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LOI CAM POAN

Téi xin cam doan @@ tai nghién civu trong ludn vin nay la cong trinh nghién
cihu ciia t6i dudi su hudng dan khoa hoc cia TS. Tran Hong Quang. Cdc két qua
nghién cuu dam bdo tinh trung thuc va khdch quan nhat. Pong thoi cde két qua
trong ludn vin nay la trung thuc, khong sao chép ti bét ky mét nguon nao va dudi
bét ky hinh thitc nao. Viéc tham khao cac nguén tai liéu da dwoc thuwc hién trich dén
va ghi nguon tai liéu tham khéo ding quy dinh. Cdc s6 liéu, két qud néu trong ludn

van la trung thwe néu sai téi hoan chiu trach nhiém trudc phdt ludt.
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LOI CAM ON
Loi dAu tién, toi xin giri 101 cAm on chan thanh dén cic giang vién trong khoa
Hoa hoc cua Hoc Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam di tén tinh giang day,
truyén dat kién thirc, kinh nghiém quy béu trong sudt qua trinh toi hoc tip va nghién

cu.

T6i xin bay to 101 cam on sdu sic d&én TS. Trin Hong Quang — ngudi thiy da
tan tinhhuéng din, chi bao cho t6i vé chuyén mén, dong thdi dong vién, khich 1€ va
tao didu kién thuén loi nhét cho t6i trong subt thdi gian thuc hién luin vin tai Vién
Héa sinh bién.

T6i xin cam on lanh dao va cic dong nghiép phong Céng nghé Hoa duge da
tao didu kién giup dd, truyén kinh nghiém, dua ra nhitng 1&i khuyén bd ich va gép ¥

quy bau trong subt thoi gian t6i lam viéce tai phong.

T6i xin trAn trong cdm on ban 1dnh dao va cac can bd dang cong tac tai Vién
Héa sinh bién, Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Hoéa hoc va Hoc vién Khoa hoc va

Cong nghé da gitip 4o t6i trong viéc hoc tap va thyc hién luén van.

Sau cing, t6i xin bay td 1ong biét on chan thanh toi bd, me, nhitng ngudi
than va ban bé da ludn bén canh quan tam, khich 1€, hd trg t6i vé mit tinh than dé

t61 ¢6 thé hoan thanh luén vin tot nghiép nay.

Lu4n vin duogce gitp d& v& mit kinh phi va thyc hién trong khudn khé D8 tai
co s& chon loc ma s6 CSCL38.01/25-26.
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MO DAU

Trong nhitng thap ky gin day, nghién ctru v& vi nim bién da thu hat sy
quan tdm dac biét clia cdc nha khoa hoc trén thé gidi nho vao tiém nang sinh
hoc phong phu va tng dung rong rdi trong nhidu linh vuc, dic biét 13 y duoe.
Vi ndm bién 14 mot nhom vi sinh vét dic biét séng trong mdi truong bién, c6
kha ning téng hop nhidu hop chét thir cp véi hoat tinh sinh hoc manh. Cic
nghién ctru cho thiy vi ndm bién san sinh nhiéu hop chét ¢ kha ning khang
khudn, khang nim, chéng ung thu, chdng oxy hoéa va khang virus, mé ra co
hdi 16n trong viéc phat trién dugc phdm méi, dic biét trong bdi canh cac bénh

truyén nhiém do vi khuin khang khang sinh dang gia ting [1]

Trén thé gidi, cac qubc gia cé nén khoa hoc phat trién nhu Hoa Ky, Nhat
Bén, Trung Qudc va Pirc d c6 nhidu cong trinh nghién ciru chuyén siu vé vi
nim bién. Nhiéu hop chét hoat tinh sinh hoc dwgc phén 13p tir vi nim bién da
duoc cong bd véi tiém ning tmg dung trong diéu tri ung thu va cdc bénh
truyén nhim. Chang han, mot s6 hop chét tir chi vi ndm bién Aspergillus va
Penicillium ¢6 hoat tinh khang khuén manh chdng lai vi khudn Gram dwong
va Gram 4am, trong khi cac hop chit polyketide tir chi Talaromyces dugc
chirng minh cé tic dung Urc ché té bao ung thu [2, 3]. Pic biét, cic nghién ciru
da phat hién ra nhiéu hop chét chdng oxy hoa tir vi ndm bién cé kha ning bio
vé té bao khoi tdn thuong do stress oxy hoa, mé ra huwdng di méi trong phat

trién thyc phdm chitc ning va m§ pham sinh hoc [4].

Tai Viét Nam, nghién ciru vé vi ndm bién tuy con khd méi mé nhung da
c6 nhitng budc tién dang ké trong nhimg nim gan day. Cac nha khoa hoc Viét
Nam d3 tip trung vao viéc phan l4p, dinh danh céc ching vi ndm bién tir méi
truong tu nhién nhu ving ven bién mién Trung, Vinh Nha Trang, qu@"m dao
Trudng Sa va Hoang Sa. M6t s6 nghién ctru ban dau da ghi nhan nhiéu chiing
vi nim bién thudc cac chi phd bién nhu Aspergillus, Penicillium, Chaetomium
va Talaromyces, trong d6 c6 cac ching c¢6 kha ning sinh tong hop hop chét c6
hoat tinh khéng khuén va chdng ung thu [5]. Ngoai ra, viéc tng dung cong
nghé sinh hoc dé t6i vu hoa diéu kién nubi céy nham tang cudng san XuAt céc
hop chit sinh hoc tir vi nim bién cling dang duoc trién khai tai mot sb vién

nghién ciru va truong dai hoc trong nude. Viée nghién ctru vi ndm bién mé ra




nhidu co héi tng dung trong duoc pham va bao vé sirc khoe con ngudi. Céc
nghién ctru d4 chi ra ting vi ndm bién déng vai trd quan trong trong viéc phat
trién céc loai khang sinh méi chéng lai cac bénh nhiém tring do vi khuén, dic
biét 12 céc loai vi khuan khéng khang sinh dang ndi 1én hién nay [6].

Muc tiéu ciia lugdn vin

- Phén lap, x4c dinh duge cAu tric héa hoc ciia mét s6 hop chit tir ching
vi ndm bién Aspergillus sp. CL251

- Dénh gi hoat tinh ¢ ché nitric oxide cia cac hop chat phén lap duoc.
N#oi dung ludn viin bao gém:
1. Tao cao chiét tdng ching vi nim biénAspergillus sp. CL251

2. Phan lap modt s6 hop chét tir cao chiét téng cia ching vi nim
biéndspergillus sp. CL251

3. X4c dinh céu tric hoa hoc ctia cac hop chét phén 13p duge.

4. Panh gia hoat tinh tic ché nitric oxide ctia mét s6 hop cht phan 1ap

duoc.
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CHUGNG 1. TONG QUAN
1.1. Vi n4m bién va tAm quan trong ciia viéc nghién ciru cc hop chét tw
nhién tir vi nim bién
1.1.1. Téng quan vé vi nAm bién

Vi ndm bién 1a2 mdt nhém vi sinh vat nhan chuin dic biét, sinh séng
trong moi trudng bién va c6 kha ning tong hop nhiéu hop chit tha cép véi
hoat tinh sinh hoc manh. Khong giéng nhu ndm trén can, vi ndm bién phat
trién va thich nghi véi diéu kién dic biét ctia dai dwong, bao gém do6 min cao,
4p suét 16n, nhiét d6 bién ddi va sy canh tranh sinh hoc khdc liét. Diéu nay
giup chung c6 khd ndng sinh téng hop cac hop chat héa hoc doc dao, co tidm
ning tmg dung trong y dugc, cong nghé sinh hoc va nhiéu linh vuc khéc.
NAm sinh san theo hai hinh thtc 13 hitu tinh hozc vo tinh, cht yéu thong qua
bao tor dugc tao ra trén cac cAu tric diic biét. Mot sb loai khéng co6 kha nang
hinh thanh cac cdu tric sinh sin dic biét ma sinh san theo hinh thirc sinh

dudng.

Vi ndm bién thudc nhém ndm soi hoic nidm men, c6 kich thudc tir vai
micromet dén vai trim micromet va duoc bao boc béi thanh té bao chia
chitin. Cac loai vi ndm bién phd bién thudc cdc chi nhu Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Chaetomium, Talaromyces va Phoma. Trong dd,
Aspergillus va Penicillium 13 hai chi c6 s6 lugng loai 16n nhat, duge nghién
ctru nhidu nhét v& hoat tinh sinh hoc. Vi ndm bién c6 thé ton tai dudi dang tw
do trong nudc bién hoidc cong sinh v&i sinh vat bién nhu san ho, rong bién,
bot bién va dong vat khong xuong sdng khéc. Chung phat trién bang cach hép
thu cac chit dinh dudng tir moi truong song, ddng thoi san sinh nhiéu hop
chét hoa hoc dé tir vé hodc tuong tic véi cac sinh vat khéc.

Vi ndm bién déng vai trd quan trong trong hé sinh thai, gop phan phan
hay vt chat hitu co va tham gia vao chu trinh trao d6i chat. Nhiéu loai c6 loi,
ching han nhu céc vi sinh vt phan giai trong dét, thuong khong thé quan sét
bing mét thudng. Vi ndm bién cling duge coi 1a mot trong nhing ngudn thure
phim ctia con ngudi, gop phan vio qua trinh 1én men céc loai thuc phim nhu
rrou, bia, banh mi, nuée twong... Ching la ngudn cung cip enzym phong pht




cho nganh cong nghiép thuc pham va déng vai trd quan trong trong sin Xuét
thudc khang sinh, thude trir sau, cling nhu cic ché phdm diét con tring. Bén
canh d6, vi ndm bién con tao ra nhidu hop chét ty nhién ¢ gid tri dugc tinh

cao.

Vi ndm bién c6 tdm quan trong 16n trong hé sinh thai dai duwong [7].
Nhiéu nghién ctu chi ra ring ching déng vai tro quan trong trong cac chu
trinh dinh dudng gdm phan hily cac chét hitu co trong hé sinh thai bién va tai
tao chét dinh dudng [8]. Ngoai viéc san sinh cac hop chét ty nhién c6 gia tri
duoc tinh, vi nim bién con déng vai trd quan trong trong hé sinh thai véi
nhiéu chirc ning sinh thai khic nhau, bao gbém ky sinh va cdng sinh vdi cac
sinh vat bién [9] ciing nhu tham gia vao qud trinh khir nito trong trAm tich
bién [10]. Piéu nay cho thiy vi nim bién khéng chi cAn thiét cho s cin bang
cua hé sinh thai dai duwong ma con anh hudng dén sy tdn tai cia nhiéu nhém
sinh vit khac [11]. Tuy nhién, bén canh nhiing lgi ich sinh hoc, mdt s6 loai vi
nim bién c6 thé san sinh doc t5 vi ndm bién (mycotoxin), gy anh hudng dén
strc khoe con nguoi va dong vat. Cac chi vi nAm bién nhu Penicillium,
Aspergillus va Neurospora thuong gy hu hong thuc phim nhu tréi ciy va
bénh mi, lam giam chét lugng va anh hudng dén qua trinh bao quan. Mic du
vay, nhidu loai vi nidm bién cling ¢6 gia tri thuong mai cao, dugc tmg dung
trong san xuit khang sinh, dugc phim va enzyme. Ngay nay, mot s loai ndm
con duoc str dung trong hd tro diéu tri va phong ngira cic bénh nghiém trong
nhw viém gan, m& mau, dot quy va ung thw. Tuy nhién, mot s& hop chit hoat
tinh sinh hoe do vi ndm bién tao ra, bao gom alkaloid va polyketide, ¢6 thé
gdy ddc dbi véi con nguoi va dong vat néu tich liy & mic d6 cao. Ngoai ra,
mot sb loai vi ndm bién con 13 tic nhan giy bénh cho dong vit, cay tréng va
con nguoi, c6 kha nang din dén dich bénh, anh huéng nghiém trong dén an

ninh lrong thyc va nén kinh té.
1.1.2. Tam quan trgng ciia viéc nghién ciru cac hop chéit tir vi nim bién

Vi ndm bién 1a mot nguodn tai nguyén sinh hoc phong phu véi tiém nang
16n trong viéc cung cap cac hop chat ty nhién cé hoat tinh sinh hoc cao. Cac
nghién ctru gan day da chira ring vi nam bién c6 kha ning san sinh nhiéu hgp




chit thir céip véi cAu trac hoa hoc da dang va cé gid tri trong nhiéu linh vue
khac nhau, bao gdm y hoc, cong nghiép dugc pham va cong nghé sinh hoc.

Tru6e hét, cac hop chét tir vi ndm bién dong vai trd quan trong trong
nghién ctru va phat trién dwoc phAm. Nhiéu hop chat cé ngudn gbe tir vi ndm
bién da duoc ching minh ¢é hoat tinh khang khuén, khang vi rat, khang ung
thu va khang viém manh mé&. Vi du nhu hop chit Dideoxyverticillin A c6
ngudn gbe tir chi vi ndm bidn Penicillium c6 tic dung tic ché kinase EGFR
cuc manh (ICso = 0,14 nM), chdng tao mach va chdng té bao ung thur. Trong
boi canh gia ting tinh trang khang khing sinh, viéc phat hién cic hop chit
méi tir vi nédm bién c¢6 thé mé ra hudng di ddy trién vong cho nganh y hoc
hién dai.

Bén canh do, nghién ciru cic hop chat tir vi nam bién con c6 ¥ nghia 16n
trong nganh cong nghé sinh hoc va céng nghiép thuc phdm. Mot sb enzyme
do vi nAm bién san xuit, ching han nhu lipase va protease, dugc (mg dung
rong i trong ché bién thyc phim, san xuit duge phdm cling nhu trong x Iy
moi trudong. Ngoai ra, cic hop chit ¢ hoat tinh chéng oxy hoa tir vi ndm bién
cling dang dugc quan tdm trong linh virc m§y pham va thuc phim chitc ning
nhim bao vé té bao khéi tdn thuong do stress oxy hoa.

Khong chi c6 gid tri vé mit y duge, nghién ctu hop chét tir vi ndm bién
con déng gbép quan trong vao bao vé hé sinh thdi bién. Viéc hiéu 16 co ché
sinh tong hop va chiic ning ctia cic hop chit do vi nim bién san sinh c6 thé
gitp cac nha khoa hoc phat trién c4c phuong phép kiém soat sinh hoc dé bao
v¢ ran san ho, kidm sodt sy phat trién ciia cic loai sinh vét gdy hai va duy tri
su can biang cua hé sinh thai bién.

Griseofulvin 12 mot hop chit khang nm c6 ngudn gde tir vi ndm bién,
duge phén 1ap 14n du tién tir ching nam Penicillium griseofulvum vao nim
1939 [12]. Sau d6, hop chét nay ciing duge tim thdy & mot sb lodi Penicillium
khac nhu Penicillium patulum va Penicillium nigricans. Griseofulvin thudc
nhém polyketide va cé tdc dung uc ché sy phat trién clia ndm bang cach lién
két véi protein tubulin, 1am gisn doan qué trinh hinh thanh vi Ong
(microtubules) trong té bao nim, tir 6 cén trd qua trinh phan bao. Do co ché
nay, griseofulvin chii yéu dugc sir dung trong diéu tri cac bénh nhiém nam da,
moéng va téc do cac loai nAm thudc nhém Dermatophytes gy ra, chang han
nhu Trichophyton, Microsporum va Epidermophyton.




Fusidic acid 12 mot khang sinh ty nhién dugc phan 14p & Fusidium
coccineum, mot loai vi ndm bién thudc nhém Ascomycota [13]. Hop chat nay
1An dau tién duge phat hién vao nim 1960 boi Gottlieb va cong su. Fusidic
acid thudéc nhoém steroid khang sinh va cé cAu tric hoa hoc doc ddo, khac biét
o v6i cidc nhom khéng sinh thong thudng nhu S-lactam hay aminoglycoside.
Co ché tac dung cia fusidic acid 13 Gc ché yéu tb kéo dai EF-G (elongation
factor G), mdt protein thiét yéu trong qué trinh tdng hop protein ciia vi khuén,
tir d6 ngén chén su phat trién ctia vi khuén [14]. Fusidic acid ¢ pho tac dung
hep, chi yéu chéng lai vi khudn Gram duong, dic biét 1a Staphylococcus
aureus, bao gbm ci cic ching khang methicillin (MRSA) [15]. Hién nay,
fusidic acid dugce sir dung rong rai trong didu tri cdc bénh nhiém khuén da,
viém xuong tiy va nhiém khuin hé ho hdp do vi khuin Gram duong nhay
cam gay ra.
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Hinh 1.1. M6t sb loai khang sinh dugc phan 14p tir vi ndm bién

Ngoai cac hop chét quen thudc co ngudn gde tir vi ndm bién nhu fusidic
acid va griseofulvin, nhiéu loai thudc khang nim méi d3 duge phat trién dua
trén cac hop chit cé ngudn gbc tir vi ndm bién. Tiéu bidu trong sb d6 la
anidulafungin (Eraxsis), duoc tdng hop ban phin d& t5i wu héa hiéu qua dieu
tri [16, 17]. Bén canh d6, nhdm statin, vbn dong vai trd quan trong trong didu
tri bénh mach vanh, ciing c6 ngudn gbc tir cac hop chédt tu nhién. Cu thé,
mevastatin va lovastatin — hai statin dién hinh — 14n d4u tién duoc phén 14p tir
vi ndm bién Penicillium citrinum va Aspergillus terreus, mé ra huong di quan

trong trong nghién ciru va phat trién dwoc pham tir vi nim bién.

Vi ndm bién d3 duoc chirng minh kha ning cung cép phong phii cac hgp
chéit tir nhién méi. Nhe vao mdi truong sdng dic trung vai cic yéu td nhu
nhiét 9, ham lugng dinh dudng, sy canh tranh sinh hoc va dé min, cac loai
vi ndm bién nay d3 tién héa dé phét trién cac con dudng trao déi chat thir cép,
tir do tao ra nhiéu hop chét tu nhién doc ddo véi gia tri sinh hoc cao [18]. Mot
s& chi va loai vi nim bién da dugc ghi nhan ¢6 kha ning sinh tong hop cac
hoat chit quan trong, cho thiy tiém ning l6n trong nghién ciru va tng dung y
hoc [19].

Tuy nhién, di ¢6 nhidu tiém ning, viéc nghién ciru vi nim bién van giip

nhiéu thach thitc. Mt trong s6 d6 la kho khin trong viéc nudi cdy vi ndm
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bién trong dién kién phong thi nghiém dé thu nhan du lvong hop chit cin
thiét cho nghién ctu. Bén canh dé, quy trinh chiét tach, x4c dinh cu tric va
thtr nghiém hoat tinh sinh hoc cling doi hoi cong nghé hién dai va su dau tu

[6n vé nhan lyc, tai chinh.

Toém lai, nghién ctru hop chét tir vi nAm bién khéng chi mang lai tiém
nang l6n trong phat trién dugce phim, cong nghé sinh hoc ma con c6 y nghia
quan trong dbi v6i bdo vé moi trudng va hé sinh thai. Viée tiép tuc diy manh
nghién ctu trong linh vuc nay s& gop phan tim ra nhiing hop chat méi co gia
tri, déng thoi mé réng hiéu biét ciia con ngudi vé& hé sinh thai bién gidu c6 va
day tiém ning ndy.

1.2. Gi6i thiéu chung vé chi Aspergillus

Trong sb tit ca cac loai vi nim c6 ngudn gde tir bién, chi Aspergillus
duoc biét dén nhidu nhét vi né chiém khoang 31% céc san phim vi nim bién
fir nhién t nim 2010 dén nam 2013. Cac vi ndm bién thudc chi Aspergillus
tao ra cac chit chuyén hoa co ciu tric héa hoc khac nhau, bao gém acid béo,
polyketide, sterol, alkaloid, terpenoid, peptide, butenolide va cac loai khac,
véi nhiéu hoat tinh sinh hoc, bao g@)m hoat tinh khang khuén, gay doc té bao,
diét con tring, bao vé than kinh va chdng oxy héa. Danh gid cac tai lidu hién
c6 lién quan dén cac chét chuyén héa c6 ngudn goc tir bién thudc chi
Aspergillus, mdt nghién ctru d3 duoc tim thdy chiing minh hoat tinh sinh hoc

va cAu tric héa hoc ctia 512 chét chuyén héa cb ngudn gde tir chi Aspergillus.

Chi Aspergillus rat phong pht vé loi va nhiing lo&i ndy c6 kha ning sin
xuit mot sd lugng 16n extrolites, bao gdm cac chat chuyén héa thir cép,
peptide/protein  hoat tinh sinh hoc, lectin, enzyme, hydrophobin va
aegerolysin. Extrolites 1a cac hop chit héa hoc tir cac sinh vat dugc tiét ra
hodc bam vao thanh té bao, trong mang té bao, bam vao thanh té bao hoic
trong mang té bao va duogc tich liy lai. Bai vi viée san xuit céc extrolite da
dang nhu vay, nhiéu loai Aspergillus khac nhau dd dugc sir dung trong cong
nghé sinh hoc, ca cho san xuit héa chét s luong 16n [20] va ciing ding dé
sin xuédt exoenzym. CO6 thé ké dén nhu: Aspergillus niger, Aspergillus
versicolor, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus,

Aspergillus flavus, ...




Cé khoang 250 loai dugc dat tén trong chi Aspergillus, bao gdm ca
nhiing cac loai da dugc khai thac cong nghiép nhu: A. niger, A. oryzae, A.
awamori, A. sojae, A. terreus va cac loai gy hai, gy bénh cho dong thuc vét

(vi du: 4. fumigatus, A. parasiticus, A. flavus) [21].

Mbt s6 hinh 4nh v& vi ndm bién thudc chi Aspergillus:

Aspergillus niger

Aspergillus fumigatus Aspergillus flavus

Hinh 1.2. M6t 6 loai vi ndm bién thudc chi Aspergillus

1.3. Tinh hinh nghién céru trong va trén thé giéi
1.3.1. Tinh hinh nghién ciu trén thé giéi

Nghién ciru vé céc hop chat co hoat tinh sinh hoc i vi ndm bién tir 1au
da thu hat duoc sy quan tm ctia c4c nha khoa hoc trén thé gidi, véi sb luong
céc hop chit méi, chét c6 hoat tinh sinh hoc gia ting nhanh chéng, trong do6
c6 nhiéu hop chit co hoat tinh khéng viém. Nhitng hop chét ndy duoc phan
1ap chu yéu tir céc loai vi nAm bién thudc chi Penicillium, Aspergillus va mot
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s6 loai nam thudc cac chi it phé bién nhu Acremonium, Emericella,
Epicoccum, Exophiala, Paraphaeospaeria, Phomosis va Halarosellinia. Céc
hop chit c6 hoat tinh khing viém dang cha ¥ phén lép tir vi nim bién
Aspergillus duge mo td nhu sau:

Vao nidm 2015, Wang, Y va cong su di phan ldp dugc chung nam
Aspergillus sp. ZL0-1b14 tir loai tdo xanh Enferomorpha (Phuc Kién, Trung
Quéc) va dich chiét ching vi ndm bién nay thé hién hoat tinh khéng viém.
Nghién ctru thanh phin héa hoc. Dich chiét nay cho két qui phan 13p va xdc
dinh dugc mot nhém bdn hop chit meroterpenoid triketide sesquiterpenoid
méi 14 aspertetranone A—D (1—4) (Hinh 1.3). Cac hop chét nay thé hién cac
hoat dong khing viém khac nhau, trong d6 dang chi y 13 hop chét
aspertetranone A (1) va D (4) thé hién kha ning tic ché san sinh IL-6 & dai
thue bao RAW264.7 kich thich bang LPS, véi gia tri tc ché 1an luot 14 43%
va 69% & ndng d6 40 uM [22].

ja—y
(]

4

Hinh 1.3. Chu tric péa hoc ctia cac hgp chit duogc phén 1ap tir vi nim
bién Aspergillus sp. ZL0-1b14
Gu, B. va cong su da phan 1ap cac alkaloid pyrrolidine méi 1a preussin
C-1 (5-11) (Hinh 1.4) va (11R)-preussin J (12) va (11S)-preussin K (13) tir
ching vi ndm bién Aspergillus flocculosus 16D (dao Yongxing, Trung Qude).
Hop chit 10 va 11 cho thiy tic dung khang viém dédng chu y thong qua Gc ché
san sinh interleukin (IL)-6 & té bao THP-1 kich thich béi lipopolysaccharide
(LPS), véi gié tri ICso 1An Tuot 14 0.11 pM va 0.19 uM, manh hon déi ching
























































































































































































