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Ảnh hưởng của một số điều kiện đến việc ổn định hoạt tính laccase trong bào tử 

Bacillus subtilis và khảo sát khả năng khử màu thuốc nhuộm azo của laccase 

Effect of various conditions on stabilizing laccase activity in Bacillus subtilis 

spores and evaluating the ability of laccase to decolorize azo dyes 
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Từ khóa:  

Bacillus subtilis; congo red; 

khử màu thuốc nhuộm azo; 

laccase; ổn định hoạt tính 

Laccase là một polyphenol oxidase và việc ổn định hoạt 

tính của enzyme này thường gặp nhiều khó khăn. Vì vậy, việc 

tìm ra phương pháp ổn định hoạt tính laccase có ý nghĩa thực 

tiễn. Chủng Bacillus subtilis được nuôi cấy trong môi trường tạo 

bào tử, và thời gian cũng như phương pháp thu nhận bào tử được 

khảo sát để tạo ra mẫu chế phẩm có hoạt tính laccase cao nhất. 

Hoạt tính laccase từ mẫu B.subtilis sau 04 ngày nuôi cấy đã tăng 

14.   l n so v i ngày đ u tiên.  inh khối ch a bào tử được xử lý 

v i NaCl và Cu O4 để tạo mẫu chế phẩm có hoạt tính laccase. 

 au khi xử lý, mẫu chế phẩm được bảo quản trong CuSO4 để 

khảo sát tính ổn định của laccase. Trong các nồng độ khảo sát, 

nồng độ CuSO4 0.2 mM cho hoạt tính laccase cao nhất ( 9 U/g), 

tăng 2. 8 l n sau 06 tu n bảo quản. Về nhiệt độ bảo quản, mẫu 

chế phẩm bảo quản ở 4
o
C có độ tăng hoạt tính cao nhất (tăng 2.9 

l n) và ổn định nhất so v i mẫu bảo quản ở -4
o
C (tăng 1.19 l n) 

và 37
o
C (tăng 2.02 l n). Đối v i thời gian bảo quản, mẫu chế 

phẩm bảo quản trong Cu O4 0.2 mM ở 4
o
C sau 12 tu n vẫn duy 

trì hoạt tính laccase ổn định và tăng 2.64 l n ( 9.42 U/g) so v i 

mẫu ban đ u.  au 09 tu n, hoạt tính laccase đạt m c tăng cao 

nhất, tăng  .44 l n ( 1.   U/g). Mẫu chế phẩm bảo quản trong 

CuSO4 0.25mM sau 04, 08 và 12 tu n đạt hiệu suất khử màu l n 

lượt là 46.75%, 65.02% và 70.89%. Kết quả cho thấy có mối 

tương quan thuận giữa hoạt tính laccase và khả năng khử màu 

Congo red của mẫu chế phẩm.  

ABSTRACT 

Laccase is a polyphenol oxidase, and stabilizing its 

activity can be challenging. Therefore, developing a method to 

stabilize laccase activity is of practical significance. Bacillus 

subtilis was cultured to produce spores, and the time and method 

for collecting spores to achieve the highest laccase activity were 

investigated. Laccase activity from the B.subtilis sample 

increased 14.53 times after 04 days of culture compared to the 

first day.  The biomass containing spores was treated with NaCl 

and CuSO4 to create samples with laccase activity. After 
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treatment, the sample was preserved in CuSO4 to assess the 

stability of laccase. Among the CuSO4 concentrations tested, 

0.25mM CuSO4 gave the highest laccase activity (39 U/g), which 

increased 2.38 times after 6 weeks of preservation. Regarding the 

effect of temperature, the sample preserved at 4
o
C showed the

highest activity increase (29 times) and the most stability, 

compared to samples preserved at -4
o
C (1.19 times) and 37

o
C 

(2.02 times). As for preservative time, the sample preserved in 

0.25mM CuSO4 at 4
o
C for 12 weeks retained laccase activity,

with a 2.64 times increase (39.42 U/g). After 09 weeks, the 

laccase activity increased the most, showing a 3.44 times 

increase (51.33 U/g). The sample preserved in 0.25mM CuSO4 

showed the % discoloration of 46.75%, 65.02%, and 70.89% 

after 04, 08, and 12 weeks, respectively. The results demonstrate 

a positive correlation between laccase activity and the Congo red 

decolorization ability of the spore sample.  

1. Đặt vấn đề

Congo red thuộc nhóm thuốc nhuộm azo, là thuốc nhuộm tổng hợp đ u tiên được sản 

xuất có khả năng nhuộm trực tiếp vải bông  (Saratale & ctg., 2011). Thuốc nhuộm có tên hóa 

học là 3.3’-(1E,1’E)-biphenyl-4.4’- diylbis(diazene-2.1-diyl)bis(4-amin naphthalene1-

sulfonate) (Ali & ctg., 2016). 

Hình 1 

Cấu Trúc Hóa Học của Congo Red 

Ghi chú: Dữ liệu từ “Molecular uptake of congo red dye from water on iron composite nano particles” bởi I. Ali, 

Z. A. AL-Othman, & A. Alwarthan, 2016, Journal of Molecular Liquids, 224(A), pp. 171-176 

(https://doi.org/10.1016/j.molliq.2016.09.108) 

Thuốc nhuộm azo gây tác động tiêu cực đến con người như là chất gây ung thư, chất gây 

đột biến gen. Đồng thời, sự hiện diện của chúng v i nồng độ cao trong hệ sinh thái nư c ảnh 

hưởng đến hoạt động quang hợp, làm suy giảm chất lượng nư c, làm giảm lượng khí hòa tan, 

gây ra tác động nguy hại đối v i hệ thực vật thủy sinh và hệ động vật (Abo-State & ctg., 2017).  

Hiện nay có rất nhiều phương pháp vật lý và hóa học để khử màu thuốc nhuộm trong 

nư c thải, trong đó phương pháp sinh học thân thiện v i môi trường và hiệu quả cao đã trở 

thành một hư ng đi m i đ y tiềm năng (Hanis & ctg., 2020). Laccase được coi là công cụ sinh 

học xanh đ y h a hẹn cho một loạt các  ng dụng xử lý môi trường (Chauhan & ctg., 2017). 

Laccase (EC 1.10.3.2) (benzenediol:oxygen oxydoreductase) là enzyme oxy hóa - 

khử, có phổ cơ chất rộng. Phân tử có ch a 04 nguyên tử đồng xúc tác và khử oxy thành nư c 

(Kunamneni & ctg., 2008). Laccase phân bố rộng rãi trong tự nhiên ở một số thực vật, côn 
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trùng, nấm và vi khuẩn (Wang & ctg., 2016). Ở Bacillus subtilis, laccase có vai trò trong sinh 

tổng hợp các sắc tố bào tử màu nâu và bảo vệ bào tử chống tia UV và hydrogen peroxide 

(Guan & ctg., 2015; Mishra & Srivastava, 2016).  

Đã có nhiều nghiên c u về đặc tính của laccase và khả năng  ng dụng enzyme này trong 

xử lý môi trường, nổi bật là khả năng phân hủy thuốc nhuộm, trong đó có thuốc nhuộm azo.  

Laccase có khả năng oxy hóa Congo red tạo ra ion carbocation. Ion này liên kết v i các nhóm 

cho điện tử như –OH, –SO3 hoặc ion halogen, dẫn đến sự phân cắt không đối x ng của liên kết 

azo và hình thành p-Dihydroxy biphenyl cùng v i hai diazine trung gian. Các diazine trung gian 

này không ổn định khi có sự hiện diện của O2. Mặt khác, khi hai diazine mất phân tử nito và 

liên kết v i nhóm hydroxyl tại cùng vị trí, chúng tạo ra 8-aminonaphthol-3-sulfonic acid. Cuối 

cùng, 3-Hydroperoxy-8-nitrosonaphthol được hình thành bởi quá trình oxy hóa amine và khử 

nhóm sulfo của 8-aminonaphthol-3-sulfonic acid. Như vậy, Congo red đã bị khử thành các 

nhóm hydroxyl và chất chuyển hóa hydroperoxyl không độc (Telke & ctg., 2010). 

Hình 2 

Cơ Chế Khử Màu Congo Red của Laccase 

 

Ghi chú: Dữ liệu từ “Decolorization and detoxification of Congo red and textile industry effluent by an isolated 

bacterium Pseudomonas sp. SU-EBT” bởi A. A. Telke, S. M. Joshi, S. U. Jadhav, D. P. Tamboli, & S. P. 

Govindwar, 2010, Biodegradation, 21(2), pp. 283-296 

Năm 2011, Chun Lei Wang đã nghiên c u đặc tính của laccase trên bào tử vi khuẩn B. 

subtilis WD23 và  ng dụng khử màu thuốc nhuộm, v i kết quả là 90% thuốc nhuộm remazol 

brilliant blue R và alizarin red đã được khử trong vòng 24 giờ, đồng thời, hiệu quả khử màu 

các loại thuốc nhuộm khác như congo red, methyl orange và methyl violet đều đạt 50% 

(Wang & ctg., 2011). Năm 201 , gen cotA của chủng B. subtilis WD2  được chuyển vào E. 



            Đỗ T. Hồng, Lương B. Uyên. HCMCOUJS-Kỹ thuật và Công nghệ, 20(2), 64-75 67 

coli tạo laccase tái tổ hợp và nhóm nghiên c u trên tiếp tục thành công trong khảo sát khả 

năng khử màu thuốc nhuộm của laccase tái tổ hợp (Wang & ctg., 2016). Các nghiên c u về 

khả năng phân hủy thuốc nhuộm của laccase vi khuẩn đã cho thấy tiềm năng  ng dụng của 

chúng trong xử lý các vấn đề ô nhiễm môi trường. 

Laccase ở Bacillus subtilis nằm trên l p vỏ bào tử, và đây là một lợi thế để phát triển 

các chế phẩm laccase dạng bào tử. Việc ổn định hoạt tính của laccase còn gặp nhiều khó khăn 

vì đây là enzyme oxy hóa khử. Các nghiên c u trư c đây chủ yếu tập trung vào việc khảo sát 

ảnh hưởng của các yếu tố như nhiệt độ, thời gian, nồng độ Cu O₄, hay nồng độ cơ chất, … 

nhằm xác định các điều kiện tối ưu để enzyme này hoạt động hiệu quả. Trong nghiên c u này, 

chúng tôi tiến hành khảo sát một số yếu tố giúp ổn định và duy trì hoạt tính của chế phẩm 

laccase từ Bacillus subtilis theo thời gian. Sinh khối ch a bào tử B. subtilis có hoạt tính 

laccase sau khi bảo quản được kiểm tra khả năng khử màu thuốc nhuộm Congo red. Kết quả 

của nghiên c u có ý nghĩa thực tiễn khi tạo ra được chế phẩm laccase dạng bào tử và  ng 

dụng chế phẩm ch a laccase trong việc khử màu thuốc nhuộm azo. 

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Chủng Bacillus subtilis do phòng thí nghiệm Công nghệ enzyme, Bộ môn Sinh hóa, 

Khoa Sinh học - Công nghệ sinh học, Trường Đại học Khoa học tự nhiên, Đại học Quốc gia 

Thành phố Hồ Chí Minh cung cấp. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Môi trường nuôi cấy tạo bào tử 

Chủng khảo sát được hoạt hóa trên môi trường LB (Cao nấm men 0.5%, Trypton 1% , 

NaCl 1%).  au đó, chủng đã hoạt hóa được chuyển tiếp sang môi trường nuôi cấy tạo bào tử 

v i tỉ lệ cấy giống là 5%. 

Môi trường nuôi cấy tạo bào tử là hỗn hợp của 03 dung dịch  A, B và C theo tỉ lệ thể 

tích 100:1:1 (Schaeffer  & ctg., 1965). Trong đó: 

- Dung dịch A: K2HPO4 1%, KH2PO4 0.35%, NH4Cl 0.05% và, D-Glucose glucose 0.2%;  

- Dung dịch B: MgSO4.7H2O 0,5%, FeSO4.7H2O 0.05%;  

- Dung dịch C: CaCl2 0.5%, MnCl2 0.05%. 

2.2.2. Phương pháp khảo sát thời gian thu nhận sinh khối chứa bào tử 

B. subtilis được nuôi cấy trên môi trường tạo bào tử v i ở nhiệt độ 37
o
C, v i tốc độ lắc 

200 vòng/phút. Sinh khối ch a bào tử được thu từ canh trường nuôi cấy sau 01, 02, 03, 04, 05, 

06, 07 và 14 ngày. Dịch canh trường được ly tâm 12,000 vòng/phút trong 1  phút, sau đó loại 

bỏ ph n dịch và thu cặn sinh khối ch a bào tử.  

2.2.3. Phương pháp thu nhận sinh khối chứa bào tử 

Sinh khối ch a bào tử được thu nhận từ dịch canh trường nuôi cấy chủng B.subtilis. Cụ 

thể, sau khi ly tâm 12,000 vòng/phút trong 15 phút, ph n dịch được loại bỏ và sinh khối ch a 

bào tử được thu nhận. Sinh khối được huyền phù trong nư c cất 02 l n hấp khử trùng. Sau khi 

ly tâm 12,000 vòng/phút trong 15 phút, sinh khối được thu nhận lại. Ở bư c tiếp theo, 0.5mg 

sinh khối ch a bào tử được cho vào eppendorf và ủ v i 1ml NaCl 0.5M trong 01 phút (Hirose 

& ctg., 2003).  au đó khi ly tâm 10,000 vòng/phút trong 05 phút, cặn được thu nhận và được ủ 
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v i 1ml CuSO4 0.25mM trong 30 phút (Mongkolthanaruk & ctg., 2012).  au đó, ly tâm 10,000 

vòng/phút trong 05 phút và thu cặn. Tiến hành xác định hoạt tính laccase của từng mẫu sinh 

khối ch a bào tử. 

2.2.4. Phương pháp xác định hoạt tính laccase 

Hoạt tính laccasse được xác định dựa trên sự oxy hóa 2.2’-azinobis  

(3 ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) bởi laccase thành hợp chất có màu xanh 

hấp thụ ánh sáng tại bư c sóng 405nm (Cho & ctg., 2011). Một đơn vị hoạt độ laccase là 

lượng enzyme c n thiết để tạo thành 1µM sản phẩm từ ABTS trong thời gian 01 phút, ở điều 

kiện phòng thí nghiệm (Diwaniyan & ctg., 2010).  

Thành ph n phản  ng (1ml) gồm: 900µl đệm acetate 0.1M pH 3.7, 0.05mg sinh khối 

ch a bào tử và 100µl ABTS. Sau 15 phút phản  ng, hỗn hợp được ly tâm để loại bỏ bào tử, 

ph n dịch còn lại được đo ở bư c sóng 40 nm để định lượng sản phẩm tạo ra. 

2.2.5. Phương pháp xác định khả năng khử màu Congo red của mẫu chế phẩm 

Thành ph n phản  ng gồm: Congo red 1 μM, acetosyringone 4. μM, lượng bào tử 

0.025g hoặc hoạt tính laccase 0.5 U/g. Sau 04 giờ phản  ng hút 1ml dung dịch đem ly tâm 10,000 

vòng/phút trong 05 phút, loại cặn, thu dịch nổi, và đo OD của dịch nổi tại bư c sóng hấp thu tối 

đa của Congo red (495nm). Hiệu suất khử màu đươc tính theo công th c (Cho & ctg., 2011): 

H (%) = 
       

   
*100%                                                         (1) 

Trong đó:  

- H: Hiệu suất khử màu 

- ODo:  giá trị OD tại thời điểm 0 phút 

- ODt: giá trị OD tại thời điểm t phút. 

2.2.6. Phương pháp xử lý số liệu 

Xử lý số liệu thống kê bằng phân tích phương sai một yếu tố (One-way ANOVA), 

kiểm định Post - Hoc theo phương pháp Turkey bằng ph n mềm SPSS. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Khảo sát thời gian thu nhận bào tử 

Kết quả khảo sát thời gian thu nhận bào tử được thể hiện qua Hình 3. Kết quả cho 

thấy, hoạt tính laccase của bào tử tăng d n từ ngày th  2 đến ngày th  4, sau đó h u như 

không thay đổi đáng kể vào các ngày th  5, 6, 7, 8, và hoạt tính được ghi nhận giảm vào ngày 

th  14. 

V i kết quả thu được, nhận thấy thời điểm thích hợp thu bào tử là ngày th  4 trên môi 

trường nuôi cấy tạo bào tử. Đây là thời điểm đã có sự hình thành bào tử, hoạt tính laccase đạt 

19.8 U/g và tăng gấp 14.53 l n so v i ngày đ u tiên. Ở ngày th  6, hoạt tính laccase đạt 20.96 

U/g và tăng 1 .88 l n khi so v i ngày đ u tiên. Kết quả phù hợp v i nguyên c u của Kumar 

và cộng sự, hoạt tính laccase từ Bacillus sp. sau 04 ngày nuôi cấy đạt giá trị cao nhất (Kumar 

& ctg., 2020). Do hoạt tính laccase xác định được vào ngày th  4 và ngày th  6 không có sự 

khác biệt l n, nên thu bào tử ở ngày th  4 thì sẽ tiết kiệm được thời gian và chi phí hơn, mang 

lại hiệu quả kinh tế cao hơn. 
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Hình 3 

Biểu Đồ Thể Hiện Hoạt Tính Laccase trên Bào Tử Thô theo Thời Gian Nuôi Cấy 

 

Ghi chú: Kết quả dữ liệu của nhóm nghiên c u 

3.2. Khảo sát phương pháp xử lý bào tử 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của phương pháp xử lý bào tử lên hoạt tính laccase được 

thể hiện ở Hình 4. Mẫu sinh khối thô có hoạt tính laccase là 19.13 U/g, mẫu sinh khối xử lý 

v i NaCl và CuSO4 có hoạt tính là 23.7  U/g tăng 1.24 l n so v i mẫu sinh khối thô và mẫu 

sinh khối xử lý v i lysozyme có hoạt tính cao nhất là 29.2 U/g tăng 1.53 l n so v i mẫu thô. 

Hình 4 

  ạt T nh  acca   của Các Phương Pháp Xử Lý Bào Tử 

 

Ghi chú: Kết quả dữ liệu của nhóm nghiên c u 

Mẫu sinh khối khi xử lý bằng NaCl đã giúp làm sạch tế bào vi khuẩn và ABT  dễ 

dàng tiếp xúc v i laccsase, do đó hoạt tính laccase tăng so v i mẫu sinh khối thô (Forootanfar 

& ctg., 2016). Mẫu sinh khối xử lý lysozyme có hoạt tính laccase cao do phương pháp đã loại 

được ph n l n các tế bào, vì vậy, ABTS có thể dễ dàng tiếp xúc v i laccase trên vỏ bào tử làm 

cho hoạt tính laccase tăng 1.53 l n. Tuy nhiên, phương pháp này trải qua nhiều bư c (phá vỡ 
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tế bào, loại bỏ tế bào, …) và sử dụng nhiều hóa chất, quy trình khá ph c tạp, giá thành 

lysozyme cao và nếu không thể loại hết lysozyme trong mẫu trong quá trình bảo quản thì sẽ 

ảnh hưởng t i hoạt tính laccase của bào tử. Lysozyme khi tiếp xúc trực tiếp v i laccase làm 

cho các chuỗi oligosacharide liên kết v i laccase bị phân hủy, ảnh hưởng t i cấu trúc và làm 

giảm hoạt tính laccase (Claus, 2004). Vì vậy, phương pháp xử bào tử v i NaCl và CuSO4 tạo 

chế phẩm được chọn để tiến hành các nghiệm th c tiếp theo. 

3.3. Ảnh hưởng của nồng độ CuSO4 đến hoạt tính laccase 

Hình   thể hiện kết quả khảo sát ảnh hưởng nồng độ Cu O4 đến hoạt tính laccase của 

mẫu bảo quản.  ự bảo quản mẫu trong Cu O4 v i nồng độ 0.25mM và 0. mM đều có xu 

hư ng làm tăng hoạt tính laccase sau 06 tu n bảo quản.  au thời gian dài, tế bào chuyển sang 

dạng bào tử, lượng bào tử trong mẫu bảo quản cao hơn so v i ban đ u nên hoạt tính laccase 

có sự gia tăng. Ngoài ra, Cu O4 là một co actor của laccase nên đã giúp ổn định cấu trúc của 

enzyme trong thời gian bảo quản (Mongkolthanaruk & ctg., 2012). Ngược lại, nồng độ Cu
2+

 

1mM không làm thay đổi, hoạt tính laccase sau 06 tu n bảo quản. Kết quả này cho thấy khi 

được sử dụng ở nồng độ 1mM Cu
2+

 có thể đã trở thành tác nhân gây  c chế hoạt tính laccase. 

Kết quả này phù hợp v i nghiên c u của Ming-Qiang Ai và cộng sự, khi nồng độ Cu
2+

 tăng từ 

1mM lên  mM và 10mM, thì hoạt tính laccase giảm xuống còn 92.3% và 80.9% so v i ban 

đ u (Ai & ctg., 2015). 

Hình 5  

Ảnh  ưởng của Nồng Độ Cuso4 đến Hoạt Tính Laccase trong 06 Tuần Bảo Quản 

 

Ghi chú: Kết quả dữ liệu của nhóm nghiên c u  

Vì vậy nồng độ Cu O4 0.2 mM được chọn cho các khảo sát tiếp theo. 

3.4. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ bảo quản 

Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính laccase được thể hiện trong Hình 6. Mẫu bảo 

quản ở nhiệt độ 37
o
C có hoạt tính tăng cao nhất sau 04 tu n (đạt  9. 7 U/g), sau thời gian này 

hoạt tính có xu hư ng giảm d n. Trong khi đó, mẫu bảo quản ở nhiệt độ 4
o
C đạt hoạt tính cao 

nhất sau 06 tu n ( 8.6  U/g) và có xu hư ng tăng d n hoạt tính. Hoạt tính laccase của mẫu 

bảo quản ở nhiêt độ -4
o
C không thay đổi trong quá trình bảo quản. 
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Hình 6 

Ảnh Hưởng của Nhiệt Độ Bảo Quản đến Hoạt Tính Laccase của Mẫu trong 06 Tuần Bảo Quản 

 

Ghi chú: Kết quả dữ liệu của nhóm nghiên c u 

Theo nghiên c u của Guo và cộng sự (2017) laccase từ Bacillus hoạt động tối ưu ở 

m c nhiệt từ 30 - 40
o
C, khi nhiệt độ tăng từ 40 đến 80

o
C hoạt tính laccase có xu hư ng giảm 

(Guo & ctg., 2017). Điều này phù hợp v i nghiên c u khi hoạt tính laccase của mẫu bảo quản 

ở 37
o
C đạt giá trị cao nhất sau 04 tu n bảo quản, tuy nhiên sau thời gian này, hoạt tính lại 

giảm d n. Trong khi ở nhiệt độ bảo quản 4
o
C, sau 06 tu n, hoạt tính laccase tăng d n. Theo 

Phoane và cộng sự (2022), nhiệt độ và thời gian bảo quản của mẫu Bacillus subtilis đông khô 

ảnh hưởng đến khả năng sống sót của chúng, ở nhiệt độ -20
o
C, toàn bộ vi khuẩn đều có khả 

năng sống sót sau 240 ngày, tỉ lệ sống sót giảm d n ở nhiệt độ 4
o
C và 25

o
C (93.3% và 86.6%) 

(Phoane & ctg., 2022). Như vậy, khi bảo quản mẫu bào tử trong dung dịch CuSO4 0.25mM, 

nhiệt độ đã ảnh hưởng đến khả năng sống sót của Bacillus subtilis và hoạt tính laccase của 

mẫu. Trong khảo sát này, nhiệt độ bảo quản 4
o
C là phù hợp để đảm bảo được hoạt tính 

laccase trong thời gian dài. 

3.5. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian bảo quản 

Sinh khối ch a bào tử được xử lý v i NaCl và CuSO4, sau đó mẫu được bảo quản 

trong CuSO4 0.25mM ở nhiệt độ 4
o
C. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian bảo quản đến 

hoạt tính laccase được thể hiện ở Hình 7. Theo đó, mẫu bào tử có hoạt tính tăng d n và đạt 

hoạt tính cực đại tại tu n th  9 v i hoạt tính là 51.   (U/g), tăng  .44 l n so v i ban đ u. Từ 

tu n th  9 trở đi, hoạt tính có xu hư ng giảm d n. Sau 12 tu n, hoạt tính laccase đạt được là 

39.42 (U/g), tăng 2.64 l n so v i ban đ u. Tuy nhiên c n thêm nghiên c u để đánh giá ảnh 

hưởng của nhiệt đến hoạt tính cũng như khả năng sống sót của mẫu bảo quản để có thể kết 

luận chính xác hơn. 
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Hình 7 

Ảnh  ưởng của Thời Gian Bảo Quản đến Hoạt Tính Laccase 

 

Ghi chú: Kết quả dữ liệu của nhóm nghiên c u 

3.6. Kết quả khử màu thuốc nhuộm azo của mẫu bào tử ban đầu 

Phản  ng khử màu CR l n lượt được thực hiện v i nguồn laccase từ các mẫu bào tử 

thô không qua xử lý, bào tử xử lý NaCl và CuSO4 và bào tử xử lý lysozyme. Phản  ng xảy ra 

trong 04 giờ ở 65
o
C, hoạt tính laccase khảo sát ở các mẫu là 0.5 U/g. Kết quả khử màu thuốc 

nhuộm CR của các mẫu bào tử được thể hiện qua Hình 8. 

Hình 8 

Khả Năng Khử Màu Thuốc Nhuộm Azo của Các Mẫu Bào Tử 

 

Ghi chú: A: Mẫu sinh khối không xử lý; B: Mẫu sinh khối xử lý v i NaCl và Cu O4; C: Mẫu sinh khối xử lý v i 

lysosome. Kết quả dữ liệu của nhóm nghiên c u 
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Hiệu suất khử màu của mẫu sinh khối không xử lý, mẫu sinh khối xử lý v i NaCl và 

CuSO4 và sinh khối lysozyme tăng d n (28.57%, 30.58% và 33.21%) (Hình 7). Tuy nhiên, hiệu 

suất khử màu của mẫu sinh khối xử lý gia tăng không đáng kể v i mẫu không xử lý. Điều này 

phù hợp v i hoạt tính laccase ban đ u của các mẫu khi tiến hành phản  ng khử màu (0.5 U/g). 

3.7. Kết quả khử màu thuốc nhuộm azo của mẫu bào tử bảo quản trong CuSO4 0.25mM 

Mẫu bào tử sau 04, 08 và 12 tu n bảo quản trong CuSO4 0.2 mM được sử dụng để 

thiết lập phản  ng đánh giá khả năng khử màu CR trong 04 giờ và ở nhiệt độ 65
o
C. Lượng 

bào tử trong phản  ng là 0.025g. Kết quả khảo sát hiệu suất khử màu CR bởi các mẫu bào tử 

nêu trên được thể hiện qua Hình 9. 

Hình 9 

Khả Năng Khử Màu của Các Mẫu Bào Tử sau 04, 08 Và 12 Tuần Bảo Quản trong CuSO4 0.25mM 

 

Ghi chú: Kết quả dữ liệu của nhóm nghiên c u  

Khả năng khử màu của mẫu bào tử bảo quản trong CuSO4 0.2 mM tăng theo thời gian 

bảo quản mẫu. Hiệu suất khử màu của mẫu sau 08 tu n bảo quản đạt 65.02% và sau 12 tu n bảo 

quản đạt 70.89% (Hình 9). Điều này phù hợp v i độ tăng hoạt tính laccase của mẫu bào tử  sau 

04, 08 và 12 tu n bảo quản so v i ban đ u, v i m c độ gia tăng l n lượt là 2.49; 3.04 và 2.78 

l n (Hình 7). Kết quả cho thấy mối tương quan giữa hoạt tính laccase và khả năng khử màu 

Congo Red của mẫu bào tử, khi tạo được mẫu bào tử có hoạt tính laccase tốt, hiệu suất khử màu 

CR sẽ cao.  

Như vậy, sau 04 ngày nuôi cấy trên môi trường tạo bào tử, chủng Bacillus subtilis thu 

nhận có hoạt tính laccase đạt 19.8 U/g. Nồng độ CuSO4 0.25mM và nhiệt độ 4
o
C là điều kiện 

thích hợp để ổn định và duy trì hoạt tính laccase của mẫu chế phẩm trong suốt 12 tu n bảo 

quản (tăng  .44 l n sau 09 tu n và tăng 2.64 l n sau 12 tu n). Mẫu chế phẩm trong quá trình 

bảo quản vẫn thể hiện sự tăng hoạt tính laccase và khả năng khử màu thuốc nhuộm Congo 

red. Như vậy, nghiên c u đã xác định được điều kiện bảo quản phù hợp  cho chế phẩm 

Bacillus subtilis ch a laccase và mở ra hư ng  ng dụng chế phẩm này để khử màu nư c thải 

ch a thuốc nhuộm azo. 

  

04 08 
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