa các enzyme. PecA có hai vị trí N–

glycosylation (291 và 334), pecB có bốn vị trí (295, 371, 410 và 444) trong khi 

pecC chỉ có một vị trí (261) (Hình 3.25). 

 

 

 

Hình 3.25. Vị trí N-glycosylation dự đoán của enzyme pectinase tái tổ hợp bằng công 

cụ NetNGlyc 1.0 Server. A: pecA; B: pecB và C: pecC. 
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Nhƣ vậy, cả ba enzyme pectinase đều đƣợc dự đoán là hoạt động ngoại bào, 

có khả năng chịu nhiệt cao, hoạt động trong môi trƣờng acid và có chức năng giống 

nhau. 

3.2.6. Tạo dòng gen cAspPecA vào vector biểu hiện pPICZαA 

Từ kết quả giải trình tự nucleotide gen AspPecA, AspPecB, AspPecC và 

dự đoán cấu trúc, chức năng của các gen, gen AspPecA (MT502411) đã đƣợc 

lựa chọn làm gen mục tiêu cho nghiên cứu biểu hiện tái tổ hợp trong P. Pastoris 

X33. Gen AspPecA đƣợc lựa chọn vì cả ba enzyme đều có cấu trúc và chức năng 

tƣơng đồng nhau, trong đó enzyme pecA có khối lƣợng phân tử nhỏ nhất, điểm 

đẳng điện gần trung tính, thuận tiện nhất cho việc tạo dòng và xác định hoạt tính 

trong ba gen thu đƣợc. Gen cAspPecA mã hóa pectinase từ A. niger M13 đƣợc 

tổng hợp sau khi loại bỏ các đoạn intron không mã hóa amino acid và tín hiệu 

peptide nhằm sử dụng tín hiệu peptide có sẵn trên vector biểu hiện ở thí nghiệm 

biểu hiện về sau (Hình 3.26). 

 

 

ATGCATTTCCTCCAGAACGCTTTCGTGGCCGCCACTATGGGCGCTGCGCTGGCCGCCGCTGCTCCTCTTGAGAAG

CGCTCCTGCACTTTCACCTCCGCCTCTGCTGCCAAGTCTGGCAAGTCCTCTTGCACCACCATCACCCTCGACAAC

ATCGAGGTCCCCGCCGGTGAGACTCTTGACTTGACTGGCCTCAAGAAGGGTACTACCGTCATCTTCGAGGGTGAA

ACCACCTTCGGCTACAAGGAATGGAAGGGTCCCCTGATCTCCATGTCCGGTACCGACATCACCGTCAAGCAGGCC

TCCGGTGCCAAAATCAACTGCGACGGTGCTCGCTGGTGGGACGGCAAGGGTAGCAACGGTGGCAAGACCAAGCCC

AAGTTCTTCCAGGCTCACAAGCTCGACGAGTCCAGCATCACCGGCCTGAAGATCTACAACACCCCTGTCCAGGGC

TTCAGCATTCTGGCTGACCACCTGACCATCACCGACGTGACCATCGACAACTCCGCCGGTACGAGCAAGGGCCAC

AACACCGATGCCTTTGACATTGGTCAGAGTACCTACATCACCATCGACGGTGCCACCGTCTACAACCAGGATGAT

TGCCTGGCCATCAACTCGGGTGAGCACATCACTTTCACCAACGGTTACTGTGACGGTGGCCACGGTCTCTCCATT

GGTTCCATTGGTGGCCGCAGCGACAACACCGTCAACGACGTGACCATCTCCAACTCCAAGGTGCTCAACTCCCAG

AACGGTGTCCGTATCAAGACCATCTACGGCAAGACCGGCACTGTTGAGAACGTCAAGTTCGAGGACATCACCCTG

TCCGACATCAGCAAGTACGGTATCGTCGTTGAGCAGGACTACGAGAACGGCAGCCCCACCGGCACGCCCACCAAC

GGTGTCAAGGTTGAGGACATCACTTTCAAGAAGGTCACCGGCAGCGTCAAGAGCTCTGGTACTGACATCTACATC

CTGTGCGGTTCCGGCAGCTGCTCGAACTGGACCTGGAGCGGTGTTGATGTGACTGGCGGCAAGAAGAGCAGCAAG

TGCAAGAACGTCCCCTCGGGCGCTTCCTGCAGCGATTAA 

 

 

Hình 3.26. Trình tự nucleotide tổng hợp nhân tạo của gen cAspPecA đƣợc xác định từ 

vị trí nucleotide mã hóa trình tự peptide không bao gồm tín hiệu peptide và đƣợc làm 

nổi bật bằng các chữ cái màu trắng trên nền đen. 

Nhằm thuận lợi trong tạo dòng vào vector biểu hiện, trình tự nucleotide 

của cAspPecA đƣợc gắn thêm các trình tự nhận biết của enzyme cắt hạn chế. 

Vị trí khởi đầu tổng hợp nucleotide Tín hiệu peptide 

Vị trí kết thúc tổng hợp nucleotide 
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Các enzyme cắt hạn chế đƣợc thiết kế sao cho không cắt bất kỳ trình tự nào 

trong đoạn nucleotide đƣợc tổng hợp và có trên phần vị trí tạo dòng trong vector 

biểu hiện pPICZαA. Dựa trên bản đồ các enzyme cắt hạn chế đã đƣợc phát hiện 

bằng công cụ NEBcutter 3.0 (Hình 3.27), hai enzyme cắt hạn chế là EcoRI và 

XbaI đã đƣợc lựa chọn. 

 

Hình 3.27. Vị trí nhận biết của các enzyme cắt hạn chế có trong trình tự cAspPecA. 

Trình tự cAspPecA tổng hợp nhân tạo hoàn chỉnh có chiều dài 1.040 bp 

(Hình 3.28) đƣợc tạo dòng vào vector pUC19 và biến nạp vào E. coli TOP 10.  

Thể biến nạp E.coli mang vector pUC19/cAspPecA đƣợc nuôi cấy trên môi 

trƣờng LB lỏng có 25 µg/mL zeocine ở 37
o
C để tách chiết plasmid. Plasmid 

pUC19/cAspPecA đƣợc phân tách sử dụng 2 enzyme cắt hạn chế EcoRI và XbaI 

và điện di trên gel agarose 0,8%. 

GAATTCGCTCCTCTTGAGAAGCGCTCCTGCACTTTCACCTCCGCCTCTGCTGCCAAGTCTGGCAAGTCCTCTTGC

ACCACCATCACCCTCGACAACATCGAGGTCCCCGCCGGTGAGACTCTTGACTTGACTGGCCTCAAGAAGGGTACT

ACCGTCATCTTCGAGGGTGAAACCACCTTCGGCTACAAGGAATGGAAGGGTCCCCTGATCTCCATGTCCGGTACC

GACATCACCGTCAAGCAGGCCTCCGGTGCCAAAATCAACTGCGACGGTGCTCGCTGGTGGGACGGCAAGGGTAGC

AACGGTGGCAAGACCAAGCCCAAGTTCTTCCAGGCTCACAAGCTCGACGAGTCCAGCATCACCGGCCTGAAGATC

TACAACACCCCTGTCCAGGGCTTCAGCATTCTGGCTGACCACCTGACCATCACCGACGTGACCATCGACAACTCC

GCCGGTACGAGCAAGGGCCACAACACCGATGCCTTTGACATTGGTCAGAGTACCTACATCACCATCGACGGTGCC

ACCGTCTACAACCAGGATGATTGCCTGGCCATCAACTCGGGTGAGCACATCACTTTCACCAACGGTTACTGTGAC

GGTGGCCACGGTCTCTCCATTGGTTCCATTGGTGGCCGCAGCGACAACACCGTCAACGACGTGACCATCTCCAAC

TCCAAGGTGCTCAACTCCCAGAACGGTGTCCGTATCAAGACCATCTACGGCAAGACCGGCACTGTTGAGAACGTC

AAGTTCGAGGACATCACCCTGTCCGACATCAGCAAGTACGGTATCGTCGTTGAGCAGGACTACGAGAACGGCAGC

CCCACCGGCACGCCCACCAACGGTGTCAAGGTTGAGGACATCACTTTCAAGAAGGTCACCGGCAGCGTCAAGAGC

TCTGGTACTGACATCTACATCCTGTGCGGTTCCGGCAGCTGCTCGAACTGGACCTGGAGCGGTGTTGATGTGACT

GGCGGCAAGAAGAGCAGCAAGTGCAAGAACGTCCCCTCGGGCGCTTCCTGCAGCGATTATCTAGA 

Hình 3.28. Trình tự nucleotide tổng hợp nhân tạo của cAspPecA. 



 

103 

 

 

Hình 3.29. Sản phẩm phản ứng cắt bằng EcoRI và XbaI. M: GeneRuler 1 kb Plus 

DNA Ladder (Thermo Scientific), 1: Sản phẩm phản ứng cắt pUC19/cAspPecA. 

Kết quả điện di ở Hình 3.29 cho thấy plasmid tái tổ hợp đƣợc cắt hoàn 

toàn tạo thành đoạn DNA có kích thƣớc tƣơng ứng khoảng 2,7 kb và 1,1 kb. 

Chiều dài các đoạn DNA này tƣơng ứng với kích thƣớc của vector pUC19 và 

gen cAspPecA. Đoạn DNA có kích thƣớc tƣơng ứng với gen cAspPecA đƣợc 

tinh sạch và gắn với vector pPICZαA đã đƣợc mở vòng bằng enzyme tƣơng ứng 

EcoRI và XbaI, sử dụng enzyme gắn ligase. Hỗn hợp gắn đƣợc biến nạp vào E. 

coli Top10 bằng phƣơng pháp sốc nhiệt và chọn lọc trên môi trƣờng chọn lọc có 

bổ sung zeocin với nồng độ 25 µg/mL đồng thời kiểm tra bằng phản ứng PCR 

với mồi cAspPecA-F/cAspPecA-R.  

Các khuẩn lạc kiểm tra ngẫu nhiên đều xuất hiện băng có kích thƣớc 

khoảng 1,1 kb; đúng bằng kích thƣớc gen cAspPecA. Khuẩn lạc 3 và 4 có nồng 

độ DNA cao cho thấy đây là 2 khuẩn lạc có mang vector tái tổ hợp 

pPICZαA/cAspPecA (Hình 3.30). Kết quả này chứng tỏ, vector tái tổ hợp 

pPICZαA/cAspPecA đã biến nạp thành công vào tế bào vật chủ E. coli Top10.  
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Hình 3.30. Khuếch đại PCR gen cAspPecA từ khuẩn lạc tái tổ hợp. M: GeneRuler 1 kb 

Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). 1, 2, 3, 4, 5: Năm khuẩn lạc đƣợc lựa chọn 

ngẫu nhiên. 

 

Hình 3.31. Plasmid tái tổ hợp pPICZαA/cAspPecA. M: GeneRuler 1 kb Plus DNA 

Ladder (Thermo Scientific). 1: Plasmid tái tổ hợp. 

Plasmid tái tổ hợp pPICZαA/cAspPecA sau tinh sạch đƣợc quan sát thông 

qua điện di agarose 1% thu đƣợc có kích thƣớc khoảng 4 kb với nồng độ khoảng 

400 µg/µL đƣợc sử dụng làm nguyên liệu biến nạp vào P. pastoris X33 (Hình 

3.31). 

3.2.7. Biến nạp vào P. pastoris X33 

Sau khi gắn thành công gen cAspPecA vào pPICZαA, vector tái tổ hợp 

pPICZαA/cAspPecA đƣợc biến nạp vào vật chủ biểu hiện P. pastoris X33 bằng 
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phƣơng pháp điện biến nạp, trƣớc đó đã đƣợc xử lý tạo mạch thẳng bằng PmeI. 

Khuẩn lạc P. pastoris X33 tái tổ hợp đƣợc sàng lọc nhờ kháng sinh zeocine 100 

μg/mL trên môi trƣờng rắn YPDS.  

Các khuẩn lạc mọc trên môi trƣờng YPDS đƣợc nhân sinh khối và tách 

chiết DNA tổng số để kiểm tra sự hiện diện của gen cAspPecA nằm trong 

genome của tế bào vật chủ. Kết quả tách chiết DNA tổng số của P. pastoris X33 

tái tổ hợp thể hiện ở Hình 3.32 cho thấy nồng độ và chất lƣợng đảm bảo sử dụng để 

làm nguyên liệu cho quá trình kiểm tra sự hiện diện của cAspPecA trong genome 

của P. pastoris X33. 

 

Hình 3.32. DNA tổng số P. pastoris X33 mang vector tái tổ hợp pPICZαA/cAspPecA. 

M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific), 1-2: DNA tổng số. 

Sự dung hợp của vector tái tổ hợp pPICZαA/cAspPecA vào genome của 

nấm men P. pastoris X33 đƣợc kiểm tra thông qua phản ứng PCR với cặp mồi 

AOX1-F/AOX1-R. Kết quả điện di ở Hình 3.33 cho thấy sự xuất hiện của 2 

băng có kích thƣớc 1,5 kb và 1,0 kb. Trong đó, băng 1,5 kb tƣơng ứng với kích 

thƣớc của gen cAspPecA là 1.040 bp cộng với trình tự AOX1 nằm trong 

pPICZαA (khoảng 400 bp), băng còn lại có kích thƣớc khoảng 1,0 kb đúng với 

kích thƣớc của gen cAspPecA đã tổng hợp. Nhƣ vậy, có thể kết luận đã chèn 

thành công đoạn gen cAspPecA vào genome của nấm men P. pastoris X33. 
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Hình 3.33. Sản phẩm PCR gen cAspPecA sử dụng cặp mồi AOX1. M: HypperLadder 

1 kb DNA (Bioline, Mỹ). 1: Sản phẩm PCR cặp mồi cAspPecA với PUC19/cAspPecA, 

2: Sản phẩm PCR cặp mồi cAspPecA với pPICZαA/cAspPecA, 3: Sản phẩm PCR cặp 

mồi cAspPecA với genome của P. pastoris X33 tái tổ hợp, 4: Sản phẩm PCR cặp mồi 

AOX1 với genome của P. pastoris X33 tái tổ hợp, 5: Sản phẩm PCR cặp mồi AOX1 

với genome của P. pastoris X33, 6: Sản phẩm PCR cặp mồi AOX1 vói 

pPICZαA/cAspPecA, 7: Sản phẩm PCR cặp mồi AOX1 với pPICZαA. 

3.2.8. Kiểm tra sự biểu hiện gen 

Mức độ biểu hiện của thể biến nạp P. pastoris X33 mang 

pPICZαA/cAspPecA đƣợc đánh giá thông qua nuôi cấy trên môi trƣờng YP bổ 

sung methanol làm chất cảm ứng. Dịch enzyme ngoại bào đƣợc khuếch tán trên 

đĩa thạch có bổ sung cơ chất pectin, kết quả từ Hình 3.34 cho thấy khuẩn lạc số 

3 và 4 xuất hiện vòng phân giải pectin mạnh hơn so với các chủng còn lại. Đối 

chứng âm không xuất hiện vòng phân giải vì chủng P. pastoris X33 không sử 

dụng pectin nên không tạo đƣợc vòng phân giải, trong khi đó chủng P. pastoris 

X33 tái tổ hợp mang gen cAspPecA nên chủng này tạo đƣợc vòng phân giải trên 

đĩa thạch chứa pectin. Vì vậy, dòng tái tổ hợp số 3 và số 4 đã đƣợc biến nạp 

thành công gen cAspPecA vào tế bào P. pastoris X33 và có khả năng tiết 

pectinase ngoại bào. Với khả năng sinh tổng hợp pectinase cao, dòng P. pastoris 

X33 số 3 đƣợc chọn làm vật liệu cho các khảo sát tiếp theo. 

Phƣơng pháp DNS đƣợc sử dụng nhằm xác định hoạt độ của rAspPecA 

với cơ chất pectin. Hoạt độ pectinase tái tổ hợp đƣợc thể hiện ở Hình 3.35 cho 

thấy khuẩn lạc số 3 (7,98±0,17 U/mL) và 4 (5,33±0,05 U/mL) có hoạt độ vƣợt 
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trội hơn so với các chủng khác, kết quả này tƣơng đồng với kết quả định tính ở 

Hình 3.34.  

Do đó khuẩn lạc số 3 đƣợc lựa chọn cho các nghiên cứu đánh giá về mức 

độ biểu hiện, đặc điểm enzyme và ứng dụng.  

 

 

Hình 3.34. Vòng phân giải pectin từ các chủng P. pastoris X33 mang gen cAspPecA. 

 

Hình 3.35. Hoạt độ pectinase tái tổ hợp từ các chủng P. pastoris X33 mang gen 

cAspPecA. 
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3.2.9. Nghiên cứu các điều kiện biểu hiện của rAspPecA  

Dòng tế bào P. pasoris X33 số 3 biểu hiện enzyme ngoại bào đƣợc chọn 

lọc để tối ƣu hóa sản xuất enzyme ngoại bào bằng cách khảo sát một số yếu tố 

nhƣ thời gian cảm ứng, nồng độ chất cảm ứng, mật độ tế bào, nhiệt độ nuôi cấy 

và tốc độ lắc. 

3.2.9.1. Ảnh hưởng của mật độ tế bào 

Mật độ tế bào ảnh hƣởng không nhỏ đến khả năng sinh enzyme của vi 

sinh vật. Mối tƣơng quan giữa mật độ và hoạt độ enzyme góp phần nâng cao 

hiệu suất thu hồi enzyme với thời gian ngắn nhất, ngoài ra đây trở thành tiêu 

chuẩn về chất lƣợng giống bổ sung cho quá trình lên men theo mẻ khi ứng dụng 

ở quy mô công nghiệp. Ảnh hƣởng của mật độ tế bào đến khả năng tiết enzyme 

tái tổ hợp đƣợc tiến hành khảo sát ở các OD600nm trong khoảng 0,5-2,0. Do điều 

kiện phòng thí nghiệm, nên ở tiêu chí này chúng tôi đánh giá ở nhiệt độ 32-

34
o
C.  

 

Hình 3.36. Hoạt độ của rAspPecA theo mật độ tế bào. 

Hình 3.36 cho thấy ở tất cả các mật độ nuôi cấy hoạt độ đều tăng dần từ 

ngày nuôi cấy thứ nhất và đạt cực đại vào ngày nuôi cấy thứ tƣ. Ở OD600nm=0,5 
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(2,472±0,1034 U/mL) và OD600nm=1,0 (2,218±0,1907 U/mL) hoạt độ enzyme 

tích luỹ và tăng dần đều trong hai ngày tiếp theo, trong khi ở OD600nm=1,5 và 2 

hoạt độ enzyme chỉ đạt 1,902±0,1849 U/mL và 2,123±0,1728 U/mL. Tuy nhiên, 

với nghiệm thức OD600nm=2,0 hoạt độ có xu hƣớng tăng mạnh vào ngày thứ hai 

đạt 4,206±0,6390 U/mL. Đến ngày thứ năm, hoạt độ đồng loạt giảm ở tất cả các 

giá trị OD600nm chỉ còn 35-55%, thấp hơn so với ngày nuôi cấy thứ nhất. 

OD600nm=2,0 là mật độ có hoạt độ enzyme tăng nhanh nhất. Điều này có thể do 

tại các giá trị OD600nm thấp hơn, tế bào nấm men cần nhiều thời gian để tăng sinh 

dẫn đến quá trình sinh tổng hợp protein trong các khoảng thời gian này diễn ra 

chậm. Đến ngày thứ tƣ ở tất cả các giá trị OD600nm đều tích lũy lƣợng enzyme 

lớn nhất, chứng tỏ rAspPecA đã đƣợc sản sinh liên tục và tích luỹ đều theo thời 

gian, góp phần củng cố sự thành công của quá trình tạo dòng và biểu hiện gen 

cAspPecA trong tế bào vật chủ P. pastoris X33. 

3.2.9.2. Ảnh hưởng của thời gian cảm ứng 

Tế bào nấm men tái tổ hợp mang gen cAspPecA đƣợc nuôi trong môi 

trƣờng YP bổ sung 1% methanol làm chất cảm ứng, duy trì trong sáu ngày nuôi 

cấy (p<0,05). Kết quả ở Hình 3.37 cho thấy khả năng tiết enzyme ngoại bào từ 

ngày nuôi cấy thứ nhất đạt 3,013±0,118 U/mL, tăng dần theo thời gian và cực 

đại vào ngày thứ tƣ đạt 5,021±0,171 U/mL. Đến ngày thứ năm, hoạt độ enzyme 

giảm mạnh tƣơng đƣơng với ngày thứ nhất chỉ còn 3,016±0,259 U/mL và giảm 

dần cho đến khi kết thúc quá trình nuôi cấy. Hoạt độ enzyme giảm vào ngày thứ 

năm, có thể tại thời điểm này, tế bào nấm men đã đạt đến trạng thái cân bằng 

trong điều kiện nuôi cấy, do đó hàm lƣợng enzyme tích luỹ không còn nhiều. 

Đến ngày thứ sáu, hoạt độ của rAspPecA giảm mạnh chứng tỏ rAspPecA kém 

bền tại thời gian đƣợc bố trí thí nghiệm. 
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Hình 3.37. Hoạt độ của rAspPecA theo thời gian cảm ứng. 

3.2.9.3. Ảnh hưởng của n ng độ chất cảm ứng 

Khả năng sinh enzyme ngoại bào chịu ảnh hƣởng rất nhiều bởi nồng độ 

chất cảm ứng. Kết quả ở Hình 3.38 cho thấy khi tăng nồng độ chất cảm ứng 

methanol từ 0,5-2,5% khả năng tích lũy enzyme có xu hƣớng tăng dần theo thời 

gian, đạt cực đại vào ngày thứ ba (ở nồng độ 2: 4,161±0,6523 U/mL và 2,5%: 

3,977±0,6519 U/mL) và ngày thứ 4 (ở nồng độ 0,5: 4,631±0,4 U/mL; 1,0: 

5,295±0,247 U/mL và 1,5%: 4,658±0,317 U/mL), sau đó giảm mạnh vào ngày 

thứ 5 và tiếp tục giảm vào ngày nuôi cấy cuối cùng. Ở ngày nuôi cấy cuối cùng, 

tại các nồng độ 0,5; 1,0 và 1,5% hoạt độ còn lại dao động từ 40-60%, các nồng 

độ còn lại (hoạt độ từ 50-60% ở các nồng độ 2,0; 2,5). Tuy nhiên, ở nồng độ 

methanol 3% có sự khác biệt rõ rệt, đạt hoạt độ ngày nuôi cấy đầu tiên 

(2,699±0,097 U/mL), bắt đầu giảm dần từ ngày thứ 2 đến ngày thứ 4 còn lại 

(0,968±0,317 U/mL); sau đó đột ngột tăng vào ngày thứ 5: 2,888±0,288 U/mL 

(Hình 3.41). Nguyên nhân dẫn đến sự giảm đột ngột hoạt độ pectinase khi cảm 

ứng methanol 3% có thể xuất phát từ lý do tại nồng độ này methanol đã gây độc 

cho tế bào nấm men, làm chậm sự tăng trƣởng và làm giảm năng suất sinh khối 

của P. pastoris. Nhƣ vậy, kết quả cho thấy sau khi cảm ứng bằng methanol trong 
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96 giờ hoạt độ rAspPecA đạt cực đại.  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi phù hợp về thời gian cảm ứng với một 

số nghiên cứu về pectinase tái rổ hợp. Gen tái tổ hợp rePgaA trong P. pastoris 

sau khi cảm ứng bằng methanol trong 96 giờ hoạt độ của gen rePgaA đạt cực 

đại 2.091,0±14,3 U/mg [113]. Cảm ứng bằng methanol dẫn đến biểu hiện 

mạnh mẽ gen EndoPG trong dịch nổi nuôi cấy với độ đồng nhất cao (> 90%). 

Sự biểu hiện enzyme cao nhất thu đƣợc sau 48 giờ cảm ứng bằng methanol với 

hoạt tính polygalacturonase tối đa trong môi trƣờng nuôi cấy lắc là 503±3 U/mL 

và hoạt tính đặc hiệu là 1.892 U/mg [32].  

 

Hình 3.38. Hoạt độ của rAspPecA theo nồng độ chất cảm ứng. 

Gen endo-PgaA trong P. pastoris sau khi cảm ứng bằng galactose trong 

48 giờ, hoạt độ của endo-PgaA tái tổ hợp trong dịch nổi nuôi cấy có thể đạt tới 

1.448,48 U/mg [185]. Gen PME-ZJ5A đã biểu hiện thành công ở P. pastoris, 

hoạt độ PME cao nhất (71,11 U/ml) đƣợc phát hiện sau khi cảm ứng với 

methanol trong 20 giờ ở 30
o
C [182]. 

Mặc dù, methanol đóng vai trò nhƣ một nguồn carbon phục vụ cho quá 

trình sinh tổng hợp enzyme của P. pastoris nhƣng việc bổ sung chúng với một 

nồng độ cao hơn ngƣỡng giới hạn sinh thái sẽ dẫn đến việc tạo ra các sản phẩm 
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phụ, các đồng phân khác của enzyme mục tiêu. Do đó, kiểm soát nồng độ 

methanol ảnh hƣởng chặt chẽ đến khả năng biểu hiện protein tái tổ hợp trong vật 

chủ P. pastoris. Methanol có mối liên hệ trực tiếp đến promotor AOX, nơi điều 

khiển sự biểu hiện của gen ngoại lai. Việc tăng hay giảm nồng độ chất cảm ứng 

này chính là chìa khoá then chốt để khai thác có hiệu quả protein tái tổ hợp 

mong muốn. 

3.2.9.4. Ảnh hưởng của tốc độ lắc 

Kết quả trình bày ở Hình 3.39 cho thấy tốc độ lắc khác nhau mang lại 

hiệu suất tổng hợp rAspPecA khác nhau.  

Ở tốc độ lắc 150 vòng/phút, hoạt độ enzyme nhanh chóng đạt cao nhất sau 

24 giờ nuôi cấy, sau đó tích luỹ hoạt độ enzyme giảm dần theo thời gian (ngày 

thứ nhất: 4,589±0,325 U/mL; ngày thứ sáu: 1,813±0,111 U/mL). Tốc độ lắc 180 

vòng/phút, hoạt tính pectinase tăng dần từ ngày thứ nhất (2,218±0,191 U/mL) 

đến ngày thứ tƣ (3,710±0,156 U/mL), sau ngày thứ tƣ thì hoạt tính enzyme giảm 

dần và 0,788±0,271 U/mL vào ngày thứ 6. Khi nuôi lắc với tốc độ 210 

vòng/phút, hoạt độ enzyme đạt cao nhất vào ngày thứ hai (3,441±0,160 U/mL), 

sau đó giảm dần theo thời gian. Đối với tốc độ lắc 240 vòng/phút, từ ngày thứ 

nhất đến ngày thứ tƣ hoạt độ pectinase không quá khác biệt, tăng từ 2,308±0,176 

U/mL lên 3,538±0,105 U/mL. Đến ngày thứ năm, hoạt độ tăng mạnh lên 

5,341±0,138 U/mL và giảm dần về 4,363±0,185 U/mL tại ngày thứ sáu. Đây 

cũng là nghiệm thức có hoạt độ giảm chậm nhất sau khi tích lũy cực đại. 
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Hình 3.39. Hoạt độ của rAspPecA theo tốc độ lắc. 

3.2.10. Khối lƣợng phân tử của rAspPecA  

Pectinase đƣợc biểu hiện bằng hệ thống vector pPICZαA, vì vậy protein 

tạo ra sẽ đƣợc dung hợp với trình tự His-tag, các đuôi poly-His này có ái lực 

mạnh với ion Cu
2+

 trên cột sắc ký ái lực. Poly-His giúp protein tái tổ hợp kết 

bám vào cột sắc ký, trong khi các protein không có đuôi poly-His hoặc chỉ có 

một vài histidine bị rửa trôi bởi nồng độ imidazole thấp có trong đệm rửa. Sau 

khi thu protein ngoại bào bằng cách ly tâm 13.000 vòng/ phút trong 15 phút tại 

4
o
C, protein tổng số chứa pectinase đƣợc đƣa lên cột HisTrap TM FF đã đƣợc 

chuẩn bị trƣớc đó. Sau khi rửa cột để loại bỏ các protein tạo liên kết không đặc 

hiệu với cột sắc ký, pectinase đƣợc đẩy ra khỏi cột bằng dung dịch đệm đẩy 

chứa imidazol. Thu các phân đoạn đẩy ra khỏi cột và kiểm tra hoạt tính 

pectinase của từng phân đoạn. Các phân đoạn có hoạt tính pectinase cao nhất 

đƣợc chọn để kiểm tra bằng điện di trên gel polyacrylamide và kiểm tra hoạt 

tính.  



 

114 

 

 

Hình 3.40. Điện di SDS-PAGE pectinase tái tổ hợp thu hồi từng phân đoạn. M: 

PageRuler™ Prestained Protein (Thermo Scientific), 1-6: rAspPecA theo từng phân 

đoạn. 

Kết quả điện di SDS-PAGE rAspPecA theo từng phân đoạn ở Hình 3.40 

cho thấy các băng thủy phân có khối lƣợng phân tử khoảng 42 kDa, đồng thời 

kết quả phân tích Zymogram cũng thu nhận đƣợc băng thủy phân khoảng 42 

kDa (Hình 3.41). Các kết quả này đã khẳng định sự hiện diện của rAspPecA tạo 

ra bởi A. niger M13 trong P. pastoris X33.  

 

Hình 3.41. Điện di SDS-PAGE và Zymogram của rAspPecA. M: PageRuler™ 

Prestained Protein (Thermo Scientific), 1: rAspPecA sinh tổng hợp từ P. pastoris X33, 

A. Nhuộm bằng Coomassie Brilliant Blue, B. Nhuộm bằng Lugol 0,05%. 
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Hầu hết các sản phẩm pectinase thƣơng mại đƣợc sử dụng trong công 

nghiệp thực phẩm đều có nguồn gốc từ A. niger. Việc tinh sạch protein mục tiêu 

từ dịch nổi của A. niger là rất phức tạp và khó khăn. Biểu hiện dị loại là một 

công cụ quan trọng để sản xuất các enzyme công nghiệp, chẳng hạn nhƣ 

cellulase, xylanase, lipase, pectinase, protease và các loại enzyme khác [113]. 

Sự biểu hiện dị loại của các enzyme tổng hợp phân giải pectin bao gồm 

polygalacturonase, pectate lyase và pectin esterase từ nhiều loại nấm 

Ascomycetes và Basidiomycetes khác nhau trong nấm men đã đƣợc công bố 

[113, 185]. P. pastoris là một trong những vật chủ biểu hiện rất tốt và đƣợc yêu 

thích cho cả nghiên cứu cơ bản và ứng dụng trong công nghiệp. Hệ thống P. 

pastoris kết hợp một số ƣu điểm của hệ thống biểu hiện ở sinh vật nhân sơ, nhân 

chuẩn và nấm men có thể dễ dàng phát triển đến mật độ tế bào cao bằng cách sử 

dụng môi trƣờng tối thiểu xác định và có thể dẫn đến các biến đổi hậu dịch mã ở 

sinh vật nhân chuẩn [32]. Endo-polygalacturonase tái tổ hợp từ A. niger, Bispora 

sp., Phytophthora parasitica và Penicillium sp. biểu hiện trong P. pastoris đã 

đƣợc công bố với các đặc tính hóa sinh khác nhau [113]. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi phù hợp với một số kết quả nghiên cứu 

về pectinase tái tổ hợp đã công bố, phần lớn pectinase tái tổ hợp có khối lƣợng 

phân tử 25-70 kDa [161]. 

Gen endo-galacturonase A (pgaA) từ A. niger JL-15 đã đƣợc tạo dòng và 

biểu hiện trong P. pastoris GS115 dƣới sự kiểm soát của chất kích thích AOX1. 

Sau khi cảm ứng bằng methanol trong 96 giờ, hoạt tính của end-galacturonase A 

(rePgaA) tái tổ hợp trong dịch nổi nuôi cấy là 2091,0 U/mg. Phân tích SDS-

PAGE cho thấy khối lƣợng phân tử của rePgaA là ~40,0 kDa [113]. Gen pectin 

lyase PNL-ZJ5A từ A. niger ZJ5 đã đƣợc biểu hiện thành công ở P. pastoris 

GS115. Tinh chế và phân tích SDS-PAGE của PNL-ZJ5A cho thấy hoạt tính của 

enzyme thu hồi đƣợc 4,1% và khối lƣợng phân tử PNL-ZJ5A ~54 kDa, cao hơn 

khối lƣợng lý thuyết (~47 kDa) [177]. Gen mã hóa pectinase là endo-

polygalacturonase (endo-PgaA) từ A. niger SC323 đã đƣợc tạo dòng và biểu 



 

116 

 

hiện trong Saccharomyces cerevisiae EBY100. Gen endo-PgaA có chiều dài đầy 

đủ bao gồm 1.113 bp, mã hóa protein dài 370 amino acid. Pectinase tái tổ hợp 

đƣợc tinh chế bằng kết tủa ammonium sulfate 85%. Enzyme tinh khiết (hoạt tính 

đặc hiệu 1.448,48 U/mg) cho thấy hoạt tính enzyme thu hồi đƣợc 42,62%. SDS-

PAGE cho thấy khối lƣợng phân tử của end-PgaA là khoảng 45,0 kDa, cao hơn 

giá trị tính toán (~38,8 kDa) [185]. 

Một gen mã hóa pectinase là endo-polygalacturonase (endoPG) từ A. 

aculeatus, đƣợc tạo dòng và biểu hiện trong P. pastoris KM71. Gen endoPG 

(1029 bp) có khối lƣợng phân tử hoàn chỉnh là 38,7 kDa phù hợp với khối lƣợng 

phân tử lý thuyết [32]. 

Gen pectin methylesterase là PME-ZJ5A đƣợc phân lập từ Aspergillus 

niger ZJ5, đã đƣợc tạo dòng và biểu hiện trong P. pastoris. Gen PME-ZJ5 có 

trình tự nucleotit 1088 bp mã hóa một chuỗi polypeptid gồm 327 amino acid. 

PME-ZJ5A tinh khiết có khối lƣợng phân tử khoảng 37 kDa, cao hơn khối 

lƣợng phân tử tính toán của nó (34,8 kDa). Sự thay đổi quan sát đƣợc về khối 

lƣợng phân tử dự kiến của PME-ZJ5A cho rằng nó đã trải qua quá trình N-

glycosyl hóa sửa đổi hậu dịch mã trong quá trình biểu hiện dị chủng của nó ở P. 

pastoris [182]. 

Năm 2021, Zhong và cs đã tạo dòng gen pectin methylesterase (PxPME) từ 

vi khuẩn Paenibacillus xylanexedens SZ 29 và đã biểu hiện thành công ở E. coli. 

Gen PxPME mã hóa một chuỗi polypeptid dài 1.005 bp với 334 amino acid. 

PxPME tái tổ hợp đƣợc biểu hiện trong E. coli BL21 dƣới dạng protein đƣợc 

gắn histidine hòa tan. Sau khi tinh chế bằng sắc ký ái lực Ni
2+

, hoạt tính riêng 

của PxPME là 39,38 U/mg so với pectin cam quýt. PxPME tinh khiết cho thấy 

một băng trên SDS-PAGE có khối lƣợng phân tử khoảng 45 kDa, lớn hơn một 

chút so với khối lƣợng phân tử đƣợc tính toán theo lý thuyết (36,8 kDa) [183]. 

Famotemi và cs (2021) đã tinh sạch và xác định đặc tính của pectinase từ 

chủng A. niger F7-02. Nhiệt độ và pH tối ƣu cho hoạt động của pectinase lần 
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lƣợt là 65°C và 4,0. Pectinase ổn định ở pH 3,0-6,0. Pectinase đặc biệt cho thấy 

hoạt tính cao khi có mặt Mn
2+

 và Ca
2+

. Khối lƣợng phân tử của pectinase là 40 

kDa [60]. 

Một gen mã hóa pectinase khác là exo-pelA, đã đƣợc nhân bản và biểu hiện 

trong E. coli BL21. Gen exo-pelA bao gồm 1.236 bp, mã hóa protein gồm 425 

amino acid, khối lƣợng phân tử của pectinase tinh khiết là ~50 kDa (cao hơn so 

với khối lƣợng phân tử dự đoán ~48,7 kDa) [54]. 

Tóm lại, gen cAspPecA đƣợc biểu hiện trong P. pastoris có nguồn gốc từ A. 

niger M13 có khối lƣợng phân tử nằm trong khoảng 25-70 kDa, tƣơng tự nhƣ 

các công trình đã công bố. 

3.2.11. Đánh giá tính chất lý hóa của rAspPecA  

3.2.11.1. Nhiệt độ tối ưu và độ bền nhiệt độ của rAspPecA  

Độ ổn định nhiệt của enzyme có liên quan đến hiệu quả sử dụng enzyme 

trong quy mô công nghiệp. Đặc tính ổn định nhiệt của pectinase tái tổ hợp sản 

xuất bởi P. pastoris X33 đƣợc thể hiện ở Hình 3.42. Trong nghiên cứu này, 

nhiệt độ có mối quan hệ mật thiết đến sự biến thiên của enzyme tái tổ hợp trong 

suốt 150 phút khảo sát. Khi nhiệt độ tăng, hoạt tính của pectinase tái tổ hợp có 

xu hƣớng giảm dần theo thời gian. Trong 30 phút đầu tiên ở mức nhiệt từ 30-

50
o
C, hoạt tính của pectinase duy trì trong khoảng 87-94% và enzyme tiếp tục 

hoạt động ổn định trong 30 phút tiếp theo trƣớc khi hoạt tính giảm mạnh trong 

giai đoạn từ 90-150 phút. Pectinase tái tổ hợp kém bền với nhiệt độ trên 50
o
C, 

mức độ hoạt động của enzyme đƣợc ghi nhận tại thời điểm 30 phút ở 60
o
C và 

70
o
C lần lƣợt là: 77% và 58% và có sự biến động đáng kể ở 70

o
C sau 60 phút, 

khi hoạt tính chỉ còn lại 35%. Khoảng thời gian tiếp theo chứng kiến sự thay đổi 

đáng chú ý về mức độ hoạt động của enzyme với từng mức nhiệt thử nghiệm, 

40
o
C vẫn là điều kiện duy trì độ ổn định của enzyme tái tổ hợp tốt nhất 

(13.622±0.082 U/mL), hoạt tính của enzyme đƣợc ghi nhận giảm 6% (giai đoạn 

60-90 phút) và 9-12 % (giai đoạn 90-150 phút). Trong khi đó, hai mức nhiệt độ 
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30
o
C và 50

o
C có sự biến động tƣơng đối giống nhau; ở giai đoạn 60-90 phút, 

enzyme của cả hai điều kiện này đều giảm đột ngột, hoạt độ còn lại đƣợc ghi 

nhận khoảng 60-66% so với ban đầu, quá trình này tiếp tục diễn ra cho đến khi 

hoạt độ enzyme chỉ còn lại 46% và 34% vào lúc 150 phút. Sự suy giảm hoạt tính 

mạnh mẽ nhất đƣợc quan sát sau thời điểm 90 phút, cụ thể hơn, enzyme đƣợc ủ 

trong nhiệt độ 60
o
C chỉ còn lại 33% giá trị hoạt độ (120 phút) và hoạt tính 

enzyme mất hoàn toàn lúc 150 phút thông qua phản ứng đƣờng khử với sự tham 

gia của thuốc thử DNS. Ngoài ra, hoạt độ pectinase tái tổ hợp của nghiệm thức 

70
o
C đã giảm 3 lần vào lúc 90 phút, trƣớc khi không còn đƣợc ghi nhận giá trị 

hoạt độ nào tại thời điểm 120 phút. Nhƣ vậy, mức nhiệt 40
o
C là nhiệt độ tối ƣu 

và cũng là điều kiện lý tƣởng đảm bảo cho sự ổn định hoạt động của pectinase 

tái tổ hợp đƣợc sản xuất bởi P. pastoris X33.  

 

Hình 3.42. Nhiệt độ tối ƣu và độ bền nhiệt độ của rAspPecA. 

Hoạt tính enzyme tối ƣu ở 40
o
C tƣơng đối phù hợp với hoạt động tối ƣu 

của polygalacturonase, hoạt động tối ƣu ở 40°C. Những phát hiện tƣơng tự cũng 

đƣợc báo cáo với gen PNL-ZJ5A đã đƣợc biểu hiện thành công ở P. pastoris. 

PNL-ZJ5A thể hiện hoạt động tối ƣu ở 43°C và hoạt động trong khoảng nhiệt độ 

25-50
o
C, với khả năng chịu nhiệt nhƣ vậy PNL-ZJ5A thích hợp để làm trong 

nƣớc ép trái cây [177]. Nhiệt độ tối ƣu của enzyme tái tổ hợp endo-PgaA là 
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50
o
C. Độ ổn định nhiệt của endo-PgaA tái tổ hợp đƣợc đo bằng cách ủ enzyme ở 

35-70°C trong các khoảng thời gian khác nhau, sau đó hoạt tính còn lại đƣợc đo 

ở 40°C và độ pH 5,0. Endo-PgaA tái tổ hợp giữ lại hơn 50% hoạt tính của nó 

sau khi ủ trong 60 phút, nhƣng mất hoạt động sau khi ủ ở 70°C trong 2 giờ 

[185]. Hoạt tính của rePgaA trong P. pastoris tăng lên khi nhiệt độ tăng, đạt tối 

đa ở 50°C và sau đó giảm nhanh theo nhiệt độ, điều này cho thấy rePgaA là một 

enzyme ƣa nhiệt trung bình. rePgaA không chịu đƣợc nhiệt độ và mất hoạt tính 

ở nhiệt độ trên 50°C. Nhiệt độ tối ƣu của PGA và rePGA lần lƣợt là 45 và 60°C 

[113]. 

Nhóm tác giả Anand và cs (2017) đã khảo sát hoạt tính pectinase từ A. 

niger trong khoảng nhiệt độ từ 10-100°C. Kết quả cho thấy hoạt tính enzyme ở 

50°C đạt cao nhất [36]. Theo Dogan và Tari (2008) [55], Thakur và cs  (2010) 

[171] nhiệt độ tối ƣu cho một số chủng nấm sinh pectinase là 40-60°C. Gen 

endoPG biểu hiện trong P. pastoris hoạt động ổn định ở nhiệt độ từ 40 -70
o
C và 

tối ƣu ở 50
o
C. Hoạt độ enzyme còn lại hơn 60% ở nhiệt độ 40 

o
C trong 180 phút. 

Tuy nhiên enzyme nhanh chóng giảm hoạt độ khi tăng nhiệt độ lên từ 60-70
o
C. 

Ở 70
o
C hoạt tính còn lại của EndoPG khoảng 70% [32]. 

Pectinase từ chủng Aspergillus niger F702 thể hiện hoạt động tối ƣu ở nhiệt 

độ 65
o
C [60], còn gen PNLZJ5B tái tổ hợp thể hiện hoạt động ổn định tốt ở nhiệt 

độ 58
o
C [112]. Đa số enzyme bị mất hoạt tính ở nhiệt độ trên 70°C. Phần lớn 

enzyme hoạt động mạnh nhất ở nhiệt độ 40-50°C. 

Nhiệt độ phản ứng ảnh hƣởng mạnh mẽ đến hoạt tính xúc tác của enzyme, 

mỗi enzyme có một khoảng nhiệt độ phản ứng thích hợp. Trong giới hạn nhiệt 

độ chƣa làm biến tính enzyme, hoạt tính enzyme tăng khi nhiệt độ tăng. Tuy 

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

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

phân tử protein enzyme, làm thay đổi cấu trúc của phân tử này, đặc biệt là cấu 

trúc trung tâm hoạt động của enzyme, từ đó ảnh hƣởng tới hoạt tính xúc tác của 
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enzyme. Sự giảm hoạt động ở nhiệt độ thấp có thể là do không đủ năng lƣợng 

[74, 146]. 

3.2.11.2. pH tối ưu và độ bền pH của rAspPecA  

Độ pH của môi trƣờng lên men đóng một vai trò quan trọng trong quá 

trình sản xuất enzyme. Mỗi enzyme hoạt động mạnh ở một khoảng pH nhất 

định. pH ảnh hƣởng rất rõ rệt đến phản ứng enzyme vì ảnh hƣởng đến mức độ 

ion hóa cơ chất và độ bền của enzyme. Để xác định ảnh hƣởng của pH đến độ ổn 

định của pectinase tái tổ hợp, chúng tôi tiến hành khảo sát dịch enzyme ngoại 

bào trong các điều kiện pH khác nhau. Kết quả khảo sát ảnh hƣởng của pH đến 

độ ổn định của enzyme pectinase tái tổ hợp đƣợc thể hiện ở Hình 3.43. Mức độ 

ảnh hƣởng của pH đến hoạt tính enzyme thể hiện ngay trong 1 giờ đầu tiên thực 

hiện thí nghiệm, pH 8,0 là nghiệm thức có hoạt độ enzyme giảm mạnh nhất, chỉ 

còn lại 45%; pH 4,0 và pH 7,0 duy trì hoạt độ enzyme ở mức ngang nhau lần 

lƣợt là 55% và 64%; tiếp đến là pH 5,0 đạt 72%, trong khi tại pH 6,0 duy trì 

hoạt tính khoảng 89% so với ban đầu (14.8577±1.041 U/mL). Nhìn chung, trong 

ba giờ tiếp theo, tất cả các nghiệm thức đều làm giảm hoạt tính của pecinase tái 

tổ hợp, pH 8,0 làm mất hoạt tính của enzyme nhanh nhất khi chỉ còn lại 4% hoạt 

tính vào lúc ba giờ, pH 6,0 vẫn là điều kiện giữ lại hoạt tính enzyme tái tổ hợp 

tốt nhất đạt > 50% hoạt tính, độ bền của enzyme ủ trong pH 4,0 và pH 7,0 tại 

thời điểm này dao động từ 12-16%. Sau 5 giờ thực hiện khảo sát, chứng tỏ 

pectinase tái tổ hợp từ A. niger M13 có thể duy trì hoạt tính > 50% trong một giờ 

ở cả điều kiện acid và kiềm, ƣu điểm này góp phần mở rộng khả năng ứng dụng 

pectinase tái tổ hợp trong việc xử lý đa dạng các loại thực phẩm có thành phần 

vỏ chứa pectin trong thời gian ngắn. 
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Hình 3.43. pH tối ƣu và độ bền pH của rAspPecA. 

Các kết quả nghiên cứu của các tác giả khác về đặc điểm pectinase tái tổ 

hợp ghi nhận hầu hết ở pH dao động từ 4,0 đến 6,5. Gen endo-galacturonase A 

(pgaA) đƣợc biểu hiện trong P. pastoris GS115 thể hiện hoạt động cao ở pH từ 

4,0-6,0 và tối ƣu ở pH 5,0. RePgaA rất ổn định ở pH 5,0-9,0. Hơn 80% hoạt tính 

đƣợc giữ lại sau khi xử lý enzyme bằng cách ủ trƣớc trong khoảng pH từ 5,0-9,0 

trong một giờ ở 25°C [113]. Gen endo-polygalacturonase (endo-pgaA) biểu hiện 

trong P. pastoris thể hiện hoạt động ở các giá trị pH khác nhau. Độ pH tối ƣu 

của end-pgaA tái tổ hợp là ở pH 5,0; end-pgaA ổn định tốt trong phạm vi pH 

3,0-6,0 trong các thời gian khác nhau và hoạt độ enzyme còn lại hơn 65%, khi 

pH tăng từ 7,0-9,0 thì hoạt tính còn lại của enzyme tái tổ hợp giảm còn dƣới 

20% [185]. Gen pectin lyase PNL-ZJ5A biểu hiện trong P. pastoris thể hiện hoạt 

động tối ƣu pH 5,0 và ổn định trong khoảng pH 3,0-7,0. Hơn 70% hoạt tính 

enzyme đƣợc giữ lại sau khi ủ enzyme trong phạm vi pH 3,0-6,0 trong một giờ ở 

37
o
C. Những đặc tính này mang lại những lợi thế khác biệt trong quá trình xử lý 

nƣớc ép trái cây có tính acid nhƣ nƣớc táo (pH 3,9). PNL-ZJ5A có thể đƣợc sử 

dụng trực tiếp trong sản xuất nƣớc táo mà không cần điều chỉnh độ pH [177]. 

Độ pH tối ƣu cho gen endo-polygalacturonase (endoPG) biểu hiện trong P. 
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pastoris là pH 5,0. Thử nghiệm độ ổn định pH cho thấy hơn 80% hoạt động của 

enzyme đƣợc giữ lại sau khi ủ ở pH 2,0 đến 6,0 trong 24 giờ. Hoạt tính enzyme 

giảm rõ rệt ở pH 7,0 đến 9,0 [32]. 

Anand và cs (2017) đã nghiên cứu sản xuất, tinh chế và xác định đặc tính 

hóa sinh của exo-polygalacturonase từ A. niger MTCC 478. Nhóm tác giả đã 

khảo sát hoạt tính enzyme trong khoảng pH từ 1,0-12 với bƣớc nhảy 1,0. Kết 

quả cho thấy hoạt tính enzyme ở pH 4,0 là cao nhất [36]. Kết quả nghiên cứu 

trên cũng tƣơng đồng với Dogan và Tari (2008) [55], Kant và cs (2013) [84].  

Famotemi và cs (2021) đã tinh sạch và xác định đặc tính của pectinase từ 

chủng Aspergillus niger F7-02. Kết quả cho thấy nhiệt độ và pH tối ƣu của hoạt 

động pectinase tái tổ hợp lần lƣợt là 65°C và 4,0 ở pH 4,0 tạo ra độ tinh khiết lên 

tới 9,22. Pectinase ổn định ở pH 3,0-6,0 [60]. Gen pectin methylesterase (PME-

ZJ5A) từ Aspergillus niger ZJ5 đƣợc biểu hiện trong P. pastoris hoạt động tối 

ƣu ở pH 3,8 và nhiệt độ 45
o
C [182]. 

Ngoài ra, gen pectinase PNLZJ5B biểu hiện trong P. pastoris hoạt động tối 

ƣu và độ ổn định tốt ở 58°C và pH 4,5 [112]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, 

rAspPecA từ A. niger M13 biểu hiện trong P. pastoris X33 có pH tối ƣu 6,0 

chứng tỏ enzyme tái tổ hợp bền ở pH trung tính. 

3.2.11.3. Ảnh hưởng của ion kim loại và EDTA đến độ bền của rAspPecA  

Sự có mặt của ion kim loại và EDTA đã ảnh hƣởng đến enzyme theo 

nhiều cơ chế khác nhau, nó có thể làm tăng hay giảm khả năng xúc tác của 

enzyme. Ion kim loại thƣờng ảnh hƣởng đến hoạt tính của enzyme nói chung, 

nếu không tham gia vào việc hình thành cấu trúc của enzyme thì ảnh hƣởng đến 

hoạt tính enzyme ở mức độ giữ vững cấu hình không gian hay làm tăng tốc độ 

phản ứng thông qua việc tạo phức với cơ chất hoặc tham gia làm cầu nối kết hợp 

cơ chất với trung tâm hoạt tính của enzyme. Ngoài ra các ion kim loại đóng vai 

trò quan trọng trong việc định hình cấu trúc không gian của phân tử enzyme 

hoặc trong một vài trƣờng hợp nó là nhân tố cần thiết trong trung tâm hoạt động 
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của enzyme. Do đó ion kim loại có ảnh hƣởng lớn tới khả năng hoạt động của 

enzyme. Chính vì vậy việc xác định ảnh hƣởng ion kim loại là một trong những 

cơ sở định hƣớng sản xuất enzyme ứng dụng trong các lĩnh vực khác nhau.  

Khảo sát ảnh hƣởng của các ion kim loại lên hoạt tính pectinase cho thấy 

EDTA có tác dụng ức chế hoạt động của pectinase tái tổ hợp, hoạt độ thu đƣợc 

sau khi xử lý còn lại dƣới 40%. Mn
2+

 giảm nhẹ hoạt tính pectinase tái tổ hợp, 

hoạt độ còn lại 90% so với đối chứng. Một số ion kim loại khác nhƣ Co
2+

, Fe
2+

, 

Cl
-
 thì ức chế một phần hoạt tính enzyme. Mức độ ảnh hƣởng của các ion kim 

loại đối với pectinase là khác nhau. Đối với các ion Mn
2+

, Mg
2+

 và Cu
2+

 gần nhƣ 

không làm thay đổi hoạt tính enzyme. Co
2+

, Cl
-
, I

-
 và Fe

2+
 làm hoạt tính enzyme 

giảm khoảng 2/3 so với đối chứng (Hình 3.44). Trong kết quả nghiên cứu của 

chúng tôi thì EDTA đƣợc coi là chất ức chế hoạt động của pectinase tái tổ hợp. 

Kết quả này tƣơng đồng với nghiên cứu của Ametefe và cs (2021) cho thấy 

trong số các ion kim loại đƣợc nghiên cứu, Na
+ 

và Mg
2+

 cho hoạt tính cao hơn 

với mức tăng khoảng 3,08 và 2,22% so với EDTA. Ion Na
+
 cho hoạt tính cao 

nhất khoảng 0,61 mg/mL, EDTA thể hiện tác dụng ức chế. Khi tiếp tục tối ƣu 

hóa nồng độ Na
+
, nồng độ ion thấp (10 mM) có hoạt tính cao hơn khoảng 0,61 

mg/mL [34]. Trong kết quả nghiên cứu của Abdulrachman và cs (2017) thì 

EDTA không ảnh hƣởng đáng kể đến hoạt động của gen endoPG trong P. 

pastoris. Trong số các ion kim loại khảo sát thì Cu
2+

 và Fe
2+

 đã kích thích hoạt 

động của EndoPG, hoat độ đạt 112,70% và 112,03% so với đối chứng. Ngƣợc 

lại, Mn
2+

, Na
+
 và Zn

2+
 lại ức chế enzyme. K

+
, Li

+
, Mg

2+
 và EDTA đƣợc phát 

hiện là không có ảnh hƣởng đáng kể đến hoạt động của enzyme, hoạt độ còn lại 

98,39% [32]. 
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Hình 3.44. Ảnh hƣởng của ion kim loại và EDTA đến độ bền của rAspPecA  

Kết quả nghiên cứu của Anand và cs (2017), ion Cu
2+

 đƣợc xem là chất 

hoạt hóa đối với endo polygalacturonase từ nấm mốc A. fumigatus [36]. Nghiên 

cứu của Zhou và cs (2015) cho thấy hoạt độ endo-PgaA tái tổ hợp khi xử lý với 

các ion kim loại khác nhau là khác nhau. Hoạt độ của endo-PgaA đƣợc tăng 

cƣờng bởi Ca
2+

, Cu
2+

, Mg
2+

, Na
+
, Zn

2+
, K

+
, Fe

2+
 và Li

+
 và bị ức chế bởi Pb

2+
, 

Mn
2+

, Co
2+

, Ni
2+

 và Ba
2+

 [185]. 

3.2.12. Động học của rAspPecA  

Dựa vào sản phẩm tạo thành của phản ứng giữa enzyme với cơ chất ở các 

nồng độ khác nhau chúng tôi đã xây dựng đồ thị phụ thuộc của tốc độ phản ứng 

vào nồng độ cơ chất theo phƣơng pháp của Linewever-Burk (Hình 3.45) và các 

thông số động học Km, Vmax đƣợc xác định. Kết quả cho thấy, phƣơng trình phụ 

thuộc giữa tốc độ phản ứng với nồng độ cơ chất đã tuân theo hàm y=0,0622x + 

47,395 với R
2
=0,9849. 
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Hình 3.45. Động học của rAspPecA.  

Giá trị Km càng bé thì ái lực của enzyme với cơ chất càng lớn và ngƣợc 

lại. Trong nghiên cứu của chúng tôi, khi sử dụng pectin làm cơ chất thì giá trị 

Km và Vmax trong thí nghiệm này đã đƣợc tính tƣơng ứng là Km=0,001 µmol/mL 

và Vmax=0,021 µmol/phút. 

Theo một số nghiên cứu, pectinase tái tổ hợp từ A. niger có giá trị Km=2,3 

mg/mL [36] hay Km=2,4 mg/mL [136]. Km và Vmax của rePgaA đối với pectin 

cam quýt lần lƣợt là 3,20 mg/ mL và 40,97 µmol/mL/phút [113]. Kết quả nghiên 

cứu của Zhou và cs (2015) đã chỉ ra rằng các giá trị Km và Vmax của endo-PgaA 

đối với các nồng độ khác nhau của pectin làm cơ chất lần lƣợt là Km=88,54 

µmol/mL và Vmax=175,44 µmol/mg/phút [185]. Giá trị Km và Vmax của 

PNLZJ5B biểu hiện trong P.pastoris lần lƣợt là 0,81 mg/mL và 372,8 

μmol/mg/phút [112]. Nhìn chung, giá trị Km và Vmax của các enzyme tái tổ hợp 

là khác nhau.  

Ngoài ra, một số nghiên cứu về pectinase thu nhận từ các chủng vi sinh 

vật khác nhau thì giá trị Km trong khoảng 0,1-0,5 [49, 117]. Ametefe và cs 

(2021) cho thấy phƣơng trình của biểu đồ LineweaverBurk thu đƣợc là 

y=0.0622x + 47.395 
R²=0.9849 
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y=0,0824x + 0,2276 với R² là 0,9685; Vmax thu đƣợc là 4,39 U/mL [34]. 

3.3. THỬ NGHIỆM rAspPecA TRONG CHẾ BIẾN NƢỚC TRÁI CÂY VÀ 

KHẢ NĂNG BÓC VỎ TIÊU 

3.3.1. Ảnh hƣởng của nồng độ rAspPecA đến quá trình làm trong nƣớc ép 

táo 

Sau khi thu nhận rAspPecA, chúng tôi tiến hành khảo sát khả năng làm trong 

dịch nƣớc ép táo ở các nồng độ 600-3.000 U/L. Hiệu suất làm trong nƣớc ép táo 

đƣợc xác định bằng phần trăm độ truyền qua sau thời gian ủ bốn giờ. 

 

Hình 3.46. Ảnh hƣởng của rAspPecA đến độ trong của nƣớc ép táo 

Kết quả ở Hình 3.46 cho thấy khi tăng nồng độ enzyme từ 600 lên 2.400 

U/L thì độ truyền qua cũng tăng (tƣơng ứng 6% đến >29%). Tuy nhiên, ở nồng 

độ 3.000 U/L, phần trăm độ truyền lại giảm. Do thành tế bào của táo có nhiều 

pectin, pectinase sẽ tấn công làm gãy các liên kết nhƣ liên kết ester giữa phenol 

và polymer trên thành tế bào do đó làm tăng dịch quả thoát ra môi trƣờng bên 

ngoài. Khi tăng nồng độ enzyme lên thì sự phá hủy thành tế bào cũng tăng do đó 

dịch quả thu đƣợc cũng tăng lên đáng kể. Trong nghiên cứu về ứng dụng 

pectinase trong sản xuất nƣớc quả thanh long, nồng độ enzyme bổ sung vào dịch 

quả chiếm 0,15% [28]. Có thể do hàm lƣợng pectin trong thanh long ít, đồng 
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thời mô quả táo cũng khác biệt hơn so với thanh long nên nồng độ enzyme bổ 

sung vào thấp hơn so với nồng độ enzyme bổ sung vào thịt quả táo.  

Hiệu quả xử lý pectin bằng enzyme đã đƣợc báo cáo trong nghiên cứu của  

Moharram và cs (2022), pectinase tổng hợp từ C. parasphaerospermum (10 

U/mL) đã góp phần tăng sản lƣợng nƣớc táo, cam, mơ và đào lần lƣợt là 17, 20, 

13 và 24%, ngoài ra độ trong và màu sắc của nƣớc ép từ cùi quả cam đƣợc cải 

thiện 194 và 339% [122]. Theo báo cáo của Xu và cs (2015), 1 U pectinase từ 

gen PNL-ZJ5A làm giảm độ nhớt của nƣớc táo tới 38,8% và tăng độ truyền qua 

lên 86,3%. Các đặc tính thuận lợi của PNL-ZJ5A cho thấy ứng dụng tiềm năng 

trong công nghiệp thực phẩm, đặc biệt là trong các ứng dụng chế biến nƣớc quả 

và chiết xuất mô thực vật [177]. 

Kết quả nghiên cứu của Phan Thị Hƣờng và Nguyễn Thị Thu Sang (2017) 

trên quả mơ cho thấy, khi lƣợng enzyme càng tăng thì dịch quả thu đƣợc cũng 

càng tăng. Pectinase ở nồng độ 0,2% cho hiệu suất thu hồi dịch quả cao nhất 

(đạt 52,09%), tuy nhiên ở 0,25% thì hiệu suất thu hồi dịch quả hầu nhƣ tăng 

không đáng kể (tăng 0,32% so với ở nồng độ enzyme 0,2%) [13]. 

3.3.2. Thử nghiệm khả năng bóc vỏ tiêu của rAspPecA  

3.3.2.1. Hiệu suất bóc vỏ tiêu 

Chúng tôi sử dụng ba loại tiêu đƣợc thu thập từ ba địa phƣơng khác nhau: 

Quảng Trị, Thừa Thiên Huế và Kon Tum để đánh giá khả năng bóc vỏ tiêu của 

rAspPecA. Tiêu đƣợc sử dụng là tiêu đen có lớp vỏ dày nên khi ngâm trong chất 

lỏng thời gian dài, lớp vỏ sẽ trƣơng dần lên, trở nên lỏng lẻo và tách dần ra khỏi 

sọ tiêu. Kết quả cho thấy hiệu suất bóc tách vỏ tiêu tăng ở cả mẫu đối chứng và 

mẫu sử dụng rAspPecA theo thời gian. Ba loại tiêu thu từ ba địa phƣơng khác 

nhau có sự khác biệt về thời gian tách vỏ ở mẫu đối chứng, đối với các mẫu sử 

dụng pectinase tái tổ hợp (1.800 U/L) đều thu đƣợc hiệu quả tách vỏ cao sau 96 

giờ. Trong đó, tiêu Quảng Trị và tiêu Thừa Thiên Huế đạt hiệu suất lần lƣợt là 

96% và 94,80% sau 120 giờ ủ (Hình 3.47 và 3.48). rAspPecA đã tách vỏ tiêu 
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Kom Tum với hiệu quả gần nhƣ tuyệt đối đạt 98,6% chỉ sau 96 giờ ủ mẫu (Hình 

3.49). Tuy nhiên, khi tăng thời gian ủ mẫu lên 120 giờ hiệu suất chỉ đạt 94,2%. 

Sự khác biệt này có thể là do sự không đồng đều về chất lƣợng tiêu cũng nhƣ 

tính ổn định của enzyme khi ủ trong một thời gian dài.  

 

Hình 3.47. Hiệu suất bóc vỏ tiêu Quảng Trị bằng rAspPecA.  

 

 

Hình 3.48. Hiệu suất bóc vỏ tiêu Thừa Thiên Huế bằng rAspPecA. 
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Hình 3.49. Hiệu suất bóc vỏ tiêu Kon Tum bằng rAspPecA.  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi đã cho thấy triển vọng của việc sử dụng 

chế phẩm pectinase tái tổ hợp để nâng cao hiệu quả trong quá trình sản xuất tiêu 

sọ. So với kết quả nghiên cứu của Trần Ngọc Hùng (2017), sau khi ngâm nƣớc 

24 giờ, tiêu đen tiếp tục đƣợc bổ sung pectinase với hoạt độ 4 U/50 g tiêu, ủ ở 

nhiệt độ 40
o
C trong thời gian 4 giờ, hiệu suất bóc vỏ tiêu đạt 93,20% sau tổng 

thời gian 28 giờ xử lý [10], kết quả của chúng tôi có hiệu suất bóc vỏ cao hơn ở 

cả ba loại tiêu, trong đó tiêu từ Kom Tum có hiệu suất bóc vỏ đạt 98,6% sau 96 

giờ ủ.   

3.3.2.2. Đ nh gi  hàm lượng piperine của tiêu sau quá trình bóc tách vỏ 

Hàm lƣợng chất cay piperine có ý nghĩa quan trọng trong việc đánh giá 

chất lƣợng của tiêu (ở tiêu đen và tiêu sọ). Để biết đƣợc sản phẩm hạt tiêu có đạt 

yêu cầu về mặt kỹ thuật để đến tay ngƣời tiêu dùng cũng nhƣ xuất khẩu thì việc 

đánh giá hàm lƣợng piperin trong hạt tiêu là việc làm cần thiết. 

Hàm lƣợng piperine trong tiêu đƣợc xác định theo TCVN 9683:2013 [2]. 

Thời gian ngâm mẫu đƣợc khảo sát ở 24-120 giờ. Mẫu tiêu sử dụng cAspPecA 

tái tổ hợp để bóc vỏ có hàm lƣợng piperine thấp hơn mẫu đối chứng ở cả ba mẫu 

tiêu.  

Kết quả ở Hình 3.50, 3.51 và 3.52 cho thấy, thời gian ủ càng lâu, hàm 

lƣợng piperine sẽ càng thấp. Khi ủ 24 giờ, hàm lƣợng piperine từ tiêu Quảng Trị 

đƣợc ghi nhận ở mẫu đối chứng là 14,42% trong khi mẫu sử dụng rAspPecA đạt 
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10,30%. Ở tiêu Thừa Thiên Huế và tiêu Kom Tum mẫu đối chứng là 12%, mẫu 

sử dụng rAspPecA là 8%. Sau đó, hàm lƣợng giảm dần đến 120 giờ chỉ còn lại 

8,98% ở mẫu đối chứng và 6,34% ở mẫu xử lý bởi rAspPecA.  

 

Hình 3.50. Hàm lƣợng piperine từ hạt tiêu Quảng Trị sau bóc vỏ. 

 

 

Hình 3.51. Hàm lƣợng piperine từ hạt tiêu Thừa Thiên Huế sau bóc vỏ. 
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Hình 3.52. Hàm lƣợng piperine từ hạt tiêu Kon Tum sau bóc vỏ. 

Nhƣ vậy, ở ba loại tiêu nghiên cứu của chúng tôi đều có hàm lƣợng 

piperine tƣơng đƣơng hoặc cao hơn các kết quả nghiên cứu của các tác giả gần 

đây nhƣ Nguyễn Lê Kim Phụng và cs (2021), hàm lƣợng piperine trong các mẫu 

hạt tiêu xanh và đen lần lƣợt dao động từ 5,23 đến 10,0% và 0,77 đến 5,31%. 

Nhƣ vậy, hàm lƣợng piperine đã giảm sau khi thu hoạch và đem sơ chế hạt tiêu 

xanh thành tiêu đen [20]. Trong nghiên cứu của Trần Ngọc Hùng (2017), hàm 

lƣợng piperine trong sản phẩm tiêu sọ thử nghiệm đạt 6,58% [10].  

Theo TCVN 7036:2008 quy định kỹ thuật đối với hạt tiêu đen (Piper 

nigrum L.) bao gồm cả hạt tiêu đen chƣa chế biến (hạt tiêu đen sơ chế) và hạt 

tiêu đen đã chế biến. Trong tiêu chuẩn này yêu cầu hạt tiêu đen phải có hàm 

lƣợng piperine không đƣợc nhỏ hơn 4,0% [1]. Nhƣ vậy, hàm lƣợng piperine của 

tiêu ở cả ba địa phƣơng nghiên cứu sau khi xử lý bằng rAspPecA đều đáp ứng 

cao yêu cầu TCVN 7036:2008 của Bộ Khoa học và Công nghệ Việt Nam [1].  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

1. KẾT LUẬN 

1. Đã phân lập đƣợc 113 chủng nấm mốc có khả năng phân giải pectin từ 

các mẫu vỏ quả thu đƣợc ở Thừa Thiên Huế. Đã lựa chọn chủng A. niger M13 

đƣợc phân lập từ vỏ bƣởi da xanh cho nghiên cứu tạo dòng và biểu hiện gen 

pectinase.  

2. Đã phân lập và giải trình tự thành công các gen AspPecA, AspPecB và 

AspPecC từ A. niger M13 với kích thƣớc lần lƣợt là 1.237 bp, 1.728 bp và 1.338 

bp; các trình tự gen đã đƣợc đăng ký trên GenBank với các mã số tƣơng ứng là 

MT502411, MT502412 và MT502413. Gen cAspPecA tổng hợp nhân tạo đã 

đƣợc biểu hiện thành công trong P. pastoris X33 thông qua vector pPICZαA. 

Khối lƣợng phân tử của rAspPecA khoảng 42 kDa.  

3. rAspPecA có khả năng làm trong nƣớc ép táo và làm tăng khả năng bóc 

vỏ tiêu. rAspPecA với nồng độ 2.400 U/L đã làm giảm độ đục của nƣớc ép táo 

29%; đồng thời với nồng độ 1.800 U/L cho hiệu suất bóc vỏ tiêu cao hơn 90% 

sau 96 giờ so với đối chứng; hàm lƣợng piperine ở ba mẫu tiêu lần lƣợt là: 

10,30%; 8% và 8%, thời gian ủ hạt tiêu càng lâu, hàm lƣợng piperine sẽ càng 

thấp. 

2. KIẾN NGHỊ  

1. Nghiên cứu sản xuất, thu nhận rAspPecA quy mô công nghiệp nhằm 

nâng cao hiệu quả biểu hiện gen cAspPecA trong P. pastoris X33 tạo nguồn 

enzyme sạch cho các ứng dụng. 

2. Nghiên cứu các điều kiện tối ƣu rAspPecA để tăng hiệu suất thu hồi và 

làm trong dịch quả. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1. Sơ đồ nghiên cứu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phân lập các chủng nấm mốc có hoạt tính pectinase 

Xác định hoạt độ pectinase 

Xác định đặc điểm hình thái và định danh loài 

Xác định các điều kiện nuôi cấy cho sinh tổng hợp 

pectinase 

Ảnh hƣởng của 

thời gian 

Ảnh hƣởng  

của pH 
Ảnh hƣởng của 

nguồn carbon 

Ảnh hƣởng của 

nguồn nitrogen 

Phân lập các gen mã hóa pectinase 

Tạo dòng gen mã hóa pectinase 

Biểu hiện gen mã hóa pectinase  

Nghiên cứu các điều kiện biểu hiện pectinase tái tổ hợp 

Thời gian  

nuôi cấy 
Nồng độ chất 

cảm ứng 

Mật độ tế 

bào 

Tốc độ 

lắc 

Khảo sát một số yếu tố ảnh hƣởng đến độ bền pectinase 

tái tổ hợp 

pH Nhiệt độ Ion kim loại 

Thử nghiệm ứng dụng pectinase tái tổ hợp 



 

 

 

Phụ lục 2. Đặc điểm hình thái và khả năng phân giải pectin của một số chủng 

nấm mốc phân lập 

 

STT 

Chủng 

nấm 

mốc 

 

Hình thái và màu sắc khuẩn lạc 

Hiệu số 

vòng 

phân 

giải 

pectin 

(mm) 

1 M1 Hệ sợi nấm dạng mịn mọc dày, tơi, trên bề mặt không 

có giọt tiết và không tiết sắc tố ra môi trƣờng. Khuẩn lạc 

mọc dạng tròn, màu sắc thay đổi trong quá trình sinh 

trƣởng và phát triển, từ trắng đến vàng đậm 

15 

 

2 M2 Hệ sợi nấm dạng mịn, mọc dày, ở tâm có cụm nấm nhô 

lên, không có giọt tiết và không tiết sắc tố ra môi 

trƣờng. Khuẩn lạc mọc dạng tròn, màu vàng nâu, viền 

màu trắng. 

7 

3 M3 Hệ sợi nấm mọc thƣa dần khi xa tâm, mịn, tâm màu 

vàng càng xa tâm thì có màu trắng 

4 

4 M4 Hệ sợi nấm dạng bông, tơi, khuẩn lạc tỏa tròn, màu 

trắng nhạt đến màu vàng cỏ úa. 

16 

 

5 M5 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn, màu trắng 

nhạt. 

10 

6 M6 Hệ sợi nấm mọc rất thƣa, khuẩn lạc mọc dạng tròn có 

màu trắng nhạt. 

5 

7 M7 Hệ sợi nấm mọc thƣa, dạng mịn, khuẩn lạc tỏa tròn, 

màu trắng nhƣng tâm có màu vàng cỏ úa. 

4 

8 M8 Hệ sợi nấm dạng bông thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn màu 

trắng nhạt. 

18 

 

9 M9 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu đen 

viền trắng, tâm hơi nhô, có tiết sắc tố màu vàng. 

12 

10 M10 Hệ sợi nấm dạng bông, tơi, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

trắng.  

17 

 

11 M11 Hệ sợi nấm mọc mịn, bằng phẳng, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu trắng cho đến màu đen, tâm hơi nhô. 

6 



 

 

 

12 M12 Hệ sợi nấm dang bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng. 4 

13 M13 Hệ sợi nấm mọc dày, mịn, trên bề mặt không có giọt tiết 

và không tiết sắc tố ra môi trƣờng. Khuẩn lạc mọc dạng 

tròn, màu sắc không thay đổi trong quá trình sinh trƣởng 

và phát triển, có màu đen, xung quanh có viền trắng. 

16 

 

14 M14 Hệ sợi nấm mọc bằng phẳng, khuẩn lạc tỏa tròn, màu 

đen, viền trắng, có tiết sắc tố vàng. 

4 

15 M15 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu đen 

nhạt, viền trắng. 

5 

16 M16 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng 5 

17 M17 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu vàng 

hoa cau, riêng tâm nhô cao màu trắng, càng xa tâm thì 

mọc càng thƣa. 

5 

18 M18 Hệ sợi nấm dạng mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu đen 

viền trắng. 

13 

19 M19 Hệ sợi nấm mọc rất thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

trắng trong. 

7 

20 M20 Hệ sợi nấm mọc dày, bằng phẳng, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu đen, viền trắng. 

4 

21 M21 Hệ sợi nấm mọc dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có tâm 

dày nhô cao, màu trắng, có tiết sắc tố vàng hoa cau. 

12 

22 M22 Hệ sợi nấm mọc dạng bông thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu trắng. 

9 

23 M23 Hệ sợi nấm mọc dày, mịn, bằng phẳng, khuẩn lạc tỏa 

tròn có màu xanh rêu, viền trắng. 

5 

24 M24 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu vàng 

hoa cau, tâm trắng, tiết sắc tố da cam. 

8 

25 M25 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có tâm nhô 

cao, màu trắng đục. 

5 

26 M26 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có tâm nhô cao 

màu trắng, xung quanh màu xanh lá, có tiết sắc tố cam. 

5 

27 M27 Hệ sợi nấm mọc dày, mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

đen, viền trắng. 

4 

28 M28 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tròn có màu trắng hơi 5 



 

 

 

ngã màu xanh, tâm nhô cao. 

29 M29 Hệ sợi nấm mọc dày, khuẩn lạc tròn có màu đen. 4 

30 M30 Hệ sợi nấm mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu đen, 

tâm màu rêu viền trắng, có tiết sắc tố vàng. 

10 

31 M31 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu xanh 

non, tâm nhô rất cao. 

6 

32 M32 Hệ sợi nấm mọc mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu đen, 

tâm thƣa, viền trắng. 

4 

33 M33 Hệ sợi nấm mọc mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu đen 

nhạt, nhƣng tâm có màu vàng nhạt, viền trắng. 

5 

34 M34 Hệ sợi nấm mọc dày, mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

đen, viền trắng. 

11 

35 M35 Hệ sợi nấm mọc rất thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

vàng hoa cau, tâm có màu trắng, tiết sắc tố màu đỏ. 

8 

36 M36 Hệ sợi nấm mọc mịn, bằng phẳng, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu đen có viền trắng xung quanh nhƣng tâm có màu 

rêu. 

5 

37 M37 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu cỏ úa, 

tâm nhô cao. 

4 

38 M38 Hệ sợi nấm mọc dày, mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

đen nhạt, viền trắng. 

5 

39 M39 Hệ sợi nấm mọc rất mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu đen 

xung quanh viền trắng, tâm màu xanh rêu. 

9 

40 M40 Hệ sợi nấm mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn màu đen có 

viền trắng. 

5 

41 M41 Hệ sợi nấm mọc mịn, khuẩn lạc tỏa tròn màu xanh rêu, 

không có giọt tiết và tiết sắc tố ra môi trƣờng. 

5 

42 M42 Hệ sợi nấm mọc mịn, rất thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn màu 

nâu, không có giọt tiết và tiết sắc tố ra môi trƣờng. 

8 

43 M43 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc nhỏ, màu xanh đen, có 

viền trắng.  

4 

44 M44 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc nhỏ, màu nâu đen có 

viền trắng. 

3 

45 M45 Hệ sợi nấm mọc dày, tơi, trên bề mặt không có giọt tiết 20 



 

 

 

và không tiết sắc tố ra môi trƣờng. Khuẩn lạc mọc dạng 

tròn, phát triển theo kiểu phóng xạ mạnh, hệ sợi nấm 

tơi, không chặt, màu sắc thay đổi trong quá trình sinh 

trƣởng và phát triển, màu sắc thay đổi trong quá trình 

sinh trƣởng và phát triển, từ trắng đến vàng nhạt hơi ngả 

màu xanh non. 

 

46 M46 Hệ sợi nấm mọc mịn, dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

xanh rêu, có tiết sắc tố màu cỏ úa. 

18 

 

47 M47 Hệ sợi nấm mọc mịn, dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

xanh rêu, không tiết sắc tố ra môi trƣờng. 

12 

48 M48 Hệ sợi nấm dạng bông, thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

cỏ ứa có viền trắng. 

5 

49 M49 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu nâu 

xanh, tâm hơi nhô. 

8 

50 M50 Hệ sợi nấm dạng bông thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

xanh lá cây nhạt. 

4 

51 M51 Hệ sợi nấm dạng mịn, thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn, màu 

xanh đen. 

5 

52 M52 Hệ sợi nấm dạng mịn, thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

đen. 

5 

53 M53 Hệ sợi nấm dạng bông, mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu trắng, tâm có màu cỏ úa. 

13 

54 M54 Hệ sợi nấm dạng mịn, thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

tím than. 

5 

55 M55 Hệ sợi nấm mịn, mọc rất thƣa, khuẩn lạc nhỏ màu xanh 

rêu. 

4 

56 M56 Hệ sợi nấm dạng mịn, mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn, 

màu vàng hoa cau. 

6 

57 M57 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc nhỏ tỏa tròn, màu xám. 5 

58 M58 Hệ sợi nấm dạng mịn, thƣa, khuẩn lạc ti, tỏa tròn màu 

xanh đen. 

4 

59 M59 Hệ sợi nấm dạng bông, thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

xanh lá cây nhạt. 

7 

60 M60 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc to, tỏa tròn màu đen 5 



 

 

 

nhạt có viền trắng. 

61 M61 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc to, tỏa tròn màu xám. 4 

62 M62 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày, khuẩn lạc to tỏa tròn, màu 

nâu đen có viền trắng, có tiết sắc tố vàng cỏ úa. 

10 

63 M63 Hệ sợi nấm mịn, tỏa tròn, khuẩn lạc tỏa tròn, có màu cỏ 

úa có viền trắng. 

5 

64 M64 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày khuẩn lạc tỏa tròn, màu đen 

nhạt có viền trắng. 

5 

65 M65 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày khuẩn lạc tỏa tròn, màu đen. 9 

66 M66 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn, có màu trắng tâm 

nhô. 

4 

67 M67 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng tâm 

lõm. 

5 

68 M68 Hệ sợi nấm mọc thƣa, trên bề mặt xuất hiện nhƣng giọt 

tiết cứng và không tiết sắc tố ra môi trƣờng. Khuẩn lạc 

tròn, màu sắc thay đổi trong quá trình sinh trƣởng và 

phát triển, từ trắng đến vàng. 

16 

 

69 M69 Hệ sợi nấm dạng mịn, khuẩn lạc rất nhỏ, màu nâu đen. 5 

70 M70 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc không tròn, màu xám, tâm 

lõm màu trắng. 

3 

71 M71 Hệ sợi nấm mịn, mọc thƣa, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

đen có viền trắng. 

4 

72 M72 Hệ sợi nấm mịn, mọc thƣa, khuẩn lạc nhỏ có màu xám. 5 

73 M73 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày, khuẩn lạc to có màu vàng cỏ 

úa và viền trắng. 

4 

74 M74 Hệ sợi nấm dạng bông, mọc rất thƣa, có màu xám có 

viền trắng. 

4 

75 M75 Hệ sợi nấm dạng mịn, mọc rất thƣa, màu tím than. 3 

76 M76 Hệ sợi nấm mịn, mọc thƣa, màu xanh rêu có viền trắng 

xung quanh. 

13 

77 M77 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu xanh 

rêu nhạt có viền trắng. 

5 

78 M78 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu xanh 

rêu. 

6 



 

 

 

79 M79 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu rêu có 

viền trắng. 

14 

80 M80 Hệ sợi nấm có dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu cỏ 

úa, viền trắng. 

4 

81 M81 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc nhỏ, màu trắng. 5 

82 M82 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

đen, viền trắng, có tiết sắc tố vàng. 

7 

83 M83 Hệ sợi nấm mịn, mọc thƣa, màu đen. 4 

84 M84 Hệ sợi nấm bạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng 

ngả vàng tâm lại có màu vàng đậm. 

5 

85 M85 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc nhỏ, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu trắng. 

5 

86 M86 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc nhỏ, màu trắng, tâm màu 

xanh rêu. 

6 

87 M87 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc to, màu trắng xanh, 

tâm nhô, tiết sắc tố màu da cam. 

12 

88 M88 Hệ sợi nấm mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng, 

tâm nhô cao. 

2 

89 M89 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

đen, viền trắng. 

6 

90 M90 Hệ sợi nấm dạng bông, tơi, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

trắng. 

3 

91 M91 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

nâu đất. 

4 

92 M92 Hệ sợi nấm dạng bông, mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu nâu đen. 

9 

93 M93 Hệ sợi nấm dạng bông, tơi màu trắng ngà. 3 

94 M94 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu nâu, viền 

trắng. 

4 

95 M95 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu xanh rêu 

tâm nhô, có các giọt tiết. 

22 

 

96 M96 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có màu 

nâu. 

6 

97 M97 Hệ sợi nấm dạng bông, tơi, màu nâu có tiết sắc tố. 4 



 

 

 

98 M98 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng có các 

giọt tiết. 

6 

99 M99 Hệ sợi nấm dạng bông, tơi, màu đen nâu có viền trắng. 8 

100 M100 Hệ sợi nấm dạng bông, mọc thƣa, màu vàng cỏ úa. 11 

101 M101 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tròn, màu đen, tâm lại 

có màu xanh rêu. 

11 

102 M102 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tròn, màu xanh rêu 

xung quanh có viền trắng. 

4 

103 M103 Hệ sợi nấm mịn, mọc dày, khuẩn lạc tròn, màu đen. 5 

104 M104 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu xanh rêu 

viền trắng, tâm nhô cao. 

12 

105 M105 Hệ sợi nấm dạng bông, tơi, màu nâu đen có giọt tiết. 6 

106 M106 Hệ sợi nấm dạng bông, mọc dày, khuẩn lạc tỏa tròn có 

màu đen nâu đục, tiết sắc tố da cam. 

7 

107 M107 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc to, màu đen. 5 

108 M108 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu vàng cỏ úa, 

có các giọt tiết. 

23 

 

109 M109 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu rêu, có các 

giọt tiết. 

10 

110 M110 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng 

tâm màu vàng cỏ úa, có các giọt tiết. 

5 

111 M111 Hệ sợi nấm mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu trắng tâm 

màu vàng cỏ úa, có các giọt tiết. 

20 

 

112 M112 Hệ sợi nấm dạng bông, khuẩn lạc tỏa tròn có màu vàng 

cỏ úa có viền trắng. 

12 

113 M113 Hệ sợi nấm dạng mịn, khuẩn lạc tỏa tròn có màu vàng 

cỏ úa. 

5 

 

  



 

 

 

Phụ lục 3. Nấm mốc Aspergillus phân giải pectin trên môi trƣờng thạch đĩa 

  

  

  

 

 

 



 

 

 

Phụ lục 4. Một số chủng nấm mốc Aspergillus phân giải pectin trong ống thạch nghiêng 

 

 



 

 

 

Phụ lục 5. Sơ tuyển trực tiếp các chủng nấm mốc Aspergillus trên môi trƣờng Czapek – 

pectin 
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Phụ lục 6. Vòng phân giải pectin của một số chủng nấm mốc Aspergillus phân giải 

pectin mạnh 
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Phụ lục 7. Kết quả tối ƣu hóa một số điều kiện nuôi cấy của các chủng nấm mốc 

Aspergillus đến khả năng sinh tổng hợp pectinase 

Bảng 1PL7. Sinh khối, vòng phân giải pectin và hoạt độ pectinase của các chủng nấm 

mốc Aspergillus tuyển chọn theo thời gian 

Chủng nấm mốc Thời gian 

nuôi cấy 

(giờ) 

SKK 

(mg/mL) 

ĐKVPGP 

(mm) 

Hoạt độ 

pectinase 

(U/mL) 

A. oryzae M1 

48 7,4
c
 35,0

b
 58,2

d
 

72 9,2
a
 36,3

a
 126,0

a
 

96 8,2
b
 33,3

b
 98,7

b
 

120 8,8
b
 30,3

c
 85,8

c
 

144 8,4
b
 29,3

c
 24,8

e
 

A. oryzae M45 

48 4,4
c
 24,8

e
 50,6

d
 

72 4,4
c
 25,3

c
 78,3

c
 

96 5,4
b
 28,5

b
 98,7

b
 

120 6,6
a
 30,8

a
 115,1

a
 

144 3,6
d
 29,0

b
 29,9

e
 

A. niger M13 

24 4,2
d
 22,7

e
 19,7

c
 

48 7,8
a
 32,3

a
 35,6

a
 

72 7,3
b
 30,0

b
 27,4

b
 

96 4,8
c
 27,7

c
 10,3

d
 

120 3,9
e
 25,0

d
 9,3

e
 

144 3,1
f
 21,5

f
 8,1

f
 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột biểu thị sự sai khác trung bình mẫu 

có ý nghĩa thống kê với p <0,05 (Duncan’s Test) 

   

Hình 1PL7. Vòng phân giải pectin của các chủng nấm mốc Aspergillus tuyển chọn 

sau các thời gian nuôi cấy tối ƣu 

M1 
72h 

M13 
48h 

M45 
120h 



 

 

 

Bảng 2PL7. Sinh khối, vòng phân giải pectin và hoạt độ pectinase của các chủng nấm 

mốc Aspergillus tuyển chọn theo pH môi trƣờng nuôi cấy 

Chủng nấm 

mốc 

pH môi trƣờng 

nuôi cấy 

SKK 

(mg/mL) 

ĐKVPGP 

(mm) 

Hoạt độ 

pectinase 

(U/mL) 

A. oryzae M1 

4,0 1,1
g
 15,3

g
 11,4

f
 

4,5 1,9
f
 18,3

f
 35,2

e
 

5,0 3,1
e
 20,7

e
 62,0

d
 

5,5 3,7
d
 26,5

d
 77,9

c
 

6,0 7,7
b
 29,0

c
 94,8

b
 

6,5 9,4
a
 37,3

a
 128,5

a
 

7,0 7,2
c
 31,7

b
 54,8

d
 

A. oryzae M45 

4,0 1,7
g
 20,3

g
 7,4

f
 

4,5 2,1
f
 23,0

f
 46,1

e
 

5,0 5,2
e
 25,2

e
 65,0

d
 

5,5 5,8
c
 26,3

d
 84,8

c
 

6,0 6,1
b
 27,3

c
 101,7

b
 

6,5 7,3
a
 32,8

a
 117,1

a
 

7,0 5,6
d
 29,2

b
 48,5

e
 

A. niger M13 

4,0 2,5
f
 18,3

g
 5,6

g
 

4,5 3,6
e
 20,5

f
 7,8

f
 

5,0 4,9
d
 25,7

e
 10,9e 

5,5 6,1
c
 26,7

d
 25,7

d
 

6,0 7,4
b
 27,3

c
 29,8

c
 

6,5 8,2
a
 33,7

a
 38,4

a
 

7,0 7,6
b
 30,3

b
 32,5

b
 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột biểu thị sự sai khác trung bình mẫu 

có ý nghĩa thống kê với p <0,05 (Duncan’s Test). 

   

Hình 2PL7. Vòng phân giải pectin của các chủng nấm mốc Aspergillus tuyển chọn ở 

giá trị pH môi trƣờng 6,5 

M1 
6,5 

M13 
6,5 

M45 
6,5 



 

 

 

Bảng 3PL7. Sinh khối và vòng phân giải pectin của các chủng nấm mốc Aspergillus 

tuyển chọn theo nguồn carbon nuôi cấy 

Chủng nấm mốc Nguồn carbon SKK (mg/mL) ĐKVPGP (mm) 

 

A. oryzae M1 

Glucose 8,4
c
 39,7

b
 

Maltose 9,0
b
 40,7

a
 

Lactose 7,2
d
 25,7

f
 

Fructose 7,4
d
 21,5

g
 

Tinh bột 14,6
a
 36,8

c
 

CMC 5,5
f
 35,2

d
 

Rỉ đƣờng 5,9
e
 31,3

e
 

A. oryzae M45 

Glucose 6,6
c
 22,8

g
 

Maltose 7,6
b
 32,8

b
 

Lactose 4,7
f
 24,5

f
 

Fructose 5,7
e
 25,5

e
 

Tinh bột 11,6
a
 36,5

a
 

CMC 3,3
g
 28,3

c
 

Rỉ đƣờng 6,3
d
 27,3

d
 

A. niger M13 

Glucose 5,7
c
 26,7

c
 

Maltose 8,9
a
 34,8

a
 

Lactose 5,2
d
 26,0

c
 

Fructose 3,6
e
 18,2

f
 

Tinh bột 7,4
b
 32,3

b
 

CMC 1,5
f
 23,0

e
 

Rỉ đƣờng 3,9
e
 24,6

d
 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột biểu thị sự sai khác trung bình mẫu 

có ý nghĩa thống kê với p <0,05 (Duncan’s Test). 

   

Hình 3PL7. Vòng phân giải pectin của dịch pectinase tách từ các chủng nấm mốc 

Aspergillus tuyển chọn với nguồn carbon nuôi cấy tối ƣu 

M1 
Maltose 

M13 
Maltose 

M45 
Tinh b t֥ 



 

 

 

Bảng 4PL7. Sinh khối và vòng phân giải pectin của các chủng nấm mốc Aspergillus 

tuyển chọn theo nguồn nitrogen nuôi cấy 

Chủng nấm mốc Nguồn nitrogen SKK (mg/mL) ĐKVPGP b(mm) 

A. oryzae M1 

Gelatine 9,5
a
 29,2

d
 

Cao nấm men 6,6
c
 28,1

e
 

Cao thịt 5,6
e
 37,7

b
 

Peptone 6,3
d
 28,2

e
 

Urea 6,4
d
 28,7

de
 

NH4NO3 7,2
b
 42,7

a
 

(NH4)2SO4 6,3
d
 31,5

c
 

A. oryzae M45 

Gelatine 12,2
a
 41,8

a
 

Cao nấm men 7,7
d
 28,8

d
 

Cao thịt 8,6
c
 32,8

b
 

Peptone 5,6
e
 31,2

c
 

Urea 4,0
f
 25,7

e
 

NH4NO3 8,9
b
 29,7

d
 

(NH4)2SO4 8,8
bc

 32,8
b
 

A. niger M13 

Gelatine 6,8
f
 25,2

e
 

Cao nấm men 9,6
a
 37,3

a
 

Cao thịt 7,2
e
 25,5

e
 

Peptone 8,4
c
 27,3

d
 

Urea 8,7c 28,6
c
 

NH4NO3 7,7
d
 27,5

d
 

(NH4)2SO4 9,1
b
 29, 2

b
 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột biểu thị sự sai khác trung bình mẫu 

có ý nghĩa thống kê với p <0,05 (Duncan’s Test) 

 
  

Hình 4PL7. Vòng phân giải pectin của pectinase tách từ các chủng nấm mốc 

Aspergillus tuyển chọn với nguồn nitrogen nuôi cấy tối ƣu 

 

 

M1 
NH4NO3 

M13 
CNM 

M45 
Gelatine 



 

 

 

Phụ lục 8. Trình tự các gen mã hóa pectinase phân lập đƣợc đã đăng ký trên 

GenBank 

 

LOCUS       MT502411                1237 bp    DNA     linear   PLN 10 - MAY- 2021  

DEFINITION  Aspergillus niger isolate M13 pectinase A (PecA) gene, complete  

            cds.  

ACCESSION   MT502411  

VERSION     M T502411.1  

KEYWORDS    .  

SOURCE      Aspergillus niger  

  ORGANISM  Aspergillus niger  

            Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;  

            Eurotiomycet es; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Aspergillaceae;  

            Aspergillus; Aspergillus subgen. Circumdati.  

REFERENCE   1  (bases 1 to 1237)  

  AUTHORS   Huy,N.D., Ngoc,L.M.T., Diem,P.T.T., Dung,T.Q., Hung,N.B. and  

            Thao,T.T.P.  

  TITLE     Recombi nant expression of pectinase from Aspergillus niger M13 and  

            application on food processing  

  JOURNAL   Unpublished  

REFERENCE   2  (bases 1 to 1237)  

  AUTHORS   Huy,N.D., Ngoc,L.M.T., Diem,P.T.T., Dung,T.Q., Hung,N.B. and  

            Thao,T.T.P.  

  TITLE     Direct Submission  

  JOURNAL   Submitted (21 - MAY- 2020) Institute of Biotechnology, Hue University,  

            Provincial Highway 10, Phu Thuong, Phu Vang, Thua Thien Hue 530000,  

            Vietnam  

COMMENT     ##Assembly - Data - START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing  

            ##Assembly - Data - END## 

FEATURES             Location/Qualifiers  

     source          1..1237  

                     /organism="Aspergillus niger"  

                     /mol_type="genomi c DNA"  

                     /isolate="M13"  

                     /db_xref="taxon: 5061 "  

     gene             <1..>1237  

                     /gene="PecA"  

     mRNA            join(<1..207,279..695,773..>1237)  

                     /gene="PecA"  

                     /product="pectinase A"  

     CDS             join(1..207,279..695,773..1237)  

                     /gene="PecA"  

                     /EC_number=" 3.2.1.15 "  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502411.1?from=1&to=1237
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502411.1?location=1:207,279:695,773:1237
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502411.1?location=1:207,279:695,773:1237
https://enzyme.expasy.org/EC/3.2.1.15


 

 

 

                     /note="pectin hydrolysis enzyme"  

                     /codon_start=1  

                     /product="pectinase A"  

                     /protein_id=" QUS93876.1 "  

                     /translation="MHFLQNAFVAATMGAALAAAAPLEKRSCTFTSASAAKSGKSSCT 

                     TITLDNIEVPAGETLDLTGLKKGTTVIFEGETTFGYKEWKGPLISMSGTDITVKQASG 

                     AKINCDGARWWDGKGSNGGKTKPKFFQAHKLDESSITGLKIYNTPVQGFSILADHLTI 

                     TDVTIDNSAGTSKGHNTDAFDIGQSTYITIDGATVYNQDDCLAINSGEHITFTNGYCD 

                     GGHGLSIGSIGGRSDNTVNDVTISNSKVLNSQNGVRIKTIYGKTGTVENVKFEDITLS 

                     DISKYGIVVEQDYENGSPTGTPTNGVKVEDITFKKVTGSVKSSGTDIYILCGSGSCSN 

                     WTWSGVDVTGGKKSSKCKNVPSGASCSD" 

ORIGIN       

        1 atgcatttcc tccagaacgc tttcgtggcc gccactatgg gcgctgcgct ggccgccgct  

       61 gctcctcttg agaagcgctc ctgcactttc acctccgcct ctgctgccaa gtctggcaag  

      121 tcctcttgca ccaccatcac cctcgacaac atcgaggtcc ccgccggtga gactcttgac  

      181 ttgactggcc tcaagaaggg tactaccgta cgtcttgcct cgctccctgg agtctcttct  

      241 caacccttct tggaccgact aattttctcc cctcacaggt catcttcgag ggtgaaacca  

      301 ccttcgg cta caaggaatgg aagggtcccc tgatctccat gtccggtacc gacatcaccg  

      361 tcaagcaggc ctccggtgcc aaaatcaact gcgacggtgc tcgctggtgg gacggcaagg  

      421 gtagcaacgg tggcaagacc aagcccaagt tcttccaggc tcacaagctc gacgagtcca  

      481 gcatcaccgg cctgaagatc tacaacaccc ct gtccaggg cttcagcatt ctggctgacc  

      541 acctgaccat caccgacgtg accatcgaca actccgccgg tacgagcaag ggccacaaca  

      601 ccgatgcctt tgacattggt cagagtacct acatcaccat cgacggtgcc accgtctaca  

      661 accaggatga ttgcctggcc atcaactcgg gtgaggtatg tatatgtgct gttgcaaa aa 

      721 gagccgtcac tgtccaggag ctgcaaaaca tcagagacta actagaacac agcacatcac  

      781 tttcaccaac ggttactgtg acggtggcca cggtctctcc attggttcca ttggtggccg  

      841 cagcgacaac accgtcaacg acgtgaccat ctccaactcc aaggtgctca actcccagaa  

      901 cggtgtccgt atca agacca tctacggcaa gaccggcact gttgagaacg tcaagttcga  

      961 ggacatcacc ctgtccgaca tcagcaagta cggtatcgtc gttgagcagg actacgagaa  

     1021 cggcagcccc accggcacgc ccaccaacgg tgtcaaggtt gaggacatca ctttcaagaa  

     1081 ggtcaccggc agcgtcaaga gctctggtac tgacatctac  atcctgtgcg gttccggcag  

     1141 ctgctcgaac tggacctgga gcggtgttga tgtgactggc ggcaagaaga gcagcaagtg  

     1201 caagaacgtc ccctcgggcg cttcctgcag cgattaa  

//  

Hình 1PL8. Trình tự nucleotide của gen AspPecA 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2032629990


 

 

 

LOCUS       MT502412                1728 bp    DNA     linear   PLN 10 - MAY- 2021  

DEFINITION  Aspergillus niger isolate M13 pectinase B (PecB) gene, complete  

            cds.  

ACCESSION   MT502412  

VERSION     MT502412.1  

KEYWORDS    .  

SOURCE      Aspergillus niger  

  ORGANISM  Aspergillus niger  

            Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;  

            Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Aspergillaceae;  

            Aspergillus; Aspergillus subgen. Circum dati.  

REFERENCE   1  (bases 1 to 1728)  

  AUTHORS   Huy,N.D., Ngoc,L.M.T., Diem,P.T.T., Dung,T.Q., Hung,N.B. and  

            Thao,T.T.P.  

  TITLE     Recombinant expression of pectinase from Aspergillus niger M13 and  

            application on food processin g 

  JOURNAL   Unpublished  

REFERENCE   2  (bases 1 to 1728)  

  AUTHORS   Huy,N.D., Ngoc,L.M.T., Diem,P.T.T., Dung,T.Q., Hung,N.B. and  

            Thao,T.T.P.  

  TITLE     Direct Submission  

  JOURNAL   Submitted (21 - MAY- 2020) Institute of Biotechnology, Hue Un iversity,  

            Provincial Highway 10, Phu Thuong, Phu Vang, Thua Thien Hue 530000,  

            Vietnam  

COMMENT     ##Assembly - Data - START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing  

            ##Assembly - Data - END## 

FEATURES             Location/Qualifiers  

     source          1..1728  

                     /organism="Aspergillus niger"  

                     /mol_type="genomic DNA"  

                     /isolate="M13"  

                     /db_xref="taxon: 5061 "  

     gene             <1..>1728  

                     /gene="PecB"  

     mRNA            join(<1..297,349..657,714..859,917..1370,1447..>1728)  

                     /gene="PecB"  

                     /product="pectinase B"  

     CDS             join(1..297,349..657,714..859,917..1370,1447..1728)  

                     /gene="PecB"  

                     /EC_number=" 3.2.1.15 "  

                     /note="pectin hydrolysis enzyme"  

                     /codon_start=1  

                     /product="pectinase B"  

                     /protein_id=" QUS93877.1 "  

                     /translation="MKRSALLASLLPLALGCDNPETHSCASAFSVSSAAAATFCATFT 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502412.1?from=1&to=1728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502412.1?location=1:297,349:657,714:859,917:1370,1447:1728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502412.1?location=1:297,349:657,714:859,917:1370,1447:1728
https://enzyme.expasy.org/EC/3.2.1.15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2032629992


 

 

 

                     ASTVTATTGVPDVFLTNCDYKTKHLSSACSCLGTSDGSAPASTPAAPAVSSSSKVGKA 

                     PAVAATRTSAIPTTFHTTPIRVPVSTSAAAAVTTQAVVPVQSSVAGNGGTTCTVTEYA 

                     SISSAVASCSNILLSNINAPASSTIDLSGLQTGAAVIFAGETTFGDTYDSDFDPIVIS 

                     GTDVTITGEEGHVINGNGEAYWDGEGSNGGQDKPDHFIVVKDMYNSKIENLNILNYPV 

                     HCFEIEDTEYLTITGLILNNTAGDAANSKSDGDPATHNTDGFDIKQSDFLTLSNTWVH 

                     NQDDCVAVTSGSSIVVDNLYCYGGHGLSIGSIGGKSNNTVNGVTFSNSQVINSENGCR 

                     IKSNADTTGEVYNVRYENITLSGITDYGIDVQQDYENGGATGDPTNGVKIENISFVNV 

                     KGTMSDGKDYYILCGDGSCSNFVFTDVDITGGSDDSCNYPSSGCP" 

ORIGIN       

        1 atgaagcgca gcgcgctcct tgcctctctc cttcctctcg ccctggggtg cgacaaccct  

       61 gagactcact cctgtgcctc tgccttctcc gtctcctctg cggcggccgc taccttctgt  

      121 gccaccttca cggcgagcac cgtgactgcc acgactggtg tgccggatgt cttcctcacc  

      181 aactgcgact acaagaccaa gcatctctcc agtgcctgca gctgcctggg cacctctgac  

      241 ggatcggctc ccgcttccac cccggctgcc ccagcagtct ccagcagcag caaagtggtg  

      301 agcaccaacc agatgcctca ttacgattct tttactgaac caatgtaggg caaggcacct  

      361 gctgttgcag ccacccgcac ctcggcgatc cctactactt tccacaccac tccaattcgt  

      421 gtgcccgtgt ccacctccgc tgcggcggct gtgaccaccc aggctgtcgt cccggtgcag  

      481 agctccgtgg caggcaatgg cggcaccact tgcacggtga ctgagtacgc ctcaatctcc  

      541 tccgccgtcg catcctgctc caacatcctc ctgtccaaca tcaatgcccc tgcatcgagc  

      601 accattgatc tctcgggcct gc agactggc gccgccgtca tcttcgctgg tgaaaccgta  

      661 agccacctcc cctatatcaa ggccaaccac catactaaca gaaagaccaa tagaccttcg  

      721 gcgacaccta cgacagcgac ttcgacccca ttgtcatctc cggtaccgat gtgaccatca  

      781 ccggtgagga gggacatgtc atcaacggta acggtgaagc ctactggg ac ggcgagggat  

      841 ccaacggcgg acaggacaag tgagctccta ccagcatccc cttgtcatga atggcctcac  

      901 taaccttccc taccaggccg gaccacttca tcgtcgtcaa ggacatgtac aactccaaga  

      961 tcgagaacct caacatcctg aactaccccg tccactgctt cgagattgaa gacaccgagt  

     1021 acct caccat caccggcctg atcctcaaca acaccgccgg tgatgccgcc aacagcaaga  

     1081 gtgacggcga cccggccacc cacaacaccg acggctttga catcaagcag agcgacttcc  

     1141 tgaccttgtc caacacctgg gtgcacaacc aggacgactg tgtcgccgtc accagcggta  

     1201 gctccatcgt cgtcgacaac ctctactgct  acggtggcca cggtctctcc atcggctcca  

     1261 tcggcggcaa gagcaacaac accgtcaacg gcgtcacctt ctccaattcc caggttatta  

     1321 acagcgagaa cggctgccgc atcaagtcca acgctgatac cactggcgag gttagtcacc  

     1381 tgccccaaac cataatacac ccatcatcaa aacgtaaaca ctaaccaccg agaaa taatt  

     1441 attcaggtct acaacgtccg ctacgagaac atcaccctgt ccggcatcac cgactacggc  

     1501 atcgacgtcc agcaggacta cgagaacggc ggtgccaccg gtgacccgac caacggcgtc  

     1561 aagatcgaga acatctcttt cgtcaatgtc aagggtacca tgagcgacgg caaggattac  

     1621 tacatcctct gcggtgatgg cagctgctcc aactttgtct tcactgatgt cgacatcacc  

     1681 ggtggtagcg atgatagctg caactacccc tcttcgggat gcccttaa  

//  

Hình 2PL8. Trình tự nucleotide của gen AspPecB 

  



 

 

 

LOCUS       MT502413                1340 bp    DNA     linear   PLN 10 - MAY- 2021  

DEFINITION  Aspergillus niger isolate M13 pectinase C (PecC) gene, complete  

            cds.  

ACCESSION   MT502413  

VERSION     MT502413.1  

KEYWORDS    .  

SOURCE      Aspergillus niger  

  ORGANISM  Aspergillus niger  

            Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;  

            Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Aspergillaceae;  

            Aspergillus; Aspergillus subgen. Circumdati.  

REFERENCE   1  (bases 1 to 1340)  

  AUTHORS   Huy,N.D., Ngoc,L.M.T., Diem,P.T.T., Dung,T.Q., Hung,N.B. and  

            Thao,T.T.P.  

  TITLE     Recombinant expression of pectinase from Aspergillus niger M13 and  

            application on food processing  

  JOURNAL   Unpublished  

REFERENCE   2  (bases 1 to 1340)  

  AUTHORS   Huy,N.D., Ngoc,L.M.T., Diem,P.T.T., Dung,T.Q., Hung,N.B. and  

            Thao,T.T.P.  

  TITLE     Direct Submission  

  JOURNAL   Submitted (21 - MAY- 2020) Institute of Biotechnology, Hue University,  

            Prov incial Highway 10, Phu Thuong, Phu Vang, Thua Thien Hue 530000,  

            Vietnam  

COMMENT     ##Assembly - Data - START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing  

            ##Assembly - Data - END## 

FEATURES             Location/Qualifier s 

     source          1..1340  

                     /organism="Aspergillus niger"  

                     /mol_type="genomic DNA"  

                     /isolate="M13"  

                     /db_xref="taxon: 5061 "  

     gene             <1..>1340  

                     /gene="PecC"  

     mRNA            join(<1..267,342..767,826..955,1009..>1340)  

                     /gene="PecC"  

                     /product="pectinase C"  

     CDS             join(1..267,342..767,826..955,1009..1340)  

                     /gene="PecC"  

                     /EC_number=" 3.2.1.15 "  

                     /note="pectin hydrolysis enzyme"  

                     /codon_start=1  

                     /product="pectinase C"  

                     /protein_id=" QUS93878.1 "  

                     /translation="MVRQLILIGSLLAAVAVHAAPAEPAHPMVTEAPDANLIEKRATT  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502413.1?from=1&to=1340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502413.1?location=1:267,342:767,826:955,1009:1340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT502413.1?location=1:267,342:767,826:955,1009:1340
https://enzyme.expasy.org/EC/3.2.1.15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2032629994


 

 

 

                     CTFSGSEGASKASKSKTSCSTIYLSDVAVPSGTTLDLTDLNDGTHVIFQGETTFGYEE 

                     WTGPLVSVSGTDITVEGESGAVLNGDGSRWWDGEGGNGGKTKPKFFYAHDLTSSTIKS 

                     IYVENSPVQVFSIDGSTDLTMTDITVDNTDGDTDDLAANTDGFDIGESTYITITGAEI 

                     YNQDDCVAINSGENIYFSASVCSGGHGLSIGSVGGRDDNTVKNVTFYDVNVLKSQQAI 

                     RIKTIYGDTGSVSEVTYHEIAFSDATDYGIIIEQNYDDTSKTPTTGVPITDFVLENII 

                     GTCEDDDCTEVYIACGDGSCSDWTWTGVSVTGGKVSDDCLNVPSGISCDL" 

ORIGIN       

        1 atggtccgtc agcttatctt aatcggtagc ctgctggcag ctgttgctgt gcatgcggca  

       61 cctgccgaac ccgcccatcc catggttacg gaagcgcctg acgccaattt gattgaaaag  

      121 cgagcgacaa cttgcacctt ctcgggctcc gaaggtg cat ccaaggccag caagtcgaaa  

      181 acttcttgct ccaccattta cctgtccgac gtggccgtcc catctggcac cacccttgac  

      241 ctcacggacc ttaatgatgg aacccacgta cgttctcgtc ttagctatac cctgttcttc  

      301 tacccaagcc cgtcaagggc tccggctgac agatgtacta ggtaatcttc caaggagaaa  

      361 ccactttcgg ctatgaggaa tggacagggc ctctcgtgag tgtctctgga acggatatta  

      421 ccgtcgaagg ggagagcggc gcggtgctca atggtgatgg cagccgctgg tgggacggag  

      481 agggtggtaa tggcggtaaa acaaagccca agtttttcta cgcccatgac ttgacctctt  

      541 ccaccattaa gagcatctac gttgagaact ctcctgtcca agtgttcagt atcgatggct  

      601 ccactgatct caccatgacc gatatcactg tggataacac tgacggtgac accgacgacc  

      661 tcgctgctaa tacggatggc tttgacattg gagaaagtac ctatatcacg atcaccggtg  

      721 ctgaaattta caaccaagat gactgcgttg ccatca attc gggagaggta tgctcatcct  

      781 ggtactgtga ccgagcgggg agacgtgttg ctgaccatcc cgtagaatat ttatttcagt  

      841 gctagtgtgt gttccggggg tcatggcctg tccattggct cagttggtgg tcgagatgat  

      901 aacactgtca aaaatgttac attctatgat gtcaatgttc tcaaatccca gcaaggtaag  

      961 gcagacaact tgagagactc ttctggcatt ctctaacgtg ggctttagcg atccgtatca  

     1021 agaccatcta cggcgacact ggctccgtca gcgaagtcac ttaccatgag atcgcctttt  

     1081 cagacgctac tgattacggc attatcattg agcagaacta cgatgacacc tccaagactc  

     1141 ctactacggg agtgccgatc acagattttg tgctcgagaa catcatcgga acgtgtgaag  

     1201 atgatgattg cacagaagta tatattgcct gtggtgatgg cagctgttcg gactggacct  

     1261 ggaccggcgt gagtgtgacc ggcggcaaag tcagtgatga ctgcctcaat gttccctcgg  

     1321 ggattagctg cgatttgtag  

// 

Hình 3PL8. Trình tự nucleotide của gen AspPecC 

  



 

 

 

AspPecB   INAPASSTIDLSGLQTGAAVIFAGETTFGDTYDSDFDPIVISGTDVTITGEEGHVINGNGEAYWDGEGSNGGQDKPDHFI 256  

OJI88021  INAPASSTIDLSGLQTGAAVIFAGETTFGDTYDSDFDPIVISGTDVTITGEEGHVINGNGEAYWDGEGSNGGQDKPDHFI 257  

AspPecA   IEVPAGETLDLTGLKKGTTVIFEGETTFGYKEW- KGPLISMSGTDITVKQASGAKINCDGARWWDGKGSNGGKTKPKFFQ 129  

AQT01640  IEVPAGETLDLTGLKKGTTVIFEGETTFGYKEW- KGPLISMSGTDITVKQASGAKINCDGARWWDGKGSNGGKTKPKFFQ 129  

AspPecC   VAVPSGTTLDLTDLNDGTHVIFQGETTFGYEEW- TGPLVSVSGTDITVEGESGAVLNGDGSRWWDGEGGNGGKTKPKFFY 149  

OJZ80574  VAVPSGTTLDLTDLNDGTHVIFQGETTFGYEEW- TGPLVSVSGTDITVEGESGAVLNGDGSRWWDGEGGNGGKTKPKFFY 149  

          : .*:. *:**:.*: *: *** ******         : :****:*:   .*  :* :* :***:*.***: **..*   

AspPecB   VVKDMYNSKIENLNILNYPVHCFEIEDTEYLTITGLILNNT AGDAANSKSDGDPATHNTDGFDIKQSDFLTLSNTWVHNQ 336  

OJI88021  VVKDMYNSKIENLNILNYPVHCFEIEDTEYLTITGLILNNTAGDAANSKSDGDPAAHNTDGFDIKQSDFLTLSNTWVHNQ 337  

AspPecA   - AHKLDESSITGLKIYNTPVQGFSILA- DHLTITDVTIDNSAGTS--------- KGHNTDAFDIGQSTYITIDGATVYNQ 198  

AQT01640  - AHKLDESSITGLKIYNTPVQGFSILA- DHLTITDVTIDNSAGTS--------- KGHNTDAFDIGQSTYITIDGATVYNQ 198  

AspPecC   - AHDLTSSTIKSIYVENSPVQVFSIDGSTDLTMTDITVDNTDGDT------- DDLAANTDGFDIGESTYITITGAEIYNQ 221  

OJZ80574  - AHDLTSSTIKSIYVENSPVQVFSIDGSTDLTMTDITVDNTDGDT------- DDLAANTDGFDIGESTYITITGAEIYNQ 221  

           .:.: .*.* .: : * **: *.*     **:*.: ::* : *:            ***.*** :* ::*: .: ::**  

AspPecB   DDCVAVTSGSSIVVDNLYCYGGHGLSIGSIGGKSNNTVNGVTFSNSQVINSENGCRIKSNADTTGEVYNVRYENITLSGI 416  

OJI88021  DDCVAVTSGSSIVVDNLYCYGGHGLSIGSIGGKSNNTVNGVTFSNSQVINSENGCRIKSNADTTGEVYNVRYENITLSGI 417  

AspPecA   DDCLAINSGEHITFTNGYCDGGHGLSIGSIGGRSDNTVNDVTISNSKVLNSQNGVRIKTIYGKTGTVENVKFEDITLSDI 278  

AQT01640  DDCLAINSGEHITFTNGYCDGGHGLSIGSIGGRSDNTVNDVTISNSKVLNSQNGVRIKTIYGKTGTVENVKFEDITLSDI 278  

AspPecC   DDCVAINSGENI YFSASVCSGGHGLSIGSVGGRDDNTVKNVTFYDVNVLKSQQAIRIKTIYGDTGSVSEVTYHEIAFSDA 301  

OJZ80574  DDCVAINSGENIYFSASVCSGGHGLSIGSVGGRDDNTVKNVTFYDVNVLKSQQAIRIKTIYGDTGSVSEVTYHEIAFSDA 301  

          ***:*:.**. * .    * *********:**:.:***:.**: : :*::*::. ***:  . ** * :* :.:*::* .  

AspPecB   TDYGIDVQQDYENGGATGDPTNGVKIENISFVNVKGTMS-- DGKDYYILCGDGSCSNFVFTDVDITGGSDD- SCNYPSSG 493  

OJI88021  TDYGIDVQQDYENGGATGDPTNGVKIENISFVNVKGTMS-- DGKDYYILCGDGSCSNFVFTDVDITGGSDD- SCNYPSSG 494  

AspPecA   SKYGIVVEQDYENGSPTGTPTNGVKVEDITFKKVTGSVK- SSGTDIYILCGSGSCSNWTWSGVDVTGGKKSSKCKNVPSG 357  

AQT01640  SKYGIVVEQDYENGSPTGTPTNGVKVEDITFKKVTGSVK- SSGTDIYILCGSGSCSNWTWSGVDVTGGKKSSKCKNVPSG 357  

AspPecC   TDYGIIIEQNYDDTS -- KTPTTGVPITDFVLENIIGTCEDDDCTEVYIACGDGSCSDWTWTGVSVTGGKVSDDCLNVPSG 379  

OJZ80574  TDYGIIIEQNYDDTS -- KTPTTGVPITDFVLENIIGTCEDDDCTEVYIACGDGSCSDWTWTGVSVTGGKVSDDCLNVPSG 379  

          :.*** ::*:*:: .    **.** : :: : :: *: .  . .: ** **.****::.::.*.:***. . .*    **      

AspPecB   CP ---  495  

OJI88021  CP ---  496  

AspPecA   ASCSD  362  

AQT01640  ASCSD  362  

AspPecC   ISCDL  384  

OJZ80574  ISCDL  384  

Hình 4PL8. So sánh trình tự amino acid suy diễn của 3 gen AspPecA, AspPecB và 

AspPecC bằng công cụ Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

Dấu chấm thể hiện các vị trí tƣơng đồng thấp, dấu hai chấm thể hiện độ tƣơng đồng 

cao và dấu sao thể hiện độ tƣơng đồng tuyệt đối. 

 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

