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Téi xin cam doan d& tai nghién ciru trong ludn védn nay 1a cong trinh
nghién ctru clia t61 dudi sy huéng din va hoan thién béi TS. Vii Thi Thu Huyén
va TS. Dinh Thi Thu Hing dua trén nhiing tai liéu, s& liéu do chinh t6i tu tim -
hiéu va nghién ciru. Chinh vi vay, céc két qua nghién ciru ddm béo trung thyc va
khach quan nhét. Pong thoi, két qua ndy chua timg xuét hién trong bat ctt mot
nghién ctru nao. Cac s6 liéu, két qua néu trong luan van 14 trung thyc néu sai toi

hoan chiu trach nhiém trudc phap luét.
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vién Khoa hoc Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam
ddng thoi dong vién, khich 1& va tao moi diéu kién thuan loi nhit cho tdi trong

sudt thoi gian thuc hién luén vin.

Téi xin tran trong cdm on ldnh dao va cac anh chi phong Coéng nghé Sinh
hoc, Vién Hoa sinh bién, Vién Han 14m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da
tao diu kién giup 5, ho tro va truyén dat kinh nghiém, dua ra nhiing 1&i
khuyén hiru ich va g6p ¥ quy bau trong subt thoi gian toi 1am luén vin tai phong.

Téi xin trdn trong cdm on ban l&nh dao va cac can bd dang cong téc tai
Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam d gitip d6 t6i trong viée hoc tap va thuc hién luan vén.

Luan vin dugc gitip d& vé miit kinh phi va thuc hién trong khuén khé Dé
tai Khoa hoc va Cong nghé thudc cac huéng KHCN uu tién cdp Vién Han 14m
KHCNVN: "Nghién ctru phéat hién cc hop chit c6 hoat tinh khang sinh va gdy
doc té bao ung thu tir ngudn vi ndm thudc ving bién dao Cdn Co, tinh Quang
Tri ", ma sd: VAST.01/24-25.

Luin vin nay dugc hoan thanh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé,
Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam. Trong qua trinh nghién ci,
t6i da nhan dugc nhidu sy gitip d& quy béu clia cac thay co, cdc nha khoa hoc,
cac ddng nghiép, gia dinh va ban be.

Cudi cing, t6i xin bay to long biét on chan thanh t6i toan thé gia dinh,
ngudi thin va ban bé dd quan tAm, khich 1€, ddng vién ti trong qua trinh hoc tip
va nghién ctru.
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1
MO PAU

Hién nay, cac hgp chét tu nhién véi hoat tinh sinh hoc ndi béat va mirc 4o
an toan cao da tré thanh t&m diém nghién ctru do tiém ning img dung rong ri
trong linh vuc y. Trong dé, khai théc va nghién ctru cic hop chat c6 ngudn gbe
tlr bién hién dang duoc xem 13 mot huéng nghién ciu day trién vong dbi voi
gi6i khoa hoc. Hon 70% bao phil bé mit trai dt 13 dai dwong, tuy nhién tiém
nang sinh hoc ciia méi trudng ndy van chua duge khai thac ddy du. Trong sb
hon mdt triéu loai vi sinh v4t bién di dugc ghi nhan, chi khoang 0,01% la da
duoc xac dinh 1 vé hinh thai, di truyén hoc va hoat tinh sinh héa [1]. Vi sinh vt
bién 1a mot nhom sinh vét c6 kha ning thich nghi véi céc diéu kién méi trudng
khéc nghiét, nhd d6 tré thanh ngudn sinh hoc tidm ning trong viéc sinh tong hop
cac phéan tr phirc tap va hop chét tht: cdp c6 hoat tinh sinh hoc. So v6i céac vi
sinh vt trén can, vi sinh vét bién c6 kha ning sinh téng hop cac hop chét thi
clp v6i cdu triic héa hoc doc dao va hoat tinh sinh hoc ndi bat hon, diéu nay c6
thé bét ngudn tir dic diém dic thi clia mdi trudng bién nhu 4p suét cao, nhiét do
thap, d6 min 16n, didu kién anh sang han ché va ham luong dinh dudng déc biét.
Trong s6 d6, vi nAm bién 1a mdt nhém c6 tinh da dang sinh héa cao, dugc xem
1a ngudn sinh hoc diy trién vong trong viée khai thac cac hop chét tu nhién méi
c6 hoat tinh sinh hoc [2].

Su gia tdng va lan rong clia vi sinh vat khang thudc hién dang 12 mot trong
nhiing van d& sic khoe nghiém trong trén toan cAu. Tinh trang khang khang sinh
trong cong dong khong chi 1am téng ty 18 méc bénh va tir vong, ma con khién sé
lugng khéang sinh con hiéu qua ngay cang suy gidm. Cac bénh truyén nhiém vi
thé tiép tuc 12 mbi de doa 16n déi véi strc khoe cong dong, trong d6 co Viét
Nam. Do d6, nhu ciu tim kiém va phat trién cdc hop chét c6 hoat tinh khang vi
sinh vat kiém dinh (VSVKD) 13 rét cAp thiét. Trong vai thap ky gén day, nhiéu
nghién ctru trén thé gici da khing dinh sy da dang ctia cac hop chit tu nhién tir
moi trudng bién. Pic biét vi sinh vat bién duoc coi 13 ngudn cung cp cac hop
chét c6 hoat tinh sinh hoc tbt trong d6 c6 vi ndm bién véi kha ning sinh tong
hop céc hop chét thir cip c6 cu triic héa hoe mdi [1].

Vi nim bién duge phan 14p tir cic ngudn nhu tao bién, hai mién, dong vt
khong xuong sbng va trAm tich bién, & ngudn tai nguyén ty nhién ddi dao cho
viéc phat hién va phét trién cac chit chuyén héa tht cdp c6 hoat tinh sinh hoc

cao, bao gdm cac nhom hop chét nhu alkaloid, terpenoid, quinon, isoprenoid,...
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[2]. Theo théng ké tir TS chiic Nghién ctru vé Ndm tinh dén ngay 16/01/2025, s
lugng loai vi ndm bién da dugc ghi nhan 1a 2.138 loai, thude 855 chi, 294 ho,
111 bd, 35 16p va phan b6 trong 11 nganh khéc nhau.

Nhiéu hop chét tir nguon vi nim bién da duoc phat hién c6 hoat tinh sinh
hoc, chit yéu theo céc hudng khang khudn, khang ndm, va gdy doc t€ bao ung
thu. Nhu vay, tiém ning khai thac céc hop chét méi c6 hoat tinh sinh hoc van
con rat 16n, dic biét 1a khu vue ¢6 hé sinh vét bién rit phong phti va da dang nhu
Viét Nam. Mic du ham luong céac hop chét thu duge tir vi nAm phan 14p thuong
& mure thip, tuy nhién, khi dugc nudi chy & quy mé 16m, vi ndm c6 thé tro thanh
ngudn cung cép 6n dinh va tiém nang cho cic nghién ciru tién 1am sang va 1am
sang. '

Bién dao Cdn C6 1a ving hai déo tién tidu cua tinh- Quang Tri, dugc hinh~
thanh boi hoat @dng nui Ira gitra bién, tao nén gid tri dia chit va sinh thai dic
sic. Con Co duge coi nhu mdt bao tang thién nhién vaéi cac thém d4 bazan ven
bién, bi tim hoang so hinh thanh tir vun san hd, so diép va cat trang. Nuéc bién
noi day trong xanh quanh ndm véi nhiét do 4n dinh, khong thip hon 21°C. Khu
vyue xung quanh déo rong hon 5.300 ha hién duoc bao v€ va béo tdn, 13 noi cu
tri ciia nhidu lodi sinh vat bién quy hiém. Vi vi tri dia 1y dic biét — cita ngd
phia Nam cta Vinh Béc B6 — Con Cé con déng vai trd chién luoc trong bao vé
chu quyén quéc gia. Trén co s¢ d6, chung t6i lya chon thuc hi¢n dé tai:

“Nghién ciru sang loc mot s6 hop chit cé hoat tinh khdng vi sinh vit

kiém dinh ciia chiing vi nam dwoc phin Idp tic viing bién Con Cé, Viét Nam”

Muc tiéu ctia ludn vin:
- Phan lap va sang loc mdt sb ching vi nim tir vung bién Con Co, Viét
Nam ¢6 hoat tinh khang VSVKD
- Daénh gid duge hoat tinh khang VSVKD ctia cac hop chét phan 1ap duge
tir chiing c6 hoat tinh t6t nht.

Noi dung ludn vin bao gbm:

1. Phén 18p céc ching vi ném bién tir cac mau sinh vat va trim tich da thu thdp ¢
viing bién Cén Co.

2. Sang loc hoat tinh khang VSVKD tir can chiét ctia cac chung vi ndm phan 1ap
duge.
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3. Nghién ciru phén 14p va xac dinh cdu tric cae hop chét thtr cép tir ching vi
nim c6 hoat tinh cao nhét.
4. Panh gia hoat tinh khang vi sinh vt kiém dinh cta céc hop chit phan lap

duoc.
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CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CU'U
1.1. TONG QUAN VE VI NAM BIEN

Vi nim 13 nhém sinh vat phd bién, phan bd rong khip trong nhiéu hé
sinh théi khac nhau, bao gdm c4 méi trudng bién. Ching déng vai trd quan trong
khong chi trong hé sinh thai trén can ma con trong hé sinh thai dud6i nude, va
duge xem 14 mot trong nhitng thanh phén chinh dai dién cho sy da dang vi sinh
V4t toan cAu. Mbi trudng bién, chiém khoang 70% dién tich bé mat Trai dat,
duge coi 12 dai dién vé mit da dang sinh hoc [3].

Vi ndm bién d6ng vai trd quan trong trong chu trinh tai tao chét dinh
dudng va tham gia vao qua trinh phéan hiy va tai ché chét hitu co hoa tan trong
méi trudng bién. Ngodi vai trd sinh thai trong chudi thirc &n dai dwong, vi ndm
bién con 1 ngudn sinh tdng hop cac hop chét tu nhién ¢6 hoat tinh sinh hoc tiém
ning. Trong nhing nim gin ddy, cic sinh vat bién, bao gdm vi ndm, di duoc
nghién ciru rong rii nham phét hién céc chit chuyén hoéa thir cAp c6 hoat tinh
khang khuén, khang virus va chéng ung thu. Su phat trién cta cong nghé giai
trinh tu thé hé méi (NGS) va k¥ thuét khéi phd hién dai da hd tro manh mé cho
cac tiép can dua trén by gene va con dudng chuyén héa, tir d6 nang cao hiéu qua
trong khai thac va phat hién céc hop chit tu nhién méi. Do d6, viée tiép tuc
kham pha hé vi sinh vat bién bao odm ca cdc moi trudng sdng, ké ca nhitng khu
vuc bién khé tiép can 1a didu cAn thiét d& danh gis ddy dii sy da dang va tiém
niing sinh hoc thyc sy cia hé vi sinh vét bién trén Trai dat. Tuy nhién, hé sinh
vat bién van chua duoc nghién ctru va khai théc day du, dic biét 1a v& mit sinh
hoc phan tir va tiém nang tng dung [3].

Theo thdi gian, nhidu dinh nghia khac nhau vé vi nm bién d3 duge sir
dung. Jones ef al. d3 dua ra dinh nghia vi nim bién 'bit budc' 1a nhitng loai ndm
dugc phéan lap tir cac chit nén hodc trAm tich ngdp nudc tir moi trudng bién.
Thuét ngit "vi ndm c6 ngudn gbc tir bién" dd duogc st dung rdng réi trong linh
vue hoa hoc hop chit thién nhién [4]. Gan ddy, Pang ef al. [5] d& dé& xuat mot
dinh'nghia tong hon trén co s st dung céc thudt ngir “vi nim bién” va “ndm c6
ngudn gbe tir bién”. Vi nam bién duoc dinh nghia 13 bét ky loai nam nao cé kha
ning: (i) phat trién va/hodic hinh thanh bao tir trén nén tang hodc trong moi
truong bién; (i) hinh thanh mbi quan hé cong sinh véi cac sinh vat bién khéc;
hodc (iii) thich nghi va tién hoa hodc hoat dong trao ddi chét trong mdi trudng

bién.
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Truéc day, vi ndm bién timg dugc xem 13 mét nhém sinh vat tuong doi it
loai va s6 luong han ché. Tuy nhién, trong hai thap ky tr& lai day, nho (mg dung
cac phuong phap khong phu thude vao nudi ciy va cong nghé giai trinh ty gene
thé hé méi, su da dang tiém 4n cia vi nim bién trong nhiéu moi truong khéc
nhau d4 duge kham phd rd hon. Nhitng phat hién nay da lam gia ting déng ké sy
quan tAm tir cong ddng khoa hoc d6i véi nhém sinh vét nay [6].

Vi ndm bién 1a sinh vét c6 sy da dang sinh hoa va 1a ngudn cung cap cac
hop chét chuyén héa tw nhién tiém ning. Céc chét chuyén héa tw nhién mdi c6
hoat tinh sinh hoc do vi nAm tao ra bao gdm terpen, steroid, polyketide, peptide,
alkaloid va polysaccharides, lién quan dén hoat tinh khang khuén, khang vi-rit,
chéng oxy héa, chdng ung thu va chéng viém [7]. Trong pham vi hoat dong
rong, cac chét chuyén hoéa c6 thé dugc sit dung dé phét trién thude va cac img
dung vy t&, dugc phim, nong nghiép va m§ phdm [3]. Bén canh 1a ngudn hop
chét c¢6 hoat tinh sinh hoc, vi ndm bién con c6 vai trd phuc hdi sinh hoc do
ching c6 kha ning sinh téng hgp cc enzyme catalase, laccase, peroxidase phin
hity céc hop chit bén vitng va cac chét gay 6 nhiém méi trudong [8].

1.2. NGUON HQP CHAT CO HOAT TiNH SINH HQC TIEM NANG

Viée x4c dinh céc san pham ty nhién méi 1a mét cach tiép cén dé fim
kiém céc loai thudc va liéu phap méi. Do d6, viée tao ra cac chit mdi la an toan
hon, than thién v6i méi truong va bén vitng. Céc san pham tw nhién 1a cac hop
chét hosic phén tir héa hoc ¢6 hoat tinh dugc 1y hodc sinh hoc (thudng dudi 1000
Da), duoc tim thiy trong tu nhién va dugc san xut béi mot ngudn sinh hoe [9].
Ngoai ra, cac hop chit ¢6 trong lugng phén tir cao nhu protein va polysaccharide
ciing ¢6 thé ¢6 tidm ndng didu tri. Chung dugc goi chung 1a chat chuyén héa thir
cap, cac hop chét nay khong tham gia truc tiép vao bat ky chitc ning chinh nao
lién quan dén su sinh trudng, phat trién va sinh san cia mot sinh vét. Tuy nhién,
ching thudng lién quan nhiéu dén kha ning sdng s6t cua sinh vat, ching han
nhu phong thu, canh tranh va giao tiép [10].

Penicillin I3 khéng sinh san phdm ty nhién dAu tién dugc san xuét boi
nam Penicillium  notatum (Penicillium rubens va truéc ddy dugc goi
1a Penicillium chrysogeneum) da duge Sir Alexander Fleming phdt hién vao
nam 1928 [11]. Phat hién nay da thuc ddy viéc kham pha cac vi sinh vat lam
ngudn khang sinh, m& dau cho ky nguyén vang cho viéc kham phé cdc sén phim

tu nhién khac tir nAm. Mot sb nghién ctru tip trung phét hién cac san pham tu
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" nhién méi c6 hoat tinh sinh hoc tir bién. Ban d4u, nghién ciru vé cac san pham tir
nhién bién chi giéi han & cac sinh vat dé thu thép nhu san hd va bot bién. Vi du,
doc t6 tedanolide dugc phén ldp tir bot bién Tedania ignis, trong khi
prostaglandin dugc phéan 1ap tir roi bién Caribe Plexaura homomalla [12]. Hon
nita, nhiéu san pham tu nhién dugc phat hién téng hop béi cac vi sinh vat bién
lién két v&i sinh vat 16n [13]. Cho dén nay, chi ¢6 khoang 5% céc loai ndm trén
thé gidi duoc phat hién va nghién ctru. Do d6, vi nim bién gan day da thu hit sy
quan tAm nhu mot ngudn phong phu d& tim kiém céc hop chit héa hoc méi, cho
thiy chiing van 1a mot nhém sinh vét tiém ning v6i nhidu gia tri chua duge khai
théc hét trong cong nghé sinh hoc [14].

Nim 1945, nhom san pham tu nhién dAu tién tir vi ndm bién dugc mo ta
13 cephalosporin, mét 16p khang sinh B-lactam dwoc phan 1ap tir Acremonium
chrysogeneum (tru6c day goi 1a Cephalosporium chrysogeneum) [15]. Sau do,
vao nam 1977, Okutani d& x4c dinh gliotoxin 1a mdt loai khang sinh
| diketopiperazine m6i duge phén 1dp tir mot loai vi nim bién Aspergillus sp. thu
duoc tir trdm tich bién sdu [16]. Cho dén nay, sé lugng hop chat khang sinh
duge phén 14p tir vi ndm bién ting nhanh chéng. Hon 3.500 chét chuyén héa thir
cAp clia nAm bién d4 dugc ghi nhén [17], nhung chic chin vin con mét s6 luong
lon chua duoc khai thac.

Hau hét cac nghién ciru vé hop chit thit cAp cua vi ndm bién déu tip
trung vao mot sO chi: Penicillium, Aspergillus, Fusarium va Cladosporium. Tuy
nhién, céc nghién ctru v& san phém ty nhién tir vi nAm bién vAn tiép tuc ting va
dd duge mé rong sang céc chi khac. Cac nghién ctru nay dd ching minh ring vi
nim bién 14 ngudn chit chuyén héa thit cép khdng 15 dé kham pha thubc [14].
Sé lwong nghién ciru duge cong bd ting 1én hang nim, voi hau hét trong s6
chiing dén tir céc loai lién quan dén c4c nén khac nhau va méi truong séng méi.
Hau hét cac chit chuyén hoa nay 1a din xut cua nhing chét dugc tim thay trén
nidm trén can nhung cé su khac biét dang ké vé hoat dong sinh hoc cua ching
(d6i khi hiéu qué hon va dic hi€u hon).

Nim 2022, ¢6 14 hop chét ¢6 ngudn gbe tir bién dugc cap phép st dung
trong duge pham va hon 30 sén phdm ¢6 ngudn gbe tu nhién dang trong cac giai
doan thir nghiém 14m sang khac nhau [18]. Trong s6 do, Plinabulin 12 mdt hop
chét thudc 16p diketopiperazine, duge phan 18p tir vi nim bién Aspergillus sp. va
hién dang dugc BeyondSpring Pharmaceuticals tién hanh thir nghiém 1am sang.
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Hop chit nay da budc vao giai doan cudi cta thir nghiém 14m sang pha III trén
quy md toan ciu nhim d4nh gid hi€u qua diéu tri ung thu phéi khéng té bao nho
va kha néng giam tinh trang gidm bach cau trung tinh do héa trj [18]. Mac du
cac nghién ctru v& vi ndm bién di ghi nhén tiém ning Umg dung trong dugc
phim, phan 16n cac nghién ctru hién nay vén chu yéu tép trung vao viéc md ta
cac hop chit tu nhién méi c6 hoat tinh sinh hoc trong didu kién in vitro.
1.3. TINH HINH NGHIEN CUU TREN THE GIOI

Hién nay, hudng nghién ciru tim kiém céc hop cht ¢6 hoat tinh sinh hoc
tir vi sinh vt bién nhim phyc vu cho phat trién dugc phim dang duge cic nha

khoa hoc trén thé gidi rdt quan tdm. Trong d6, vi nam bién duge xem 1a nguodn

khai thac tiém ning céc chét chuyén hoéa thir cip c6 hoat tinh sinh hoc nhu:

chéng ung thu, khang khudn, khang virus, khang nim, khang viém va céc hop
chét trc ché enzyme... K& tir khi penicillin dugc phéan 14p, hoat tinh khang khuén
ctia cdc chit chuyén héa tir vi ndm c6 hoat tinh khang khudn d3 tré thanh trong
tdm cla cac nghién clru. T ndm 1998 d&n nam 2019, hon 3500 hop chét c6 dic
tinh khang khuén dd duoc phén lap tir nhiéu loai nAm c6 ngudn gbc tir bién [19].

Hop chét khang khudn ddu tién 13 Gliotoxin dugc phén ldp tir ching
Aspergillus fumigatus tir trAm, tich bién Seto (Nhat Ban). Chét ndy c6 hoat tinh
trc ché sw phét trién ciia vi khuén Staphylococcus aureus va Bacillus subtilis.
D4y 1 loai khang sinh diketopiperazine 1in dAu tién thu duogc tir mot loai vi ndm
c¢6 ngudn gbe tir tram tich bién sau. Tir d6, mdt s6 lugng 16n cac san pham tu
nhién méi tir vi nim bién d& dugc phan lap va nghién ciru dic tinh, chil yéu la tir
cac chi Penicillium, Aspergillus, Fusarium va Cladosporium [20].

Chét chuyén héa thudc cdc nhom chét nhu polyketide, alkaloid, peptide,
lactone, terpenoid va steroid di dugc nghién cliu voi céu tric dic biét va hoat
tinh sinh hoc ndi bat duge phén 1ap tir vi ndm bién. Hau hét cac hop chét nay ¢
hoat tinh chéng ung thu, hoat tinh khéng khuan, khang ndm, khéng virus, chéng
viém, chéng oxi hoa va giy doc t& bao [21].

" Nim 2018, 2 hop chit méi duge phén 1ap tir dich nuéi cdy 16ng ctia chiing
Penicillium sp. c¢6 ngudn gdc tir bién trong nghién ciru cia Youssef et al.,
penicillatide A va B. Céc hop chit méi thé hién hoat dong gy doc t€ bao va
khéang khuan khac nhau [22].

Mudi hop chét dugc phan 1ap t Penicillium sp. Z-16, trong d6 xac dinh
1 hop chit méi c¢6 tén la methyl 2-(2,6-dihydroxy-4-methylbenzoyl)-4,5-
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dihydroxy-3-methoxybenzoate. Cac thir nghi€ém hoat tinh khang khuédn chimg
minh réng hgp chit 1 ¢6 hoat tinh vira phai ddi véi Candida albicans véi gia tri
MIC 1a 125 pg/ml, trong khi 2 hop chét khac cho thay gid tri MIC 13 62,5 pg/ml
d6i voi Staphylococcus aureus [23].

Axit helvolinic va axit helvolic dugc phén 18p tir vi ném bién Aspergillus
fumigatus MFO071 hoat tinh khang manh v&i Staphylococcus aureus va
Escherichia coli d3 duge bdo cdo. Phén tich dit liéu b gene da tiét 16 cac cum
gene sinh téng hop dugc cho 1a fim dbi véi fumitremorgins, pso doi véi
pseurotins, fga d6i v6i fumigaclavines va hel di véi axit helvolinic. Cac cym
gene sinh tdng hop duoc cho 14 nén tang cho nghién ciru chirc nang co hoc va
enzym dbi v6i qua trinh sinh téng hop céc hop chit nay [24].

Nam 2020, ndm Aspergillus ochraceus dugc phan 18p tir hai mién
Acanthostrongylophora ingenes cho thdy c6 hoat tinh khang mot s6 chiing vi
khudn: Vibrio cholerae inaba, Enterococcus faecalis ATCC 29252,
Pseudomonas  aeruginosa, Methicillin-Resistant  Staphylococcus — aureus
(MRSA), Staphylococcus aureus ATCC 25923 va Mycobacterium tuberculosis
H37Rv [25].

Mot nghién ctru khic, ddn xuét anthraquinone méi duge phan 1ap tir
chiing vi ndm bién Nigrospora sp. 1403. Hop chét ndy c6 hoat tinh manh khéang
lai Bacillus subtilis (MIC = 0,625 pM), Bacillus cereus (MIC = 10,0 uM),
Micrococcus luteus (MIC = 20,0 uM), Streptomyces albus (MIC = 5,00 uM),
Staphylococcus aureus (MIC = 2,5 pM), Micrococcus terageneus (MIC = 1,25
uM), Escherichia coli (MIC = 2,5 uM), Vibrio anguillarum (MIC = 2,5 uM), va
Vibrio parahaemolyticus (MIC = 1,25 uM) [26].

Chuing Aspergillus flavipes KUFA1152 ¢6 ngudn gdc tir hai mién Mycale
sp. dugc thu thdp tr Vinh Thai Lan va bbn phenylbutyrolactone méi d& dugce
phén 14p tir ching nay 1a aspulvinone R, S, T, U va aspulvinone A, B', H, va 4-
hydroxy-3,5-bis(3-metylbut-2-en-1-yl)benzaldehyd. Trong do6, 2 hop chét thé
hién ¢6 hoat tinh manh nhit d6i v&i Enterococcus faecalis ATCC 29212 va
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (MIC tir 4 dén 16 pg/ml), va dbi véi céc
chung da khéng thudc (Enterococcus faecalis khang vancomycin (VRE) B3/101
va MRSA) 66/1) vai gi tri MIC tir 8 dén 32 pg/ml [27].

~ Hai pyridone bét thudng, trichodin A va trichodin B, cing v6i pyridoxatin
dugc phan 14p boi chung vi ndm bién Trichoderma sp. MF106 tir bién
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Greenland. Trichodin A cho thdy hoat tinh khang sinh (¢ ché vi khuan gram
duong Staphylococcus cholermidis va Staphylococcus epidermidis v6i 1C50 lin
luot 14 27,05 uM va 24,28 uM ; va ching ndm C. albicans v6i ICs 12 25,38 pM
[28].

T4m hop chét da dugc phan 1ap tir ching Penicillium steckii HNNU-
5B18, trdng d6 hop chit Monome anserinone B thé hién hoat tinh khéng khuén
manh déi véi cic chiing S. aureus ATCC 29213 va MRSA véi gia trj MIC lan
lugt 1a 2 va 8 pg/ ml [29].

Hop chit aladothalen duge Fan va cs phén lp tr chung nim
Cladosporium sp. HDN17-58 ¢0 ngudn gde tir mot mau trdm tich bién sau thu
thp tai Tay Thai Binh Duong. Hop chét nay thé hién hoat tinh trc ché chéng i
B. cereus, Proteus sp., M. phlei, B. subtilis, V. parahemolyticus, Edwardsiella
tarda va MRSA [30].

Zhang va cs da phan lap dugc 16 hop chit, trong do co mot
indoloditerpene méi va 15 hop chit da biét. Hop chét méi ndy da thé hién hoat
tinh trc ché cac ching voi E. coli va C. albicans véi gia tri MIC 1a 20,6 pM va
22,8 uM [31]. |

Chiing Aspergillus sp. IMCAS180035 duge phan 1ap tir mau bun bién, 8
hop chit dwoc phan 1ap tir ching nay. Trong d6 ¢ 4 hop chat moi gom
aspergiloxathene A, mot chét tuong tir penicillide 1a A2’-1°- dehydropenicillide,
5-methyl-3methoxyepicoccone va 7-carboxy-4-hydroxy-6-methoxy-5-
methylphthalide. Trong dé hop chdt méi aspergiloxathene A dugc xac dinh l1a
phan tir lién két du tién bdi céc gbc xanthene va anthracenone s& hitu khung
carbon chua timg c6 voi hé théng vong spiro. Hop chét nay c6 hoat tinh (rc ché
t6t d8i v6i S, aureus, MRSA, véi gi tri MIC 1a 5,60 va 22,40 uM [32].

- Nam 2021, nghién ctru vé cc san phdm tu nhién tir mdi trudng bién
(MNPs) tiép tuc gia ting, c6 1425 hop chit méi duge cong b6 tir 416 bai bao (so
vé6i 1407 hop chét méi duge cong b trong 420 bai bao trong ndm 2020). Cac
hop chét dugce bdo cdo tir vi ndm bién van 12 ngudn MNPs déi dao nhét. Mic di
s luong MNPs méi d4 ting nhe ké tir ndm 2020, nhung xu hudng béo céo vé
céc chét chuyén héa tir vi khuan lam, ndm rimg ngdp man, tao d6, hii mién
trong vai nim qua dang giam din. Xu huéng ndy c6 thé lién quan dén cac han
ché trong viée di lai trong nude va qubc té, do dai dich COVID-19 lam han ché
co hdi thu thap mau thue dia [33].
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Nhu vay, cac két qua nghién ciru cong bb trén thé gigi da cho thiy, vi ndm
bidn 1a ngudn sinh tdng hop cac hop chéit ¢6 sy da dang cao vé cau tric héa hoc
va hoat tinh sinh hoc. Vi hé sinh thi bién bao phu khoang 70% bé mit trai dét
va rét phong phi vé da dang sinh hoc, ddc biét ¢ moi truong nhi¢t doi. Su da
dang sinh hoc cia vi sinh vat trong moi trudng bién 13 rét 16n, ude tinh méi chi
c6 ty 18 rat nho su da dang vi sinh vét bién d3 duoc nghién ciru.

1.4. TINH HINH NGHIEN CUU TAI VIET NAM

Viét Nam 13 quéc gia nam trong vung khi h4u nhiét déi, s¢ hitu duong bo
bién dai hon 3.260 km cung hon 3.000 hon déo 16n nho, bao gdm cé hai quan
dao Truong Sa va Hoang Sa. Nho do, Viét Nam duoe danh gia 1a mét trong
nhitng khu vuc c6 mitc d6 da dang sinh hoc bién cao trén thé gidi. Pdng thoi, vi
tri dia ly dic thu cing didu kién khi hdu nhiét déi gi6 mia da gop phan hinh
thanh nén cac hé sinh thai bién phong phi va da dang.

Nam 2022, 31 chiing vi ndm bién dugc phéan I4p tir 105 mau bién, két qua
duge cong bb trong nghién ctu ciia nhém Cao Pic Tudn & cs., déu thé hién
hoat tinh khang VSVKD. Trong d6, 831 ching khang it nhét 4/7 ching
VSVKD, 4/31 chiing khéng vi khuan Gram am va 26/31 ching khang nédm. Céc
ching vi ndm bién d3 duogc dinh danh dya trén hinh théi hodc trinh tu gene 18S
tRNA.

Hai hop chét andrastin A va citreohybridonol dugc phén 1ap tr chung vi
nam Penicillium chrysogeneum 045-357-2 c6 ngudn gbe tir san hod mém thu
thap ¢ vinh CaNa, Ninh thuén, Viét Nam. Hop chit andrastin A c6 hoat tinh
khang khuén ddi v6i B Bacillus cereus ATCC11778 va Staphylococcus faecalis
ATCC19433 véi céc gia tri MIC twong Gng 1a 32 va 64 pg/ml. Tuy nhién, hoat
tinh khang khuén ddi véi céc ching thir nghiém khong phat hién dugc trong hop
chét citreohybridonol [34].

Ba dibenzospiroketal mdi dugc phén 14p tir loai ndm ndi sinh Aspergillus
micronesiensis 13 aspermicrones A - B — C (28, 29, 30). Hop chét aspermicrones
B ¢6 tac dung gy doc té bao chon loc dbi vai dong té bao HepG2 (ICs = 9,9
uM). Ngoai ra, ca hai hop chit aspermicrones B va aspermicrones C déu c6 hoat
tinh khang khuén ddi véi Staphylococcus aureus (MIC = 123,2 pM cho mdi hop
chét) [35].

Ching Ascomycota sp. VK12 co ngudn gbe tir mau hai mién dugc thu
thap & ving bién Quang Nam -Viét Nam, trong dé c6 hop chit (3R) - (3',5"
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dihydroxyphenyl) butan-2-one 1a hop chdt méi va nam hop chét ¢4 dugc cong
bd. Hop chit méi c6 hoat tinh gay doc té bao dbi v6i cac dong té bao ung thu
biéu_mc") HepG2, MCF-7 va SK-Mel2, véi céc gia tri-I1Cso nam-trong khoang tir
48,6 dén 96,5 UM [36].

D& 4n v& duoge lidu bién d3 duge tién hanh nghién ctu tai ving bién Dong
Béc Viét Nam va ving bién Béc Trung bod dén Trung Trung by Viét Nam, do
GS. Vién s Chau Van Minh 1am chu nhiém [37]. Nhidu hop chét tir cac dich
nudi cdy cia cac ching xa khuin bién @4 dugc phan 14p béi nhém nghién clu
thudc Vién Hoéa sinh. Trong d6, mot s6 hop chét méi dwoc danh gia c6 hoat tinh
khang VSVKD, khang vi khudn lao va mot s hop chét c6 tac dung trc ché su
phét trién ctia dong té bao ung thu va i ché enzyme a-glucosidase... 25 chung
vi ndm bién tir 6 mAu trAm tich thu thip dugc & ving bién C6 T6, Thanh Lan da
dugce phén lap, nudi cdy va luu gift duoc. [38].

Mudi hop chdt di duge phan 1dp tir cin chiét ciia chung vi ndm
Penicillium sp. M30. Trong d6, hop chét 3-acetyl-4-hydroxycinnoline (M30-7)
duoc 14n ddu phan 1ap tit chi Penicillium, hop chit nay e ché 4/7 ching
VSVKD véi MIC tir 64 -256 pg/ml ; va hop chat 1H-indole-3-acetic (M30-8) ¢6
phd hoat tinh rong khang 6/7 ching VSVKD véi gid tri MIC tir 32 -256 pg/ml.
Ngoai ra, hop chét 2-[(5-methyl-1, 4-dioxan-2-yl)methoxy]ethanol (M30-3) (rc
ché manh d6i v6i Enterococcus faecalis va Candida albicans véi gia tri MIC
twong  Gng & 32 va 64  pgml, hop  chdt 2
[(2Rhydroxypropanoyl)amino]benzamide (M30-4) va 4-hydroxybenzandehide
(M30-5) va chrysogine (M30-6) trc ché chon loc E. coli véi gid tri MIC lan lugt
1a 16 pg/ml, 8 pg/ml va 64 pg/ml [39].

Mudi hai hO’p chét duge phan 13p tir ching vi ndm Hamigera avellanea
M253 c6 ngudn gde tir hai mién thu thap & ving Bai Tir Long, trong d6 ¢6 1 hgp
chét méi hamiavemin A. Trong s cac hop chat duge phan 1ap, hop chét helvolic
acid cho thdy hoat tinh khang khuén manh nhét d6i véi E. faecalis, S. aureus, B.
cereus, E. coli, S. enterica va C. albicans véi gia tri MIC lan luot 14 2, 2, 16, 32,
64 va 16 pg/ml. Ngoai ra, hop chit hamiavemin A, monomethylsulochrin 5-
sulfonic acid va ergosterol cho thiy hoat tinh gay doc t& bao vira phai dbi véi ba
dong € bao ung thw, HepG2, A549 va MCF-7 véi gia tri ICso dao dong tir
55,35+1,70 dén 83,02 2,85 pg/ ml [40]. '
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Trong nghién ciru cia Nguyén Phuong Nhué va cdng sy vao nam 2021,
chung Penicillium roqueforti G 1.1 da dugc phén 13p tir trm tich bién Viét Nam
va duoc xac dinh c6 khé ning sinh tdng hop Mycophenolic acid v6i phd khéng
khuén rdng va hoat tinh cao. Nhu vdy, viéc nghién ctru va khai thac céc chiing vi
ndm bién khong chi gép phin 1am séng t6 tiém ning sinh hoc ciia ching ma con
mé ra huéng phat trién cac hop chat khang khuén méi phyc vu y hoc hién dai tai
Viét Nam [41].

1.5. SU CAN THIET KHI TIEN HANH NGHIEN CUU

Mot sb két qua nghién ctru dugc trinh bay trong phén téng quan cho thay
vi ndm bién 13 ngudn tidm ning trong viéc tao ra cac hgp chit c6 cdu tric hoa
hoc phong phti va da dang vé hoat tinh sinh hoc. Trong nhimg nim gan day, hon
50% sb hop chét méi c6 ngudn gde tir bién duge x4c dinh 1a do vi nim bién tao
ra va nhiéu hgp chét trong sé nay dang duoc tiép tuc nghién ctru nham huéng
dén (mg dung thuc tién [17]. V6i dic diém 1a quéc gia nhiét d6i c6 duong bo
bién dai va dién tich ving bién rong 16n, Viét Nam duge xép vao nhom céac
trung tAm c6 mic do da dang sinh hoc bién cao trén thé gidi [42]. Tuy nhién,
mic dii s& hitu tiém ning sinh vat bién phong phfi, cic nghién cru vé vi nam
bién & Viét Nam van con han ché. Dén nay, méi chi c6 mot 6 it cong trinh duwoc
thwe hién, chit yéu do céc nha khoa hoc thudc Vién Han 14m Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam hop tic véi cac td chire trong va ngodi nudc [43].

Viét Nam hién ndm trong nhém céc quéc gia c6 ty 1& khang khang sinh &
muc cao trén thé gigi. Do do, viéc nghién ciru va phat trién cac loai khang sinh
méi tir ngudn trong nude 12 yéu cau can thiét va mang y nghia chién lugc trong
bdi canh hién nay. Ving bién ctia Viét Nam duge ghi nhdn c6 hé sinh thai da
dang v&i nhiéu loai dong thuc vat sinh sbng, day ciing chinh la noi cu ngu 1y
tuong cua hé vi sinh vt bién. Tuy nhién cho dén nay ngudn vi sinh vt bién noi
chung, vi nim bién néi riéng vin chua dugc khai théc nhicu. Chinh vi véy, viéc
nghién ctu danh gia tiém nang hoat tinh sinh hoc cua vi nim bién 1a rit can
thiét. P4y 13 huéng nghién ctru véi ngudn nguyén liéu duogc khai thac chi dong,
an toan va khong anh huéng dén bao ton ngudn tai nguyén thién nhién bién. Cac
ching vi ndm bién duoc phan 1ap chi tir mdt lugng mau nhé, sau d6 dugc nudi
sinh khéi véi luong 16n trong phong thi nghiém dé nghién ciru tach chiét céc
hop chét thr cép.

Ving bién Codn Co, thude tinh Quang Tri - Viét Nam, dugc coi 1a cura
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ngd clia ving bién Viét Nam, da dang sinh hoc. Tir tinh hinh nghién ciru trén,
chua thiy c6é nhiéu khai thac tir vi ndm bién tai viing bién nay. Ving bién nay
duge tién hanh lua chon va khai thac nghién ciru. Pdng thoi, viée cong bd két
qua nghién ciru vé cdc viing bién trong nuéc trén cac tap chi qudc té uy tin gép
phén khing dinh cht quyén bién dao ciia Viét Nam.



14

CHUONG 2. POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQGNG NGHIEN CUU
2.1.1. Vit liéu nghién ciru 7

Nghién ciru nay ké thira 17 mau sinh vat bao gdm rong, hai mién, san hd
mém, ddng vat bién, sén bién, bc¢, cau gai va trAm tich d3 dugc léy tai cac dia
didm khac nhau tai ving bién Con C6 tinh Quang Tri, Viét Nam (Bang 2.1),
duogc hru trit tai Phong Cong nghé Sinh hoc, Vién Héa sinh bién, Vién Han 1am
Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

Bang 2.1. Ky hiéu va vi tri 14y mu ctia 17 mAu sinh vét tai ving bién

Cdn Co
TT | Miu KY hiéu miu Toa dé Pia diém
1 | Trim tich TT37 11?)_}6363%153* Chn 062
2 | Rong | R48 112.}203%980_ Cén Co 1
3 | Haimién HN39 113'71263%{;; Cdn €62
4 | Trhmtich TT 38 %;gg%%;: ChnCo 1
5 | San ho mém STHIM34 %‘%@%f)%;; CénCo 1
6 | Cobao DVB02 113)'71_53‘3‘3&;: " Chncd 4
7 | Rong R50 1]?);%239%2# Chn cé 3
8 |Sanhd mém SHM36 113)'713?;2%;: Cénco3
9 |San hé mém SHM40 11?)’};33&;; Con co 4
10 | Trdm tich TT39 %;22%%2— Codnco 3
11 Rong R46 1170;632%15{ Coén Cod 2
12 | Trdm tich TT40 1]7(');}_5324‘:&;: Cdn cb 4
13 | & mién FIMA42 1]%7163%%98& ChnCo 1
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Tr | Miu | Ky higu miu _1;‘;’; 231 " Dia diém
14 | Sénbién TM42 11767]22%%0‘ ConCo 1
15 | Haimién FIMA40 %;6322153‘ Cdn C5 2
16 | Céu Gai DG1o 1]?);@2%980‘ ConCo 1
17 | Haimién HM45 112'71'3635;%;; Cdncod 3

Ciéc chuing vi sinh vat kiém dinh dugc sir dung dé thir hoat tinh gom: 3
ching vi khuan Gram am (-): Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853, Salmonella enterica ATCC13076; 3 chung vi khuan
Gram duong (+): Enterococcus faecalis ATCC29212, Stapphylococus aureus
ATCC25923, Bacillus cereus ATCC14579; 1 ching Ndm men Candida
albicans ATCC10231 (Microbiologics, M¥).

2.1.2. Hoéa chit va thanh phin nudi ciy

2.1.2.1. Thanh phin méi trudng nudi cdy

Bay loai moi truong phéan lap [44]:

- A1 (g/1): Tinh bgt hoa tan: 10, cao nidm men: 4, peptone: 2, mudi bién nhan
tao: 30, agar:15.

- SWA (g/1): Mudi bién nhan tao: 30, agar: 15.

- SCA: Mudi bién nhan tao: 30 g/, CaCOs: 2 mg/l, FeSO4.7H,O: 10 mg/l,
MgS04.7H,0: 50 mg/l, casitone: 300 mg/l, K;HPO4: 2 g/l, KNO;: 2 g/l, agar:
15.

- NZSG (g/1): Tinh bot hoa tan: 20, cao nim men: 5, glucose: 10, NZ amin A: 5,
mubi bién nhén tao: 30, agar: 15.

- PMDA (g/1): Chiét xuét khoai tdy: 30, dextrose: 20, mach nha: 10; mudi bién
nhan tao: 30, agar: 15.

- PDA (g/1): Chiét xuét khoai tay: 30, dextrose: 20; mudi bién nhén tao: 30, agar:
15.

- ISP2 (g/1): Tinh bot hoa tan: 5, cao ndm men: 2, glucose: 10, chiét xuét mach
nha: 10, mudi bién nhén tao: 30, agar: 15.

Céc méi trudng duge diéu chinh dén pH 7.0 + 0.2, khu tring ¢ 121 °C, 30 phat

- M@i trudong 1én men cac ching vi ndm: Mdi trudng PDA/PDB (g/1): Chiét xut
khoai tay: 30; dextrose: 20; mudi bién nhan tao: 30; Nudc cit:1 lit.
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- Mbi truong LB dung trong nudi vi sinh vét kiém dinh: Cao ndm men: 5g;
Trypton: 10g; NaCl: 5g; agar: 15g; Nu6c ct vira du 1 lit.
2.1.2.2. Cde héa chit sir dung |
Dung méi: Ethyl acetate, MeOH, nuéc cit, DMSO, Ethanol 100%, Ethanol
70%, cao ndm men, peptone, mubi bién nhén tao, agar, CaCOs, FeSO4.7H,0,
MgS0,4.7H,0, casitone, K,HPO4, KNO3, NZSG, tinh bt hoa tan, glucose, NZ
amin A, chiét xuit khoai tdy, dextrose, mach nha; mudi bién nhan tao, agar,
chiét xuét mach nha, trypton, NaCl, Tris HC1, EDTA, SDS, proteinaseK, phenol:
chloroform: isomylalcohol (25:24:1), NaOAc 3M, con tuyét d6i, RNase. Khéng
sinh 1am dbi chimg duong Kanamycin (10 mg/ml), d6i v6i 6 loai vi khuan va
Cycloheximide (10 mg/ml) dbi véi nAm Candida albicans. B Master Mix clia
hang Thermo fisher; bo BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) ding cho phéan tmg doc trinh ty DNA; chi thi marker DNA chuén
(Invitrogene); Cip mdi dé khuéch dai gene 18S tRNA: NS3F (5°-
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC-3”) va NS8R (5’
TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3") duge thiét ké va dit tong hop tai hang
Invitrogene.
2.1.3. Dung cu va mdy moc thiét bi nghién ciru
2.1.3.1. Dung cu nghién ciru

Dia petri, que cdy, binh tam gidc, que ria, dén con, que trang, pipette 20,
200, 1000 ; dau tip ; 6ng eppendorf 2 ml, 15 ml, 50 ml ; kéo cét, bang dinh ; kep
y t&, i mép cac loai, binh gift lanh dung tich 30 lit, d4 kho, lo thuy tinh c6 nap
vin 4 ml, gidy khong bui di khir tring, binh xit cdn 500 ml, ta lanh. Tét ca
nhitng thir cin vo tring déu duge khi trung & nhiét d 121 °C trong 30 phut.
2.1.3.2. Mdy méc thiét bi

Kinh hién vi nguoc (Axiovert 40 CFL); Budng dém té bao (Fisher, Hoa
k§); méay sbc nhiét mini ; mdy anh ; Ta lanh sau -80 °C, binh nito 1éng, Box cdy
Class II; ti nu6i céy (Sanyo, nhét); may ly tdm 5415C (Eppendorf, Dirc); Cén
phan tich (Sartorius, Pirc); may do pH Meter Delta 320 (Mettler Toledo, Thuy
s§), Bé 6n nhiét mini (M§), May do Quang phd Biotect My, May x4c dinh trinh
tu nucleotide tu dong — ABI 3100 Avant (Applied Biosystems, M§); may ly tam
Eppendorf (Birc); mdy PCR-PTC 100 (MJ Research, MJ); by dién di DNA
(Advance Tech, Nhét ban); may soi gel (Bio-Rad, M¥).
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2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Phwong phap phén 14p vi sinh vat bién
2.2.1.1. Xik Iy mdu bién
a. Déi véi bim bidn: Cac mAu duge xit Iy va chia ra céc logi ong khac nhau: Ong
eppendorf 50 ml cho viéc luu gitr. Ong eppendorf 2 ml v6i mot lugng nho
khoang 0.5 g biin bién (néu 12 loai bin c6 cAu tric nhoé min thi hoa véi 0,75 ml
nu6e cit da khir tring, ddi v6i nhimg loai bim ¢6 cdu tric nhé vira thi hoa véi
0,5 ml nuéc, con voi nhitng loai bun bién c6 céu trac to gidng cét thi hoa véi
0,25 ml nuéce).
b. Déi voi hdi mién, san ho mén, rong va mét s6 vt liéu khdc: Ong eppendorf
50 ml cho viéc luu giit. Ong eppendorf 2 ml véi mét mau nho khoang 0,5 g (néu
1a Hai mién va San ho mén hoa véi 0,75 ml nuéc ct da khir tring. Déi véi rong
va mot sb vat liéu khac thi hoa véi 0,5 ml nuéc)
c. D6i v6i tim bong: Day 12 nhitng mau vét dugce 14y tir dich thé hodc quét trén
bé mait cia cac dong vét than mén, stra bién...bing tim bong da khi 'trl‘mg. Ong
eppendorf 2 ml: Cit mAu tdm bong cho vao rdi bd sung 1 ml nude cét.
2.2.1.2 Phan lap '

Stt dung Ethanol 70% va dén cdn dé khir tring cic dung cu nhu kéo cit,
kep que trang. .., Mdy sbc nhiét mini va mot so vét dung can thiét,
a. Pdi v6i Bin bién: Thanh inox dugc khir tring bing cach ho truc tiép trén
ngon Itra dén cdn, sau d6 dé ngudi. Khi da ngudi, thanh nay dwge sir dyng dé
ddo mAu tir 3 dén 4 1An nhim dam bao tron déu. Néu dich trong 6ng chuyén sang
trang thai duc, qua trinh dugc coi la dat yéu ciu. Méu sau d6 dugc sbe nhiét &
60°C trong vong 8 phut, rdi tron ddu bing may vortex. Tiép theo, 14y 50 pl dich
ndy chuyén sang mot dng eppendorf khéc chiia sin 450 pul nude cat da tiét trung.
Ding may vortex dé tron déu hdn hop, tao thanh dung dich pha loéng theo ty 1€
1:10. Tt dung dich nay, hit 50 ul cho véo cac loai méi trudng khac nhau va dan
déu trén bé mit dia thach dé nuéi cdy
b. Péi véi Hai mién, San hé mén, rong va mét $6 vdt lidu khdc: Thanh inox dugc
khtt tring bang cach dua qua ngon lira dén cdn, sau d6 dé ngudi trude khi st
dung. Khi d4 nguoi, thanh dugc dung dé nghién méau tir 3 dén 4 1an. Quan sat
thdy dich trong &ng chuyén sang trang théi duc la dat yéu cAu. Mau sau do duge
xtr Iy sb¢ nhiét & 60°C trong 8 phut va tiép tuc trén déu bang may vortex. T
dich da séc nhiét, 14y 50 pl chuyén vao dng eppendorf chira 450 ul nuéc cit vo
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tring, lic déu bing may vortex dé tao dung dich pha lofing. Sau d6, hut 50 pl tir
dung dich nay dé cdy vao cac loai mdi truong, va dan déu mau 18én bé mat dia
thach.
c. Déi véi tam béng: Ding may vortex tron mau cho déu cho t6i khi dich trong
dng duc 13 duoc, hat 30 pl cho vao 7 loai mdi trudng rdi trang déu ra mit thach.
~ Phuong phap phén 14p sir dung 7 loai mdi trudng dugc Stanley va Holt

(1989) tham khao cai tién tir Pai hoc Illinois Chicago, Hoa Ki [44] dé phan lap
vi ném tir trAm tich v sinh vat bién. T4t ca c4c dia peptri di duge trai mau déu
duge quén kin bing Parafin, nudi & 28 °C, quan sat hang ngay trong 5-30 ngay.
2.2.2. Phuwong phap giit giong vi sinh vit sau phin Kp

Cé4c ching vi ndm phan lap dugc cdy chuyén dinh ky trén méi trudng
thach nghiéng (1 thang/114n). Giit vi sinh vat trong glycerol v6 tring 30% &
nhiét do 4-5°C (trong thoi gian ngén). Giit & nhiét @ -20 °C hodc -80 °C trong
khoang thoi gian 1au dai hodc sir dyng phuong phép dong khd v.v...
2.2.3. Phwong phap nudi ciy

Cac ching nghién ciru duge cdy vao moi trudng long da chuén bi sin
trong binh tam gidc dung tich 100 ml, mdi binh chira 30 ml moi trudng va da
duoc tiét tring ¢ 121°C trong 30 phut. Qué trinh nudi lic duge thuc hién & toe
dd 120 vong/phut, duy tri trong 5-7 ngdy ¢ nhiét do 28°C. Sau thoi gian nay, cb
binh dwoc khir tring béng cach ho qua lira ¢dn trude khi toan b dich nudi duge
chuyén sang binh méi ¢6 dung tich 500 ml chira méi trudng nudi cdy tuong tu
(&4 tiét trang & 121°C trong 30 phut). Qua trinh nudi lic & 120 vong/phut trong
thoi gian 10-12 ngay & 28°C. P9 thudn khiét cta ching duge danh gia bang
cach chdm diém mau 1én mai truong thach va quan st su phat trién khuén lac.

Nudi cdy ching vi ndm duoc tién hanh trén modi trudng PDA trong thoi
gian 7-10 ngdy & 28°C. Sau d6, cic ddc diém hinh théi khuan lac trén dia thach
duogc theo dbi va ghi nhén.
2.2.4. Phuong phap dinh danh vi nidm bing SHPT

Sir dung céc phuong phap tach DNA tong sb, PCR, dién di, giai trinh ty
gene 18S rRNA [45, 46].
2.2.4.1. Phuong phap tich chiét DNA téng sé tiv vi ndm bién

Nubi léc vi ndm trong binh tam giac 25ml ¢6 chira 10ml méi truong PDB
dd duge khir tring, & 30 °C trong 3 ngay. Hut 2 ml dich nudi vao ong
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Eppendorf, ly tdm 10.000 vong/phut thu t& bao, b6 sung 500 ul dung dich dém
v6i cac thanh phan nhu sau:
- NaCl 0.1 M Tris-HCI (pH 8) 0.01 M

- EDTA (pH 8) 0.025 M SDS 0,5%

Thém proteinase K, tron déu, 0137 °C trong 1 git gitip pha v& mang té bao
va phén giai protein; thém NaCl 5 M dao déu va 1 & 65 °C trong 10 phut; thém
hén dich phenol:chloroform:isoamyl (25:24:1) dé tua Protein; Ly tdm dé thu
dich ndi; DNA dugc tia bing cach bd sung NaOAc 3 M va Ethanol 100% dé o
20 °C téi'thiéu trong 1 gid; Ly tdm thu cén, rira cin DNA bang Ethanol 70 %;
Thém dém TE chtra RNase (100 pg/ml), i 37 °C trong 1 gio.
2.2.4.2. Xdc dinh nong do DNA

Ndng @ DNA sau khi téach chiét duge xéc dinh bang phuong phap do do
hip thu tai budc séng 260 nm (Az) bing may quang phd Hewlett Packard
(M$), v6i mu duge pha lodng 50 14n trong nuéc khir ion. Theo nguyén tc, mot
don vi hip thu quang hoc tai 260 nm tuong img voi 50 pg/ml DNA. Nong d6
DNA duoc tinh theo cong thire: Azeo * 50 x hé s6 pha loéing = pg/ml.

P tinh sach ciia DNA ciing dugc dénh gia bing ty s6 hép thu Aje/Asso,
voi phép do thuc hién thém & budc song 280 nm. Néu ty s6 nay nim trong
khoang tir 1,8 dén 2,0 thi c6 thé coi DNA sau tach chiét 1a dat do tinh sach, phi
hop dé sir dung trong céc k¥ thudt sinh hoc phén tir tiép theo.
2.2.4.3. Ky thuiit PCR

Cap mdi NS3F va NS8R dugc sir dyng dé tién hanh PCR nhan doan gene
18S rRNA tir DNA sau tach chiét cta ching vi ndm, v6i chu trinh nhiét: 94 °C -
3 phut, 94 °C - 1 phat, 58 °C - 1 phut, 72 °C - 1 phut 20 gidy, 30 chu ky, 72 °C -
8 phut, két thic & 4 °C.

Téng thé tich 1 phan tng PCR 13 25 ul véi cac thanh phan dugc trinh bay
trong Bang 2.2.

Bdang 2.2. Thanh phdn phén iing PCR

STT Thanh phin phin émg Lurgng (ul) Nong dd
1 NS3F 1 10pmol/pl
2 NS8R 1 10pmol/pl
3 Master Mix 2X 12,5 ul
4 DNA khudn 1 50ng/ul
5 H20 9,5

Téng thé tich 25 ul
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Qué trinh PCR duoc kiém tra'bang dién di san phim PCR trén gel agarose
1%, dé tién hanh cac k¥ thuét tiép theo.
2.2.4.4. Xic dinh trinh ty nucleotide ciia gene

San phdm PCR dugc tinh sach bang kit tinh sach ciia hing Invitrogene.
Giai trinh tu gene 18S rRNA da dugc thyc hién bdi may xéc dinh trinh tu DNA
tu dong ABI 3100 Avant (Applied Biosystems) v6i bd kit x4c dinh trinh ty
BigDye® Terminater v3.1 Cycle Sequencing Kit cua hidng Applied Biosystems.
2.2.4.5. Xik Iy trinh tw DNA va phin tich 56 ligu

~ Trinh ty thé duge phan tich, rap 2 ddu bing phan mém BioEdit, trinh tu

hoan chinh cua doan gene 18S rRNA dugc so sanh trong BLAST dé tim ra do
twong ddng ciia ching nghién citu voi cac dir liéu di duge cong bd trén ngn
hang gene tai www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. X4y dyng cdy phat sinh loai ctia
c4c chiing chon loc bang phan mém MEGAX [47].
2.2.5. Phwong phap thu nhan cin chiét tir dich ngoai bao

Céc ching vi sinh vat duge nudi cdy trong binh nén dung tich 1000 ml
chira 500 ml mdi trudong PDB, ¢ didu kién 28-30°C va lac véi toe do 120
vong/phit. Sau 7 ngdy nubi cdy, dich nudi dugc chiét xuét bang 400 ml ethyl
acetate (EtOAc), ldp lai 5 1an, mdi 14n trong 15 phut. Dich chiét sau d6 dugc co
dic dudi ap sudt giam (250 mbar), sit dung bé gia nhiét & 45°C @ loai bd dung
mdi, thu dugc cin chiét thd ding cho cac bude nghién ciru tiép theo (Carroll et
al., 2020) [48]. ,
2.2.6. Phuong phap thir hoat tinh khang vi sinh vét kiém dinh

Hoat tinh khang vi sinh vét ctia mau thir dugc danh gia bang phuong phép
pha lodng nhiéu ndng d6 [49], nhim x4c dinh kha nang tc ché sy phét trién ctia
vi khudn hoic vi ndm thong qua gia tri MIC (Minimum Inhibitory Concentration
— ndng d6 trc ché tdi thiéu).

, Mau thir ban ddu duge hoa tan trong dung mdi DMSO va pha thanh dai
nbng do gdbm: 256 pg/ml, 128 pg/ml, 64 pg/ml, 32 pg/ml, 16 pg/ml, 8 pg/ml, 4
ng/ml va 2 pg/ml (v6i s6 lan 13p lain = 3).

Huyén phi vi sinh vét duge chudn héa vé mat dd khoang 2 x 10° CFU/ml
trwde khi tién hanh thir nghiém. Cac budc thye hién nhu sau:
- Ht 5,12 pl mAu thi (ndng d6 gbe 10 mg/ml) vao giéng dau tién chira 100
ul méi truong LB.
- Tién hanh pha loang theo ty 1& 1:2 bang cich chuyén 50 ul tir giéng trude
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sang giéng tiép theo, mdi giéng chira sin 50' pl moi truong LB. Qua trinh

duoc Lip lai cho dén khi dat ndng do thap nhit 12 2 pg/ml.

- Thém 50 pl vi khudn hosc ndm (2 x 10° CFU/ml) vao timg giéng.
- U cc giéng & 37°C va quan sat két qua sau thoi gian quy dinh.

Sau 24 gid, x4c dinh gi4 tri MIC béang mét thudng. MIC dugce xé4c dinh tai
giéng cb nbng do thip nhéit ma tai dé khong cé su phat trién cla vi sinh vat. Dé
khing dinh két qua, dich tir giéng MIC duogc trai déu 1én dia thach c6 m6i trudng
phi hop dé kidm tra sy phat trién ctia vi sinh vat.

Déi chimg duong: St dung khéng sinh streptomycin (d6i v6i vi khudn) va
cycloheximide (d6i v6i ndm).

- Péi chimg am: DMSO dugc sit dung dé dam bao dung méi khong anh
hudng dén vi sinh vt
2.2.7. D6 duc chuin (McFarland)

D6 dyc chuin 0,5 McFarland phai dugc chuin bi va kiém dinh chat lugng
trude khi 1am thir nghiém vi sinh vat kiém dinh, han kin dé chéng bay hoi va
bao quan trong bong tbi thi co thé sir dung trong vong 6 thang. Dy duc chuén
McFarland duoc st dung dé diéu chinh d6 duc cia huyén dich nuéi cdy vi khuin
cho tht nghiém vi sinh vat kiém dinh. |

Po duc chuén 0,5 Mcfarland hién nay sin ¢6 trén thi trudng cia hang
BBL, hoic ¢6 thé tw chuén bi bing céch trdn:

- Dung dich BaCl, 1%: 0,5ml
- Dung dich H,S0O4 1%: 99,5 ml

Chia vao cac tube thuy tinh va han kin dé tranh bay hoi, céc 6ng duc
chuén ndy c6 thé giit trong vong 6 thang trong bong t6i & nhiét d6 phong. Lic
déu trude khi st dung dé 1am tan céc hat BaSO4 két tua trong tube. Kiém tra do
chinh xac cia do duc chudn 0,5 Mcfaland bang may do d6 duc budc séng
625nm: OD = 0,08-0,1.

2.2.8. Phuong phap phén I4p cdc hop chét thir cip

Céc hop chét duoc phan lap bing cac phuong phép sic ky két hop, bao
gdm: sfc ky 16p mong (TLC), sic ky 16p mong didu ché (PTLC), sdc ky oot
(CC), séc ky long hiéu ning cao (HPLC).
2.2.8.1. Sic ky lop mong (TLC)

Phuong phap séc ky 16p moéng (TLC) duge thue hién trén cac ban mong
trang sén: DC-Alufolien 60 F254 va RP18 F245S (Merck, ma s6 1.05715). Sau
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khi phat trién sic ky, cac vét chit dugc phét hién bang c4ch quan sat dudi dén
UV tai hai budc séng phd bién 12 254 nm va 365 nm.Ngoai ra, ¢ tang do nhay
 phat hién, ¢6 thé sir dung thude thir HSOs 10%: dung dich nay duge phun déu
1én bé& mit ban méng, sau do sdy kho va gia nhiét nhe cho dén khi céc vét chit
hién mau 3 rang.

2.2.8.2. Sic ky cit (CC)

Phwong phap sic ky ¢t duogc thue hién véi chit hip phu silica gel ¢6 kich
thude hat 0,040 — 0,063 mm (240 — 430 mesh) va pha ddo RP-18 (150 pm, Fuli
Silysia Chemical Ltd.). Hon h(_yp chét duge nap lén c6t, sau do tién hanh rira giai
bing cic hé dung méi dé thu nhén cc phin doan nhé dé tiép tuc phéan tich.
2.2.8.3. Phuong plidp HPLC |

Séc ky long hiéu ning cao (HPLC) la k§ thuét dugc st dung dé phan tach,
nhéin dién va dinh lugng timg thanh phan trong mot hdn hop hop chit. Phuong
phép ndy van hanh dua trén hé théng bom ép suit cao dé dua dung moi — c6
chtra mAu phén tich — di qua mot cot sdc ky. Cot thuong duge nhdi day vat liéu
hép phu rén, phd bién nhét 1a pha tinh C18 v6i kich thudc hat nhé (khoang 2-50
um), giop ting hiéu qua phan giai trong qua trinh tach. CAu tric co ban cta hé
théng HPLC bao gdm: cbng ldy mAu, bom, cot séc ky va ddu do. Cdng lay mau
két hop v6i dong pha dong dé dua miu vao hé thdng, trong khi bom dam bao
téc d dong 6n dinh cling nhu thanh phin dung méi chinh xéc. Pau do (thudng
12 UV/Vis hodic khdi phd MS) ghi nhan tin hiéu ti 1& voi ndng d9 céc chét tach ra
tir ¢ot, cho phép x4c dinh dinh lugng. Hé théng con tich hop bd vi xit Iy va phén
mém chuyén dung dé diéu khién thiét bi va thu thap dir liéu phén tich. Mot sb
dﬁng moi thudng ding trong HPLC 14 nude, methanol va acetonitrile,. ..

2.2.9. Phuong phép x4c dinh cfu tric cie hop chit

Xac dinh ciu tric héa hoc cta cic hgp chét duoc thuc hién thong qua su
két hop giita cac théng sb vat Iy va cdc phuong phép phé hién dai, bao gom:
2.2.9.1. Phé khéi lwong phin gidi cao

Phd khéi lugng phan giai cao HR-ESI-MS dugc do trén miy AGILENT
6530 Accurate Mass QTOF LC/MS cia Vién Hoéa sinh bién, Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong nghé¢ Viét Nam.
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2.2.9.2. Phé cpng hiréng tic hat nhian NMR
Phé NMR duge do bang may Bruker AVANCE IIT HD 600 MHZ NMR
(Bruker, Germany) cia Vién Héa hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam. Chét ndi chuin 13 tetramethylsilane (TMS). Céc k§ thuat phé cong
huéng tir hat nhan dugce sit dung bao gom:
- Phé cong hurdng tir hat nhin mot chiéu: '"H-NMR, BC-NMR
2.2.10. Phwong phap xit 1y s6 liéu
Xir ly théng ké sb liéu bing phan tich ANOVA véi phdn mém
Statgraphics plus 5.1, p values < 0.05.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. PHAN LAP VA LAM SACH CAC CHUNG VI NAM
Mudi bay mau sinh vat bao gdm rong, hai mién, san hé mém, dong vat cé
bao, sén bién, dc¢, cau gai va tram tich tir viing bién Con Co di duoc st dung
trong nghién ctru nay. Cac mau nghién ctu sau khi duge xir Iy va cdy chai trén 7
moi truong khac nhau, nuoi ¢ 28 °C va quan sat hang ngay (Phu luc hinh 1). Sau
khi xuat hién céc khudn lac riéng 1&, ching duoc cay chuyén sang cac méi
truong mai dé nhan céc ching vi ndm sach (Phu luc hinh 2).
Hai muoi sau ching vi ndm c¢6 hinh thai va mau sac khuan lac khac nhau
tir ving bién Con Co duoc lua chon va duge trinh bay ¢ Bang 3.1.
Bang 3.1. Pac diém hinh thai khuan lac ctia 26 ching vi nAm duoc phan lap tir
thu thap & ving bién Cén Co - tinh Quang Tri

TT | Tén chiing | Phan lip tir miu Pic diém hinh thai Hinh anh khuin lac

mau ndu nhat hoi bét,

1 QTO1 TT37 - Tram tich "
mep mong

‘ méul xanh nhat, be mit
QT02 TT37 - Tram tich nhan, mép khué}n lac
mong mau traing

(@]

mau réu, bé mat nhan,

¥ 2103 Rets - Rang mép khuan lac bong trang

mau réu vang, bé mat

nhan, dn siu vao moi

trudng, mép khuén lac
mong mau tring

4 QT04 R48 - Rong

mau réu d@m,j bé mat
QTO05 R48 - Rong nhan, mép khuan laq hoi
béng, mong mau trang

wn

bodt mau réu dam, bé mat
6 QTO06 HN39 - Hai mién nhéan, mép khuan lac
mong mau trang

hoi béng mau tring, sau
chuyén sang mau xanh
den, mép khuan lac
mong.

7 QT08 TT 38 -Trim tich
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TT | Tén ching | Phén lip tir miu | Pic diém hinh thsi | Hinh anh khuin lac
mau réu dam, bé mat
8| QTo9 SHN34 nhan, mép khudn lac
San hé mém k .k
mong mau trang
mau réu, bé mat phu lop
9 QT10 TT38 - Tram tich | béng trang, mép khuan
lac mong mau trang
mau niu nhat, bé mat
10| QU1 | DVB02-Cobao | MWL AnSiuvag mol
trudmg, mép khuén lac
mong
mau réu nhat, be mét phu
- lop bong trang, mép
) - p
H Qri2 R50 - Rong khuan lac mong mau
tring
mau xanh réu,'bé mat phua
12 QT13 SHM36 16p bdng trang, mep
- San ho mém khuan lac mong mau
tring
s| que | S|P
San ho mém L
khuan lac mau trang
mau réu nhat, bé mat
14 QT15 TT39 - Tram tich nhan, mép Ichuz“}n lac
mong mau trang
15| QTi6 RiG-Rng | TOW KA, bt phy iop
bbng trang
16| QT17 | TT40-TrAmtich | Mauréunhat, be mar
nhén, mép mong
mau den, bé mét nhan,
17 QT18 HM42 - Hai mién mép mong an sau vao
moi truong
18| orey | TMm2-SEbign | DYAIE Demitnhan,
mép mong mau frang
bot mau xanh, bé mit
19 QT21 HM40 - Hai mién | nhan, mép mong mau

trang
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TT | Tén chiing | Phén lap tir mau Pic diém hinh thai

20 QT22 I?G 10 ‘ hoi l?(")ng “mE‘Lu \ie‘mg :nha,t,
Cau Gai mép mong mau trang
R46 hoi bot mau réu nhat,
21 2 bé mit chia tht >
QT24 Rong ¢ mit chia thuy, mép

mong mau trang xam

mau réu xam, mép mong

2 2 - Sén bie
22 QT26 TM42 - Sén bién mau réu nhat

mau niu bé mit hoi bong

23 Q129 R50 - Rong mau tring, mép mong

mau ndu hoi bong, mép
24 QT30 R50 - Rong mong, bé mit tao thanh
cac vong van

mau niu, ddm mép mong
dn sédu vao mdi truong

8]
n

QT31 HM45 - Hai mién

mau ndu hoi bt gitta

26| WT32 | TT38 - Tram tich oA, tmép mons
[ 2

My

.,
3.2. THU HOAT TiNH KHANG VI SINH VAT KIEM DINH

Céc ching vi ndm dugc nudi cdy & quy md 500ml trong moi trudng PDB

ldc 120 vong/phit, & 28 °C trong 10 ngay.

Tir dich ngoai bao ciia 26 ching nghién ciru, cin chiét clia ching duge xi
ly tir cao chiét EtOAc c6 khéi luong khac nhau (tir khoang 100 - 700mg véi
chung QT16 ¢6 khéi luong can chiét nho nhit: 139 mg, chung QT06 ¢6 khdi
lwong can chiét cao nhat: 681 mg) va dugc trinh bay trong Bang 3.2.

Bing 3.2. Khéi luong can chiét tir dich ngoai bao 26 chiing nghién ctru tir nguoén
sinh vat bién va tram tich da thu thap & viing bién Con Co

SSTT | Tenmiu| KbOilwongein | oo oo o [ Khoi lugng cin chiét
chiét (mg) {mg)
1 QTol 326 14 QTI15 375
2 QT02 285 15 QTl16 139
3 QT03 189 16 QT17 244

g
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SETT | Tenmin| FMOIlomgedn | oo |y g, | Kihdilwgng cin chiét
chiét (mg) (mg)
4 QT04 251 17 QT18 199
5 QT05 502 18 QT20 201
6 QT06 - 681 19 QT21 353
1 QT08 343 20 Q122 353
8 QT09 279 21 QT24 197
9 QT10 167 22 QT26 293
10 QTI1 157 23 QT29 331
11 QT12 197 24 QT30 365
12 QT13 239 25 QT31 245
13 QT14 109 26 QT32 431

Cin chiét thd cua 26 chung nghién ciru dugc pha'frong DMSO va tinh gia
tri MIC. Két qua gia tri MIC clia cac can chiét thé dugc trinh bay trong Béng

3.3. |
Bang 3.3. Gia tri MIC cén chiét tho ctia 26 chiing nghién ctlru
' MIC (pg/mi)
Gram + Gram - N4m men
Tr | Tenehung £ . | S. aureus |B.cereus Byl P.aeruginosa | S. enterica | C.albicans
faecalis
1 QT1 128 - 256 - - - 256
2 QT2 256 128 64 - - - -
3 QT3 256 - 258 - - - -
4 QT4 128 256 256 - - - -
5 QT5 128 - 256 - - - 128
6 QT6 256 - - - - - -
7 QT8 32 64 16 128 - 64 16
8 QT9 128 - - - - - -
9 QT10 128 - 256 - - - -
10 QT11 - - - - - - -
11 QT12 128 - - - - - 64
12 QT13 256 . - - - - 128
13 QT14 256 - - - - - 128
14 QT15 256 - 256 - - - -
15 QT16 128 - - - - - 128
16 QT17 256 - - - - - 256
17 QT18 256 - - - - - 128
18 QT20 - 64 - - - - 256
19 QT21 32 - 128 - - 128 16
20 QT22 128 - - = - - -
21 QT24 - - - - - - 32
22 Q126 32 - 256 - - - 32
23 QT29 64 128 256 - - - 256
24 QT30 128 256 128 - - - 128
25 QT31 64 128 256 - - - 128
26 QT32 128 - 128 - - - 128
Streptomy¢in 256 256 128 32 256 126 x
Cyclohexamide | x X x X x x 32

(-): Khdng thé hién

hoat tinh ¢ ndng d6 thir nghiém, (x): Khéng thir
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Két qua trong Bang 3.3, cho thy 26 cin chiét déu c6 kha ning khang cac
vi sinh vat kiém dinh. Trong dé, 22/26 cin chiét ¢6 hoat tinh khang it nhét 2
ching vi sinh vét kiém dinh tr& 1én, voi 5/22 can chiét (chung QTS, QT21,
QT29, QT30, QT31) khéng 4 chiing vi sinh vét kiém dinh tr& 1én.

Dic biét, can chiét tho tir ching QT8 ¢6 hoat tinh khang 6/7 loai vi sinh
vat kiém dinh bao g("im: Escherichia coli ATCC25922, Salmonella enterica
ATCC13076, Enterococcus faecalis ATCC29212, Stapphylococus aureus
ATCC25923, Bacillus - cereus ATCC14579, Nim men Candida albicans
ATCC10231. Do d6, chiing QT8 duoc lya chon cho cac nghién ciu ti€p theo.
3.3. DINH DANH CHUNG NGHIEN CUU QT8

3.3.1. Téch chiét DNA tong s6 va khuéch dai doan gene 18S rRNA
DNA téng s6 ctia chiing QT8 da dugc tach chiét va duge kiem tra do tinh

sach. Do tinh sach cia DNA tdng s6 sau tach chiét cia chiing QT8 1a 1.83, vai
'gié tri Aogo/Aago trong khoang 1,80 - 2,0 cho théy mau DNA tach chiét duoc co
do tinh sach dat yéu cdu. DNA thu dugc duge str dung 1am khudn cho cac phan
tng PCR.

Tir DNA tbng sb ciia ching QT8, v6i ciip mdi dugc thiét ké dya trén trinh
tir bao thu ciia gene 18S rRNA cuia vi nim, theo 1y thuyét san phdm PCR c6 do
dai xp xi 1.200 bp. Két qua dién di dd san phdm PCR cho thdy san pham PCR
ctia chung nghién ctu QT8 chi xuat hién mot bang duy nhét c6 kich thude
khoang 1.200bp (Phu luc hinh 3).

Nhu vdy, doan gene 18S rRNA cua chﬁng nghién ctu da duge khuéch
dai. Trén co s dé, san pham PCR dugc tinh sach bing bo kit S.N.A.P Miniprep
trude khi tién hanh giai trinh tu gene.

3.3.2. Gidi trinh ty gene 18S rRNA

" Trinh tu nucleotide ctia doan gene 18S rRNA cuia chung QT8 di dugc xac
dinh théng qua phuong phap giéi trinh tu Sanger. Sau d6, cdc dir lidu thu duge
fir qué trinh giai trinh ty d& dwoc xir Iy va phan tich bing phdn mém BioEdit
phién ban 7.2, tir d6 thu nhén dugc trinh ty hoan chinh ctia doan gene muc tiéu
(Phu luc hinh 4).

So sanh trinh ty doan gene 18S tRNA ctia ching QT8 véi céc trinh tu
gene 18S rRNA cua cac chung vi nam khéc da duoc ding ky trong Genebank,
két qua cho thiy doan gene ndy c6 do tuong ddng cao (99%) so v&i trinh tu gene
ctia cac chung thudc chi Penicillium va c6 4§ tuong ddng 99,30% so vé&i chiing
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chudn Penicillium malachiteum CBS 647.95 (NG 062770.1), twong ddng
98,44% v6&i Penicillium commune CBS 343.51 (NG _062634.1).
3.3.3. Xay dung ciy phat sinh chiing loai 7

Céy phat sinh ching loai dugc xdy dung bing phuong phép Neighbor-
Joining, voi gia tri bootstrap thu dugc tir 1.000 phép lap nham danh gia do tin
cdy tai cac diém phan nhanh. Ciy biéu thi méi quan hé di truyén dya trén trinh
tu gene 18S rRNA cia ching QT8, so sanh véi cdc loai dai dién thudc chi
Penicillium (Hinh 3.1).

# ars
- 91| 1 0R758795.1 Penicillium sp. isolate OMO1

49

MZ892608.1 Penicillium chrysogenum strain JMET 24
35 | ' NG 062770.1 Penicillium malachiteum CBS 647.95

—— NG 062614.1 Penicillium hennebertii CBS 334.68

63 | NG 062613.1 Penicillium taxi CBS 206.57

NG 074879.1 Penicillium eremophilum FRR 3338

NG 064801.1 Penicillium paradoxum IFO 8172

80 *|— NG 062634.1 Penicillium commune CBS 343.51

—+ 03 NG 062803.1 Pepicilliym chiysogenum CBS 306.48

0.014(0.01200.0100.0080.00460.0040.0020.0000

Hinh 3.1. Cay phat sinh chiing loai ctia chiing nghién ctru QT8

Tir cc két qua nghién citu dinh danh khoa hoc bang marker sinh hgc phan
ttr duoc trinh bay & trén cho thdy: Ching QT8 thudc chi Penicillium va da dugc
dang ki dit liéu trinh tu gene 18S rRNA lén genebank v&i md s6 PV093550
(Penicillium sp. QT8).
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Chung vi nam QT8 c6 dac diém hinh thai: khuan lac khé, ¢6 cac soi ndm
bong, xOp, mau tring, sau 2 tuan khuan lac gia chuyén sang mau den xam, mép

khuén lac mong.

Hinh 3.2. Dic diém hinh thai khuan lac cta ching QT8

Dua trén dit liéu tir Web of Science, PubMed, Elsevier, Hiép hdi Hoa hoc
Hoa Ky (ACS) va Google Scholar, 56 hop chat tu nhién mdi c6 hoat tinh khang
khuén dugc phan lap tir vi nim bién, duoc céng bd vao nam 2024. Trong s6 nay,
33,3% c6 ngudn gbc tir Penicillium cho thay tiém nang to 1én cua cac chat
chuyén hoéa thi cap tir Penicillium trong viée tim kiém khang sinh méi [51].

Penicillium chermesinum 2104NT-1.3 dugc phan ldp tir tao néu
Hormorphysa cuneiformis & Nha Trang ciia Ngoc ef al.. Mot dan xudt ergosterol
da biét, 3B,15p-dihydroxy-(22E, 24R)-ergosta-5,8(14), 22-trien-7-one (diHET),
va cac dan xudt axit béo, este glycerol cua axit (E,E) 9,12-octadienoic, axit
hexadeca-5-enoic va este glycerol, da dugc phan 1dp. Trong do, diHET gay ra sy
tang sinh cia té bao co tim H9¢2 bing cach ddy nhanh qué trinh chuyén di tur
pha G1 sang pha S ctia chu ky té bao. Hon nita, dan xuét triterpene nay bao vé £
bao co tim H9¢2 khoi ddc tinh do coban clorua (IT) gy ra, ngan chan chu ky té
bao va apoptosis. Sir dung 4-hydroxytamoxifen lam chit dbi khang thu thé
estrogene (ER) va cdc thi nghiém in silico, ngudi ta dd chiing minh ring tic
dung ctia diHET ¢6 thé phu thudc vao ER do qua trinh chuyén héa ctia né trong
cac dan xuét hoat dong hon [52].

Céc chung vi nam thudc chi Penicillium nam trong sé nhiing loai nam

dugce nghién cru nhiéu nhat va dugce coi 1a ngudn hgp chat thién nhién dé nghién
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ciru va san xuét thude. Céc loai thubc cé ngudn gée tir ném ndi bat bao gbém
khang sinh penicillin tir Penicillium chrysogeneum va thubc chéng ndm
griseofulvin tir Penicillium griseofulvum. Ngiy nay, chi Penicillium van 1a
ngudn chét chuyén hoéa thtr cp véi nhiéu hoat tinh sinh hoc da dang, nhu da
duoc bao cdo trong nhidu bai danh gid gan day [53].

Mot sb bao cdo danh gia vé c4c san pham ty nhién duge phan 14p tir cic
lodi Penicillium ¢6 ngudn gbc tir bién di dugc cong bb. Tong cong 390 chit
chuyén hoa thir cip méi tir ném Penicillium c6 ngudn gbe tir bién di duwgc néu
bat tir ndm 1991- 2014 [53] va 188 chét chuyén héa thir cAp méi da duoc tom tat
tir ndm 2015 - 2020 [54]. Hon 200 hop chit doc té bao hogic chéng khdi u duoc
phan 14p tu nim Penicillium bién di dugc dua vao tir nim 1991 dén nam 2017
[55.56]

Céc san phim tu nhién méi tir Penicillium c6 cAu triic héa hoc da dang
bao gdm polyketide, alkaloid, terpenoid, steroid, peptide va cac loai khac. Hinh
2 cho thiy ty 18 cac hop chét hoat tinh sinh hoc méi trong mdi 16p hoa chit,
Tdng cong c6 194, 107 va 107 hop chit méi thudce vé polyketide, alkaloid va
terpenoid, chiém hon 90% trén tbng s6 [55].

Theo bao cdo nam 2024, trong giai doan 2021-2023, d4 c¢6 452 hop chét
chuyén héa thtr cap méi duge phan 18p tir Penicillium ¢ ngudn gbc bién [55].
Con sb nay cho thiy su gia ting déng ké so v6i 578 hop chit méi dugc béo co
trong subt ba thap ky tir nm 1991 dén 2020 [53, 54]. Diéu nay c6 thé khing
dinh duoc sy phat trién trong viéc nudi cdy vi ndm quy mo lén trong diéu kién
phong thi nghiém, ciing v6i nhing tién bd trong phuong phéap nudi cdy, k§ thuat
chiét xuét va phan tich hop chét, cong nghé xéc dinh cdu trac, ciing nhu céc
chién lugc sang loc sinh hoc, qua d6 ning cao hiéu qua phat hién va khai thac
hop chét méi.

Dua trén két qua phan tich trinh tu gene 18S rRNA, chung vi nim QT8
duoc xac dinh thude chi Penicillium Vé‘i'tén goi Penicillium sp. QT8. Ching
QT8 duge lya chon dé tiép tuc nghién ciru do ¢6 kha ning khéang vi sinh vat
kiém dinh cao nhét trong s& 26 ching da dugc phén 1ap. Nhitng két qua nay 1a
co s& dé tién hanh phan lap va danh gid cac hop chét chuyén hoa thir cép tir

chiing nay.
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3.4. PHAN LAP CAC HQP CHAT THU CAP TU CHUNG VI NAM
Penicillium sp. QT8 '

Cin chiét EtOAc (EQTS 17,80 g) duge phan tach trén cft silica gel pha
thuomg véi hé dung mdi CH,Cl,/MeOH gradient (0- 100% MeOH, v/v) thu dugc
7 phan doan ki hiéu F1-F7. Phan doan F4 (1,99 g) duoc phan tach tiép trén cot
silica gel v6i hé dung mdi CH,Cly/acetone (5-20% acetone, v/v) thu dugc 6 phan
doan nhé ky hiéu F4.1-F4.6, phan doan F4.2 (235 mg) dugc két tinh trong dung
mdi n-hexan/ EtOAc thu dugc hop chét QTS-1 (15 mg). Phan doan F4.6 (0,28
g) dugc tinh ché trén cot Sephadex LH-20 rira giai véi hé MeOH/CH,Cl (9/1,
v/v) thu duoc 5 phan doan nho ki hiéu F4.6.1-F4.6.5. Phin doan F4.6.2 (54 mg)
duoc két tinh trong dung mdi EtOAc thu duge 6 mg hop chét QT8-2. Phan doan
F5 (2,12 g) duge phén tach trén cit sdc ky silica gel pha thudng v6i hé dung mdi
CH,Cly/acetone gradient (0-100%, v/v) thu dugc 6 phan doan. Phin doan F5.4
(112 mg) duoc tinh ché tiép trén cot silica gel pha thudng véi hé dung méi
CH,Cl,/EtOAc gradient (0-100%, v/v) thu dugce hop chét QT8-3 (8,0 mg). Hop
chit QT8-4 (6 mg) va QT8-5 (5 mg) thu dugc khi tinh ché phan doan F5.6 (0,68
g) trén cot Sephadex LH-20 véi dung mdi rira giai la MeOH. So dd phan lap
chét duoc chi ra & Hinh 3.2.

CC, Silica gel
CH,Cl,/ MeOH gradinet

!

F1 F2 F3 F4 F5
(2,08 ) (0,86 g) (1,952) (1,99g) (2,12g) (3.58g) (5,22 g)

CC, Silica gel
CH,Cl,/ aceton (0-100%)

CC, Silica gel
CH,Cly/ aceton (5-20%)

R

F4.1 F42 F43-F44 F46 F5.1-F5.3 FS54 F5.5 F5.6
(0,32 g) 0,235 g) (1,99 g) (0,28 g) (0,84 g) (0,112 g) (0,48 g) (0,68 g)
KT CC, Sephadex CC, Silica gel CC, Sephadex
#1- hexan/ EtOA. CH,Cl,/ MeOH CH,Cly/ EtOAc MeOH
‘ (9/1) (0-100%)
. [ QT8-1
(15 mg) F4.6.2
(54 mg)

Y Y
QT8-4 QT8-5
(6 mg) (5 mg)

KT: EtOAc [

Hinh 3.3. So dd phan 18p céc hop chét tir ciin EtOAc ctia chiing QT8
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3.4.1. Hop chit QT8-1 (ergosterol)

Déc diém héa ly: Chét ran khéng mau, dnc 163-164°C, [a]3>= -102° (¢
0.05, CHCL3), 'H-NMR (500 MHz, CDCls-d;) du: 0,63 (3H, s, CH;-18); 0,82
(3H, d, J = 7,0 Hz, CH;-26); 0,84 (3H, d, J= 7,0 Hz, CH:-27), 0,91 BH, d, J=
7,0 Hz, CH;-28); 0,95 (3H, s, CH3-19); 1,03 (3H, d, J = 6,5 Hz, CH3-21); 3,63
(1H, m, H-3); 5,18 (1H, dd, J = 7,0; 15,5 Hz, H-22); 5,23 (1H, dd, J=7,0; 15,0
Hz, H-23); 5,38 (1H, m, H-7); 5,57 (1H, dd, J = 2,5; 6,0 Hz, H-6). *C-NMR
(125 MHz, CDCls-d)) éc (ppm): 12,1 (C-18), 16,3 (C-19); 17,6 (C-28); 19,6 (C-
26); 19,9 (C-27), 21,1 (C-21), 21,13 (C-11), 23,0 (C-15); 28,3 (C-16); 32,0 (C-
2); 33,1 (C-25); 37,0 (C-10); 38,4 (C-1); 39,1 (C-12), 404 (C-20); 40,8 (C-4);
42,8 (C-13); 42,9 (C-24); 46,3 (C-9); 54,6 (C-14); 55,8 (C-17); 70,5 (C-3);
116,3 (C-7); 119,6 (C-6); 132,0 (C-23); 135,6 (C-22); 139,8 (C, C-5); 1413 (C,
C-8).

HO

Hinh 3.4. CAu tric h6a hoc hop chit QT8-1
'Hop chét QT8-1 dugc phan 14p dudi dang chét ran khéng mau, dne 163- -
164 °C, d6 quay cuc [a]2°=-102° (¢ 0.05, CHCls). Céc dit liéu trén phd NMR
ctia hop chat QT8-1 (Hinh 3.5) cho céc tin hiéu dic trung cia hop chét steroid
vGi su ¢6 mat cua 6 nhom methyl co do chuyén dich héa hoc & Jy 0,63 (3H, s,
CHs-18); 0,82 (3H, d, J = 7,0 Hz, CH3-26); 0,84 (3H, d, J = 7,0 Hz, CH;-27),
0,91 (3H, d, J = 7,0 Hz, CH;-28); 0,95 (3H, s, CHs-19); 1,03 (3H, d, J=6,5 Hz,
CH3-21); 1 nhém oxymethine & dg 3,63 (1H, m, H-3), va 4 proton olefin & dg
5,18 (1H, dd, J = 7,0; 15,0 Hz, H-22); 5,23 (1H, dd, J=7,0; 15,0 Hz, H-23);
5,38 (1H, m, H-7); 5,57 (1H, dd, J = 2,5; 6,0 Hz, H-6). Héng 56 tuong téc 1on (J
= 15,0 Hz) giita H-22 va H-23 chiing td 2 proton ndy c6 cu hinh trans.
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Hinh 3.5. Phé 'H-NMR ctia hop chit QT8-1 (CDCls, 500 MHz)

Phé BC-NMR va DEPT ctia hop chat QTS-1 (Hinh 3.6 va 3.7) xuét hién
cac tin hiéu ctia 28 carbon bao gdm 6 nhém methyl co dc 12,1 (C-18); 16,3 (C-
19); 17,6 (C-28); 19,6 (C-26); 19,9 (C-27); 21,1 (C-21); 7 nhom methylene co
oc 21,1 (C-11); 23,0 (C-15); 28,3 (C-16); 32,0 (C-2); 38,4 (C-1); 39,1 (C-12);
40,8 (C-4), 11 nhéom methine trong d6 c6 mot nhém oxymethine dc 70,5 (C-3); 6
nhém methine lai hoa sp’ ¢6 [d¢ 33,1 (C-25); 40,4 (C-20), 46,3 (C-9); 42,9 (C-
24); 54,6 (C-14); 55,8 (C-17), 4 nhém methine lai hoa sp? d¢c 116,3 (C-7); 119,6
(C-6); 132,0 (C-23); 135,6 (C-22), 4 carbon khong lién két truc tiép véi hidro c6
dc 139,8 (C-5); 141,3 (C-8), 37.0 (C-10); 42,8 (C-13). T cac dir liéu phd 1D-
NMR va so sanh véi tai liéu tham khao, hop chat QT8-1 duogc xdc dinh la
ergosterol [57].
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Hinh 3.7. Phé DEPT ciia chét QT8-1
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3.4.2. Hop chit QT8-2 ((22E)-ergosta-5,8,22-trien-7-one-3f-ol)

Bdc diém héa Iy: Chét bot vo dinh hinh mau tréng, [a]3>=-19,2° (¢ 0,05,
CHCI;), 'TH-NMR (500 MHz, CDCl;3): du (ppm) 0,65 (3H, s, CH;-18); 0,82 (3H,
d, J=17,0 Hz, H-26); 0,84 (3H, J = 6,5 Hz, H-27); 0,92 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-
28); 1,04 (3H, d, J = 6,5 Hz, CH3-21); 1,35 (3H, s, H-19); 3,67 (IH, m, H-3);
5,20 (1H, dd, J = 7,0; 15,0 Hz, H-22); 5,23 (1H, dd, J = 6,5; 15,0 Hz, H-23),
6,04 (IH, d, J = 1,5 Hz, H-6). 13C-NMR (125 MHz, CDCI3): 8C (ppm) 12,0 (C-
18); 17,7 (C-19); 19,7 (C-28); 20,0 (C-26); 21,1 (C-27); 23,7 (C-21); 24,6 (C-
11); 24,8 (C-15); 29,5 (C-16); 30,7 (C-2); 33,1 (C-25); 34,7 (C-1); 35,6 (C-12),
40,3 (C-20); 41,9 (C-4); 41,9 (C-13); 42,8 (C-10); 42,9 (C-24); 48,5 (C-14);
53,4 (C-17), 71,9 (C-3); 126,8 (C-6); 132,2 (C-23); 134,1 (C-8); 135,5 (C-22);
161,1 (C-9); 161,7 (C-5); 186,3 (C-7).

HO

Hinh 3.8. C4u tric héa hoc hop chat QT8-2

Chéit QT8-2 duogc phan lap dudi dang chét bot v dinh hinh mau tring,
[@]25= -19,2° (¢ 0,05, CHCls). Phé "H-NMR ctia chit QT8-2 (Hinh 3.9) xut
hién tin hiéu gin tuong tu véi phd ciia chit QTS-1, trong d6 c6 tin hiéu singlet
va doublet ctia 6 nhom methyl & du 0,65 (3H, s, CH3-18); 0,82 (3H, d, J=7.,0
Hz, H-26); 0,84 (3H, J = 6,5 Hz, H-27); 0,92 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-28); 1,04
(3H, d, J = 6,5 Hz, CH3-21); 1,35 (3H, s, H-19), 3 nhém methine sp? & du 6,04
(IH, d, J= 1,5 Hz, H-6), 5,20 (1H, dd, J=7,0; 15,0 Hz, H-22); 5,23 (1H, dd, J =
6,5; 15,0 Hz, H-23), 1 nhém oxy methine & Jx 3,67 (IH, m, H-3).
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Hinh 3.9. Phé 'H-NMR cua chit QT8-2 (CDCl;, 500 MHz)

Phén tich phé “C-NMR va DEPT (Hinh 3.10 va 3.11) xac dinh chat
QT8-2 ¢6 28 nguyén tir carbon gém c6 6 nhém methyl, 9 nhém methine trong
d6 c6 3 nhém methine lai hoa sp?, 1 nhém oxy methine, 5 nhém methine lai hoa
sp®, 7 nhom methylene, 1 nhém carbonyl & Jdc 186,3 (C-7) va 5 carbon khong
lién két truc tiép v6i hidro. Tir phd 1D-NMR va tham khao tai liéu dé xac dinh
chat QT8-2 la (22E)-ergosta-5,8,22-trien-7-one-34-ol, chat c¢é hoat tinh déi voi
dong t& bao ung thu HCT-116 va&i ICs 1240 uM [58].
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3.4.3. Hop chit QT8-3 (ergosterol peroxide)

Pdc diém héa lIy: Chit ran vo dinh hinh mau tring, mp. 183-184°C,
[@]3%= -42,6° (c 0,05, CHCl3), ESI-MS: m/z 429 [M+H]*, 'TH-NMR (600 MHz,
CDCl3): dy (ppm) 0,81 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-27); 0,82 (3H, s, H-18); 0,83 (3H,
d, J= 17,2 Hz, H-26); 0,88 (3H, s, H-19); 0,91 (3H, d, J = 7,2 Hz, H-28); 1,00
(3H, d, J= 6,6 Hz, H-21); 3,97 (1H, m, H-3); 5,14 (1H, dd, J=7,8; 15,0 Hz, H-
22); 5,22 (1H, dd, J = 7,8; 15,0 Hz, H-23); 6,24 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-7); 6,50
(1H, d, J = 8,0 Hz, H-6). *C-NMR (150 MHz, CDCls): ¢ 12,9 (C-18); 17,6 (C-
28); 18,3 (C-19); 19,6 (C-26); 19,9 (C-27); 20,6 (C-15); 20,9 (C-21); 23,4 (C-
11); 28,6 (C-16); 30,1 (C-2); 33,1 (C-25); 34,7 (C-1); 36,9 (C-4); 36,9 (C-10);
39,4 (C-12); 39,7 (C-20); 42,8 (C-24); 44,6 (C-13); 51,1 (C-9); 51,7 (C-14);
56,2 (C-17); 66,5 (C-3); 79,4 (C-8); 82,2 (C-5); 130,8 (C-7); 132,3 (C-23);
135,2 (C-22); 135,4 (C-6).

Hinh 3.12. C4u tric hoa hoc hop chit QTS-3

Hop chit QT8-3 thu duogc dudi dang chét rén vo dinh hinh mau tring,
mp. 183-184°C, phd khbi ESI-MS cho peak ion gia phan tw c6 m/z 429 [M+H]".
Trén phdé 'H-NMR (Hinh 3.13) c6 céc tin hiéu dic trung cua khung steroid
ergosta gdm séu tin hiéu nhom methyl & dy; 0,81 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-27); 0,82
(3H, s, H-18); 0,83 (3H, d, J= 7,2 Hz, H-26); 0,88 (3H, s, H-19); 0,91 (3H, d, J
= 7,2 Hz, H-28); 1,00 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-21); m§t nhom oxymethine & oy
3,97 (1H, m, H-3) va bdn proton olefin ¢ dy 5,14 (1H, dd, J=7,8; 15,0 Hz, H-
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22); 5,22 (1H, dd, J = 7,8; 15,0 Hz, H-23); 6,24 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-7); 6,50
(1H, d, J= 8,4 Hz, H-6).
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Hinh 3.13. Pho "H-NMR ctia chit QT8-3 (CDCl;, 500 MHz)

Phan tich phé “C-NMR va DEPT (Hinh 3.14 va 3.15) cta chat QT8-3
thdy tin hiéu ctia 28 carbon, trong dé c6 6 nhém methyl & 5c 12,9 (C-18); 17,6
(C-28); 18,3 (C-19); 19,6 (C-26); 19,9 (C-27); 20,9 (C-21); 7 nhém methylene,
11 nhém methine trong d6 c6 4 nhém methine sp® ¢ dc 130,8 (C-7); 132,3 (C-
23); 135,2 (C-22); 135,4 (C-6) va mot nhdm oxymethine sp? & dc 66,5 (C-3),
bén nguyén tir carbon khéng lién két truc tiép véi hydro & dc 79,4 (C-8); 82,2
(C-5); 44,6 (C-13); 36,9 (C-10). Pd chuyén dich héa hoc cua C-5 va C-8 goi ¥

hai nguyén tir carbon lién két vai di to oxi.
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Hinh 3.14.). Pho *C-NMR ctia QT8-3 (CDCl;, 150 MHz)
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42

Tir dit liéu phé MS (Hinh 3.16), 1D-NMR va so sanh vé6i-dit liéu NMR
trong tai liéu tham khéo, hop chét QT8-3 duogc x4c dinh 13 ergosterol peroxide
[50]. Chét dugc cong bb c6 hoat tinh gdy doc té bao dbi véi cac dong t€ bao ung
thu A549, SK-OV3, SK-MEL-2, XF498 va HCT15 v6i gia tri ICsp ndm trong
khoang tir 9,76 dén 15,81uM [59].
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Hinh 3.16. Phd MS cua chit QT8-3
3.4.4. Hop chit QT8-4 (5(1,6'(1-Ep0xy-(22E, 24R)-ergosta-8,22-diene-3f3,7 a-
diol) '
" Dgc diém héa Iy: Chét rén mau tring; dnc 169-170°C, [a]f’= -35,2° (¢
0,05, CHClL3), 'TH-NMR (600 MHz, CDCl3): oy (ppm) 0,59 (3H, s, H-18); 0,82
(3H, d, J = 6,6 Hz, H-26); 0,83 (3H, d, J= 6,6 Hz, H-27); 0,91 3H, d, J = 6,6
Hz, H-28); 1,02 (3H, ‘dd, J=6,6 Hz, H-21); 1,14 (3H, s, H-19); 3,31 (1H, d, J =
2,4 Hz, H-6); 3,95 (IH, m, H-3); 4,22 (1H, br. s, H-7); 5,17 (1H, J = 7,8; 15,5
Hz, H-22); 5,22 (IH, dd, J = 7,2; 15,5 Hz, H-23); PC-NMR (150 MHz, CDCl5):
dc (ppm) 11,3 (C-18); 17,6 (C-28); 19,6 (C-26); 20,0 (C-27); 21,0 (C-21); 22,8
(C-19); 23,4 (C-11); 23,9 (C-15); 29,0 (C-16); 30,2 (C-2); 30,9 (C-1); 33,1 (C-
25); 35,7 (C-12); 38,0 (C-10); 39,2 (C-4); 40,4 (C-20); 42,1 (C-13); 42,9 (C-24),
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49,6 (C-14); 53,7 (C-17); 62,3 (C-6); 65,7 (C-5): 67,1 (C-7); 68.6 (C-3); 127.0
(C-8); 132,0 (C-23); 134,5 (C-22); 135,6 (C-9).

2} 22

27

Hinh 3.17. C4u triic héa hoc hop chat QT8-4
Hop chét QT8-4 dugc phan lap dudi dang chét ran mau trang. Phd 'H-
NMR (Hinh 3.18) cuia chat QT8-4 xuét hién tin hiéu tuong tu phd cua chét
QT8-3 ngoai trir mét di tin hiéu ctia 2 proton & ving trudng thip, thay vao dé la
2 proton ¢ vung trudong cao hon & oy 4,22 (1H, br. s, H-7); 3,31 (1H, d, /=24
Hz, H-6).
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Hinh 3.18. Phd '"H-NMR cua chat QT8-4 (CDCl;, 600 MHz)
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Phan tich phd *C-NMR két hop véi phd DEPT (Hinh 3.19 va 3.20) thay
xudt hién tin hiéu cta 28 carbon bao gom 6 nhém methyl & d¢ 11,3 (C-18); 17,6
(C-28); 19,6 (C-26); 20,0 (C-27); 21,0 (C-21); 22,8 (C-19), 7 nhém methylene,
10 nhém methine trong d6 ¢é 3 nhom oxymethine & dc 68,6 (C-3); 67,1 (C-7);
62,3 (C-6); 2 nhom methine lai hoa sp? & dc 135,2 (C-22); 132,3 (C-23) va 5
nhom methine sp® & d¢ 49,6 (C-14); 42,9 (C-24); 53,7 (C-17); 40.4 (C-20); 33,1
(C-25), 5 carbon khéng lién két truc tiép v&i hidro trong do ¢d 2 carbon lai hoa
sp? & dc 1354 (C-9); 130,7 (C-8). Phan tich cac dir lidu phd 1D-NMR va so sénh
tai liéu tham khao [3. 4] cho phép xac dinh hop chit QT8-4 13 Sa, 6a-Epoxy-
(22E, 24R)-ergosta-8.22-diene-3p,7a-diol. Chét ¢6 hoat tinh gdy doc té bao dbi
voi cac dong té bao ung thu A549, SK-OV3, SK-MEL-2 va XF498 véi gia tri
ICso twong (mg 14 23,17; 20,86; 20,41 18,04 uM [60].
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Hinh 3.20. Phd DEPT cuia chat QT8-4
3.5.5. Hop chit QT8-5 (Trytophan)

Dgc diém héa Iy: Chét bot mau tring, ESI-MS: m/z 205 [M+H]|"; 'H-
NMR (600 MHz, CD;0D): 8y (ppm) 3,19 (1H, m, H-3a); 3,54 (1H, m, H-3b),
3,92 (1H, m, H-2); 7,06 (1H, t, J=7,8 Hz, H-5"); 7,14 (1H, t, J = 7,8 Hz, H-6");
7,22 (1H, s, H-2"); 7,38 (1H, d, J=7,8 Hz, H-7"); 7,71 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-4").

Hinh 3.21. Céu tric héa hoc hop chit QT8-5
Chét QT8-5 thu duge dudi dang chit bot mau tring, phd khéi ESI-MS
cua QT8-5 cho pic ion gia phan tir & m/z 205 [M+H]". Phé 'H-NMR (Hinh 3.22)
cho tin hiéu caa 5 proton dac trung cho khung indol ¢ 0y 7,06 (1H. t, /= 7.8 Hz,
H-57); 7,14 (1H, t, J=7,8 Hz, H-6"); 7,22 (1H, s, H-2"); 7,38 (1H, d, /= 7,8 Hz,
H-77); 7,71 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-4"). Ngoai ra con cd cac proton aliphatic ¢ dy
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3,19 (1H, m, H-3a); 3,54 (1H, m, H-3b), 3,92 (1H, m, H-2). Két hop cac dit liéu
phd (Hinh 3.23) va so sanh véi tai liéu tham khao [61, 62] cho phép xdc dinh
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3.5. HOAT TiNH KHANG VI SINH VAT KIEM PINH CUA 5 CHAT
SACH PHAN LAP PUQC

Nim chét sach phén 1ap dugc: Ergosterol (QT8-1); (22E)- ergosta -5,8,22-
trien-7-one-3p-o/ (QT8-2); Ergosterol peroxide (QT8-3); Sa,6a-epoxy-ergosta-
8(9), 22-diene-34,7a-diol (QT8-4); Tryptophan (QT8-5) dugc thir hoat tinh
khang VSVKD

Hoat tinh khéng VSVKD ciia 5 chét sach phan 18p duge thé hién qua gid
tri ndng d wc ché t6i thidu (MIC). Céc phép thir déu dugc thye hién 13p lai 3
14n. Két qua thir hoat tinh khang VSVKD dugc trinh bay chi tiét tai Bang 3.4.

Bing 3.4. Bang gia tri MIC can chiét EtOAc clia 5 chét sach phén 14p

—— Gram-positive Gram-negative Yeast
E. faecalis |S. aureus |B. cereus |E. coli |P. aeruginosa |S. enterica |C. albicans
MIC (pg/ml)

QT8-1 128 128 16 - - - 16

QT8-2 64 64 128 - - - 32

QT8-3 128 64 256 128 |- - 64

QT8-4 32 128 64 - - - 64

QT8-5 - - - - - - -
Streptomyein [256 256 128 32 256 128 X
Cyclohexamide |x X X X X X 32

(x): khong thir. (-): khong thé hién hoat tinh & ndng do thir nghiém.
Trong sb 5 hop chét dugc thit nghiém, 4 hop chét thé hién hoat tinh khang

khuén & ndng do thir nghiém, dic biét c6 tac dyng manh hon dbi véi vi khuan
Gram duong va nim men Candida albicans so v6i vi khuin Gram 4m. Dang chu
y, cic hop chit QT8-1, QT8-2, QT8-4 déu c6 khi ning Gic ché 4/7 chang
VSVKD véi gia tri MIC dao dong tir 16-256 pg/ml. Trong s6 c4c hop chat thir
nghiém, QT8-3 thé hién hoat tinh khang khudn vugt trdi khi ¢6 kha nang tc ché
5/7 ching VSVKD bao gdm: Escherichia coli ATCC25922, Enterococcus
faecalis ATCC29212, Stapphylococus aureus ATCC25923, Bacillus cereus
ATCC14579, Ndm men Candida albicans ATCC10231.

Hop chét ergosterol peroxide (QT8-3) dugc béo cdo trong nghién ciru cia
Kwon va cs v&i hoat tinh gdy doc t& bao ung thu A549, SK-OV3, SK-MEL-2,
XF498 va HCTI15 véi gid tri ICso ndm trong khoang tix 9,76 dén 15,81pM. Cling
trong nghién ctu nay, hop chit (22 E)-ergosta-5,8,22-trien-7-one-3 B -ol (3) 2
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(QT8-2) duge cong bd c6 hoat tinh giy doc té bao d6i v6i dong té bao ung thu
HCT-116 (ung thu dai tryc trang) véi ICso =40 pM [59].

Nghién ciru vao ndm 2001 cia nhém céc nha khoa hoc Yue va cong su
cong bé hop chit 50, 60-Epoxy-(22E, 24R)-ergosta-8,22-diene-38,70-diol
(QT8-4) dugc phén lap tur ndm Lactarium volemus (hién nay thudng goi 1a
Lactarius volemus), mot loai ndm thudc ho Russulaceae. Nghién ciru nay ciing
chi ra hop chét thé hién hoat tinh gy doc té bao ddi vai céc dong té bao ung thu
A549, SK-OV3, SK-MEL-2, va XF498, v6i gia tri ICso trong khoang 18,04~
23,17 uM [60].

Nhu véy, tir cac két qua thu dugc trong nghién ctru ndy vé hoat tinh khang
vi sinh vét kiém dinh tir chiing Penicillium sp. QT8 da chung minh duoc tiém
ning sinh hoc dang chd y cua vi nim bién phan 14p tai Con Co, Quang tri. Trong
5 hop chét dugc thir nghiém, 4 hop chét thé hién hoat tinh khang VSVKD, dic
biét 12 QT8-3 c¢6 kha ning trc ché 5/7 ching VSVKD cao nhét. Tuy nhién, muc
d6 hoat tinh van con & mitc trung binh va can dugc nghién ciru thém dé x4c dinh
co ché tac dong ciing nhu tdi uu héa hiéu qua sinh hoc. Nhitng két qua nay tuy
¢6 v nghia budc diu trong viéc xac dinh tiém niing sinh hoc cua cac hop chét tir
vi nAm bién, nhung cin dugc nghién ctu chuyén su hon, bao gdm déanh gia co
ché tac dong, tinh chon loc va kha ning g dung thuc té trong y dugc.

Nhin chung, dir liéu vé hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh cua cac hgp
chit ndy mé ra mot hudng méi vé tiém ning nghién cfru khang khuéh, chuyén
sau hon v& phat trién thude tir ngudn tw nhién trong tuong lai. Do d6, nghién cir
ndy gilp ggi mo thém cac hudng nghién ciru vé céc hoat tinh sinh hoc khac nhur-
hoat tinh gay doc té bao,.. véi ching vi ndm Penicillium sp. QT8 ciing nhu céc

hop chét thir cip phan l4p duge tir chiing vi nim nay.
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CHUONG 4. KET LUAN VA KIEN NGHI

4.1. KET LUAN

Pa phéan 1ap dugce 26 chiing vi nAm tr 17 mAu sinh vat v& trim tich bién
duge thu thap tai ving bién ddo Con Co, Quéng Tri, Viét Nam.

P4 tao cin chiét va sang loc hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh tir 26
chung vi nim phan lap duge, trong d6 5/26 ching thé hién hoat tinh
khang it nhit 4 ching vi sinh vat kiém dinh. Ching QT8 c6 kha ning
khang 6/7 vi sinh vat kiém dinh bao gdm: Escherichia coli ATCC25922,
Salmonella enterica ATCC13076, Enterococcus faecalis ATCC29212,
Stapphylococus aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC14579, Nim
men Candida albicans ATCC10231.

P4 dinh danh chiing QT8 thudc chi Penicillium, va dat tén la Pemczllzum
sp. QT8. Trinh ty doan gene 18S rRNA ciia ching QT8 c6 kich thude
1165bp d4 duoc dang ky trén GeneBank véi ma s6 PV093550.

D3 xac dinh cdu tric héa hoc ctia 5 hop chét duge phén 14p tir can chiét
ethyl acetat clia chiing vi nAm Penicillium sp. QT8 nhu sau: ¢6 4 chét
thudc 16p chit steroid 12 ergosterol (QT8-1), (22E)-ergosta-5,8,22-trien-7-
one-3f-0l (QT8-2), ergosterol peroxide (QT8-3), Sa,6a-Epoxy-(22E,
24R)-ergosta-8,22-diene-38,7a-diol (QT8-4) va 1 hgp chét indol 1a
trytophan (QT8-5).

Chat QT8-1, QT-2, QT8-4 tir chiing QT8 khéang 4/7 chung vi sinh vét
kiém dinh véi gia tri MIC tir 16-256 pg/ml. Dic biét, chat QT8-3 khéng
5/7 chung kiém dinh bao gdm: Escherichia coli ATCC25922,
Enterococcus faecalis ATCC29212, Stapphylococus aureus ATCC25923,

" Bacillus cereus ATCC14579, ndm men Candida albicans ATCC10231.

4.2. KIEN NGHI

Tiép tuc nghién ctru sang loc hoat tinh khéng vi sinh vt kiém dinh, hoat
" tinh sinh hoc tir mét s§ ching vi nAm khic phan 15p duge tir ving bién
Cdn Co.

M¢ rong hudng nghién ciru tai cac ving bién khéc cua Viét Nam nhim
phat hién céc ching vi naAm c6 tiém ning sinh téng hop cac hop chét c6
hoat tinh sinh hoc cao.
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Hinh 3. Dién di do san phdm PCR gene 18S rRNA ciia chiing QT8
Giéng M: Thang DNA chuan 1kb plus ctiia Fermentas

ATAGCGTATA
CCGGTCCGCC
BECTTEAETE
GCRAGGCCTTT
TGTTGGTTTC
CTGTCAGAGG
GGATGTTITC

1.5 kbp

Giéng 1, 2: San pham PCR gene 18S rRNA cua chiing QT8

BO dai:
TTAAAGTTGT
TCACCGCGAG
GCTGTGGGGEE
GCTCGARTAC
TAGGRCCGCC
TGARATTCTT

ATTAATCAGG

1165 bp:;
TGCAGTTRRR
TACTGGTCCG
GAACCAGGAC
ATTAGCATGG
GTAATGATTA
GGATTTGCTG

GAACGARAGT

280 A3 289 £y 3356 Gy 281 T.

AGCTCGTAGT
GLTGGGCCTT
TTTTACTGTG
AATAATAGRA
ATAGGGATAG
ARGACTAACT
TAGGGGATCG

TGAARCCTTGG GCCTGGCTGG
TCCTTCTGGG GAACCTCATG
ARRARATTAG AGTGTTCAAA
TAGGACGTGC GGTTCTATIT
TCGGGGGLGT CAGTATTCAG
ACTGCGAAAG CATTCGUCAR

AMGACGATTA GATACCGTCG

20
120
130
240
300
380

420




TAGTCTTAAC
GGCACCTTAC
ACTTAAAGRA
ARCACGCGCA
TTGATCTTTT
ATTGCGATAA
GGCTTCTTAG
GATGCCCTTA
ACCTTGCCCG
GCAATTATTG
TACGTCCCTG
GCCTTCGGAC
CTCGETCATT

CATAAACTAT
GAGAAATCAA
ATTGACGGAA
ARCTCACCAG
GGATGGTGGT
CGAACGAGAC
GGGGACTATC
GATGTTCTGG
AGAGGTCTGG
CTCTTCAACG
CCCTTTGTAC
TGGCGCCGGA
AGAGGAAGTA

Hinh 4. Trinh tu gene 18S cua ching Penicilium.sp QTS8.

GCCGACTAGG
AGTTTTTGGG
GGGCACCACA
GTCCAGACRA
GCATGGCCGT
CTCGGCCCTT
GGCTCAAGCC
GCCGCACGCG
GTAATCTTGT
AGGAATGCCT
ACACCGCCCG
GGGTTGGCAA
ARAGT

56

GATCGGACGG
TTCTGGGGGE
AGGCGTGGAG
AATAAGGATT
TCTTAGTTGG
ARATAGCCCG
GATGGRAGTG
CGCTACACTG
TAAACCCTGT
AGTAGGCACG
TCGCTACTAC
CGACCCCCCA

GATTCTATGA
AGTATGGTCG
CCTGCGGCTT
GACAGATTGA
TGGAGTGATT
GTCCGCATCT
CGCGGCAATA
ACAGGGCCAG
CGTGCTGGGG
AGTCATCAGC
CGATTGAATG
GCGCCGGARA

TGACCCGTTC
CARAGGCTGAA
AATTTGACTC
GAGCTCTTTC
TGTCTGCTTA
GCGGGCCGCT
ACAGGTCTGT
CGAGTACATC
ATAGAGCATT
TCGTGCCGAT
GCTCAGTGAG
GTTGGTCAAA

480
540
600
660

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1165




