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Xin chân thành cảm ơn. 

 

 



 
 

 

MỤC LỤC  

MỞ ĐẦU ........................................................................................................... 1 

Chương 1. TỔNG QUAN NGUYÊN CỨU ..................................................... 4 

1.1. GIỚI THIỆU VI KHUẨN CỔ CHỊU MẶN (HALOARCHAEA) ........... 4 
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Bảng 3.4 Nồng độ DNA và độ sạch của các mẫu nghiên cứu ........................ 39 

Bảng 3.5. Kết quả định danh chủng cổ khuẩn VS7 M5.3 dựa trên trình tự 16S 
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MỞ ĐẦU 

Vi khuẩn cổ chịu mặn (Haloarchaea, hay còn được gọi là Halobacteria) 

là một nhóm vi sinh vật độc đáo có khả năng sinh trưởng và phát triển mạnh 

mẽ trong điều kiện môi trường siêu mặn, nơi nồng độ muối có thể đạt đến 

mức bão hòa. Đặc điểm nổi bật của Haloarchaea là sự xuất hiện của sắc tố 

carotenoid, thường mang màu đỏ, cam hoặc tím, giúp bảo vệ tế bào khỏi tác 

động của ánh sáng mạnh và stress oxy hóa trong môi trường có áp suất thẩm 

thấu cao [1]. 

Sự thích nghi độc đáo của Haloarchaea không chỉ dừng lại ở khả năng 

sinh tồn trong môi trường siêu mặn mà còn ở việc chúng sản sinh các enzyme 

có khả năng hoạt động trong điều kiện khắc nghiệt, bao gồm độ mặn cao, 

nhiệt độ cao và pH bất thường [2, 3]. Điều này làm cho Haloarchaea trở thành 

nguồn tài nguyên sinh học đầy tiềm năng cho nghiên cứu và ứng dụng trong 

nhiều lĩnh vực công nghiệp, nông nghiệp, thủy sản và xử lý môi trường. 

Trong môi trường tự nhiên như ruộng muối và hồ muối, nguồn carbon 

chủ yếu là các polysaccharide phức tạp như cellulose, xylan, chitin và 

hemicellulose. Những hợp chất này đóng vai trò quan trọng trong chu trình 

carbon tự nhiên khi chúng cấu thành thành tế bào thực vật hoặc lớp vỏ ngoài 

của động vật (như chitin trong giáp xác) [4]. Để tận dụng nguồn carbon này, 

vi sinh vật siêu mặn, đặc biệt là Haloarchaea, đã tiến hóa khả năng sản xuất 

các enzyme chuyên biệt như cellulase, xylanase và chitinase. Đặc tính ưu việt 

của các enzyme này, bao gồm khả năng chịu mặn cao, bền nhiệt và ổn định 

trong môi trường có pH thấp, đã mở ra những tiềm năng lớn trong các ứng 

dụng công nghệ sinh học [2]. 

Một enzyme đặc biệt khác nhận được sự quan tâm lớn gần đây là 

hyaluronidase, có khả năng thủy phân acid hyaluronic (HA) – một 

polysaccharide quan trọng trong cơ thể người và động vật. HA tham gia vào 

nhiều quá trình sinh học như sửa chữa mô tổn thương, di chuyển tế bào và 

điều trị ung thư. Tuy nhiên, trọng lượng phân tử lớn của HA làm hạn chế khả 

năng hấp thụ và hiệu quả điều trị, đòi hỏi phát triển các enzyme sinh học an 

toàn để cắt mạch HA, tạo ra các sản phẩm có khối lượng thấp, phục vụ cho 

các ứng dụng trong y học và dược phẩm [5].  

Tại Việt Nam, nghiên cứu về tiềm năng ứng dụng của vi sinh vật biển 
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trong chuyển hóa polysaccharide mới chỉ bắt đầu phát triển trong những năm 

gần đây. Kết quả đã bước đầu xây dựng cơ sở dữ liệu về các chủng vi sinh vật 

biển có khả năng sản sinh enzyme chuyển hóa polysaccharide như fucoidan, 

laminaran và alginate [6, 7, 8]. Một số nghiên cứu về hệ gen của vi sinh vật 

biển, chẳng hạn như Salinivibrio proteolyticus [9] và Pseudoalteromonas 

[10], cũng đã được triển khai, tuy nhiên, phần lớn vẫn dừng lại ở mức sàng 

lọc và định danh. Các nghiên cứu chuyên sâu về enzyme chuyển hóa 

polysaccharide chủ yếu tập trung vào vi khuẩn hiếu khí, vi nấm, hoặc vi sinh 

vật chịu mặn thông thường [11, 12, 13], trong khi nghiên cứu về enzyme từ 

Haloarchaea còn rất hạn chế, đặc biệt tại Việt Nam. Một trong những lý do 

chính là khó khăn trong quá trình phân lập và nuôi cấy các chủng vi khuẩn cổ 

này do yêu cầu khắt khe về môi trường sinh trưởng [14]. 

Việt Nam có nhiều lợi thế tự nhiên thuận lợi cho việc nghiên cứu 

Haloarchaea, với hệ thống các ruộng muối tự nhiên kéo dài từ Bắc vào Nam, 

điển hình là Hòn Khói (Khánh Hòa). Những khu vực này có nồng độ muối 

cao từ 165–375 g/L và nhiệt độ trung bình dao động từ 36,5°C đến 60,2°C, là 

điều kiện lý tưởng cho sự phát triển của các chủng vi khuẩn cổ chịu mặn. Tuy 

nhiên, nghiên cứu về vi khuẩn cổ chịu mặn tại Việt Nam vẫn đối mặt với 

nhiều thách thức lớn. Đặc điểm sinh trưởng chậm, yêu cầu môi trường siêu 

mặn ổn định trong thời gian dài và cấu trúc màng tế bào phức tạp khiến việc 

phân lập và nuôi cấy trở nên khó khăn. Các nghiên cứu về hệ gen và chức 

năng enzyme của Haloarchaea trên thế giới còn hạn chế và gần như chưa 

được khai thác tại Việt Nam. Vì vậy nghiên cứu này là hướng đi mới trong 

việc tìm kiếm nguồn các enzyme chuyển hóa polysaccharide từ  Haloarchaea 

để định hướng ứng dụng trong lĩnh vực công nghiệp, xử lý môi trường. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành phân lập và tuyển chọn các 

chủng vi sinh vật cổ chịu mặn từ ruộng muối Hòn Khói, tỉnh Khánh Hòa. 

Mục tiêu của nghiên cứu là xác định các chủng Haloarchaea có khả năng sinh 

enzyme thủy phân polysaccharide như chitinase, cellulase/xylanase và 

hyaluronidase, từ đó khám phá các đặc tính đặc biệt của các enzyme này, mở 

rộng tiềm năng ứng dụng trong công nghệ sinh học và các lĩnh vực công 

nghiệp hiện đại. 
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MỤC TIÊU ĐỀ TÀI 

Phân lập và tuyển chọn vi khuẩn cổ chịu mặn (Haloarchaea) theo định 

hướng có tiềm năng sinh enzyme bẻ ngắn mạch một số loại polysaccharide. 

NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

Nội dung 1: Phân lập Haloarchaea từ mẫu nước muối thu thập tại một 

số cánh đồng muối ở Khánh Hòa. 

Nội dung 2: Sàng lọc và tuyển chọn chủng Haloarchaea theo định 

hướng sinh enzyme bẻ ngắn mạch một số loại polysaccharide (cellulose, 

xylanase, chitin, acid hyaluronic). 

Nội dung 3: Định danh chủng Haloarchaea được lựa chọn.  
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Chương 1. TỔNG QUAN NGUYÊN CỨU 

1.1. GIỚI THIỆU VI KHUẨN CỔ CHỊU MẶN (HALOARCHAEA)  

1.1.1. Định nghĩa và đặc điểm sinh học của Haloarchaea. 

1.1.1.1. Định nghĩa  

Cổ khuẩn hoặc vi sinh vật cổ (danh pháp khoa học: Archaea) là các vi 

sinh vật đơn bào nhân sơ. Chúng không có nhân tế bào hay bất cứ bào 

quan nào trong tế bào chất. Archaea là một trong ba lĩnh vực sống chính, bên 

cạnh Bacteria và Eukarya. Archaea không chỉ là một nhóm vi sinh vật đơn 

giản mà là một lĩnh vực sinh học độc lập với những đặc điểm riêng biệt. 

Archaea thường sống trong các môi trường khắc nghiệt, như suối nước nóng, 

môi trường mặn, và các điều kiện cực đoan khác [15].  

Trong đó Haloarchaea (Halobacteria, Halophilic Archaea) là một lớp 

sinh vật nhân sơ thuộc ngành vi khuẩn cổ, được tìm thấy trong nước muối bão 

hòa hoặc gần bão hòa [16]. Các vi khuẩn cổ cực kỳ ưa mặn này là một nhóm 

vi sinh vật cần nồng độ muối cao để phát triển tối ưu đồng thời chúng có các 

khả năng thích nghi trao đổi chất khác nhau để chịu được những điều kiện 

khắc nghiệt này. Chúng đã được phát hiện cả trong những điều kiện khắc 

nghiệt như mỏ muối cổ hàng trăm triệu năm tuổi. Với khả năng thích nghi đặc 

biệt thông qua cơ chế như "muối vào",  glycosyl hóa lớp bề mặt (S-layer) tăng 

cường amino acid có tính axit trên bề mặt protein, Haloarchaea trở thành 

nguồn tài nguyên độc đáo cho nghiên cứu và ứng dụng công nghệ sinh học. 

Trong đó, các enzyme được sản xuất bởi nhóm vi sinh vật này, bao gồm 

cellulase, xylanase, chitinase và hyaluronidase, thể hiện hoạt tính và tính ổn 

định vượt trội trong điều kiện môi trường siêu mặn [2, 17]. 

1.1.1.2. Đặc điểm hình thái 

Archaea có cấu trúc giống, nhưng tiến hóa khác biệt so với vi khuẩn. 

Archaea khác với vi khuẩn ở nhiều đặc điểm chính, bao gồm cơ chế sao chép 

DNA và phiên mã, cấu trúc lipid màng và thành tế bào khác nhau, cùng với 

các cơ chế enzyme tương ứng, một số coenzyme độc đáo, và các sửa đổi RNA 

độc nhất [15]. Trong đó Haloarchaea được các nhà khoa học đặc biệt qua tâm 

nghiên cứu về đặc điểm di truyền học, sinh lý học, sinh thái học, hóa sinh và 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Danh_ph%C3%A1p
https://vi.wikipedia.org/wiki/Vi_sinh_v%E1%BA%ADt
https://vi.wikipedia.org/wiki/Vi_sinh_v%E1%BA%ADt
https://vi.wikipedia.org/wiki/%C4%90%C6%A1n_b%C3%A0o
https://vi.wikipedia.org/wiki/Sinh_v%E1%BA%ADt_nh%C3%A2n_s%C6%A1
https://vi.wikipedia.org/wiki/Nh%C3%A2n_t%E1%BA%BF_b%C3%A0o
https://vi.wikipedia.org/wiki/B%C3%A0o_quan
https://vi.wikipedia.org/wiki/B%C3%A0o_quan
https://vi.wikipedia.org/wiki/T%E1%BA%BF_b%C3%A0o_ch%E1%BA%A5t
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các ứng dụng tiềm năng của các phân tử sinh học mà chúng tổng hợp (sắc tố, 

enzyme, nhựa sinh học, kháng sinh, v.v.) [18, 19].  

Đối với Haloarchaea, chúng hầu hết là vi khuẩn gram âm và có sắc tố đỏ, 

chúng có thể là vi sinh vật hiếu khí hoặc kỵ khí [20]. Hình dạng tế bào của 

Haloarchaea rất đa dạng và có thể được quan sát thấy dưới dạng đơn giản, 

chẳng hạn như hình que, hình cầu hoặc hình đĩa, hoặc dưới dạng bất thường 

hơn, chẳng hạn như hình tam giác, hình vuông hoặc hình đa hình, đặc biệt là 

khi chúng được nuôi cấy ở nhiệt độ cao hơn hoặc nồng độ NaCl thấp hơn cần 

thiết cho sự phát triển tối ưu của chúng [21, 22].  

1.1.1.3. Môi trường sống 

Archaea ban đầu được phân lập từ các môi trường cực đoan (ví dụ: nhiệt 

độ cao, pH thấp, độ mặn cao), dẫn đến việc nhiều người xem chúng như 

những sinh vật kỳ lạ và hiếm hoi. Tuy nhiên, trong vài năm qua, Archaea đã 

được phát hiện ở nhiều môi trường khác nhau. Những môi trường này bao 

gồm nước và trầm tích đại dương, nơi Archaea đóng vai trò quan trọng trong 

chu trình nitơ và carbon toàn cầu [23, 24] , cũng như trong ống tiêu hóa của 

động vật (bao gồm cả con người), nơi vai trò và sự tham gia của chúng trong 

sức khỏe và bệnh tật chỉ mới bắt đầu được nghiên cứu [25]. Haloarchaea là 

những vi khuẩn cực kỳ ưa mặn, có khả năng chịu muối và phát triển tối ưu ở 

nồng độ 3,4–5,1mol/L (20–30%) NaCl. Chúng sống trong nhiều môi trường 

siêu mặn với độ mặn từ 10% đến nồng độ bão hòa (35%) [26]. 

1.1.2. Phân loài Haloarchaea 

Vị trí phân loại trong hệ thống sinh học: 

Haloarchaea thuộc ngành Euryarchaeota và lớp Halobacteria, bao gồm 

ba bộ chính: Halobacteriales, Haloferacales, và Natrialbales, với tổng số 

khoảng 71 chi đã được xác định. Trong đó, bộ Halobacteriales chứa họ 

Halobacteriaceae, bao gồm các chi tiêu biểu như Halobacterium (mô hình 

nghiên cứu di truyền và sinh hóa), Haloarcula (tổng hợp protein trong môi 

trường cực mặn), và Halorubrum (sản xuất enzyme bền muối). Bộ 

Haloferacales gồm họ Haloferacaceae với chi Haloferax (khả năng thích nghi 

linh hoạt, sản xuất PHA) và Halogeometricum (tham gia xử lý sinh học ô 

nhiễm). Bộ Natrialbales chứa họ Natrialbaceae, gồm Natrialba (thích nghi tốt 
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với môi trường kiềm-mặn) và Natrinema (hoạt tính enzyme chitinase cao). 

Ngoài ra, một số nhóm Haloarchaea chưa được phân loại rõ ràng như 

Nanohaloarchaea (hệ gen độc đáo, chưa thể nuôi cấy), Halalkaliarchaeum và 

Haloccoides (sinh trưởng trong môi trường kiềm-mặn cực đoan) [20]. 

1.1.3. Vai trò và ứng dụng của vi khuẩn cổ 

Haloarchaea là nhóm vi khuẩn cổ có khả năng sinh trưởng trong môi 

trường có nồng độ muối cao nhờ các cơ chế thích nghi đặc biệt, như tích lũy 

ion K⁺ và tổng hợp enzyme bền muối. Chúng đóng vai trò quan trọng trong 

cân bằng hệ sinh thái mặn và có tiềm năng ứng dụng rộng rãi trong công 

nghiệp, y sinh và môi trường. 

Trong công nghiệp thực phẩm và mỹ phẩm, haloenzymes và carotenoid 

từ Haloarchaea có tính chống oxy hóa, kháng khuẩn, chống viêm và tạo màu 

tự nhiên. Một số loài như Halogeometricum sp., Haloarcula sp., Haloferax 

sp. có khả năng kháng khuẩn mạnh, giúp ứng dụng trong bảo quản thực phẩm 

và dược phẩm [27, 28]. Ngoài ra, protease bền muối từ Haloarchaea được sử 

dụng trong sản xuất nước mắm và vật liệu sinh học, trong khi 

bacteriorhodopsin từ Halobacterium salinarum được ứng dụng trong công 

nghệ quang học như võng mạc nhân tạo và máy tính quang học. 

Về mặt môi trường, một số loài Haloarchaea có thể sản xuất polyme 

phân hủy sinh học (PHA) và exopolysaccharide (EPS) có giá trị trong mỹ 

phẩm, dược phẩm và công nghiệp thực phẩm. Túi khí (gas vesicles) của 

chúng đang được nghiên cứu để vận chuyển thuốc trong y học. Đồng thời, 

Haloarchaea tham gia vào chu trình carbon và nitơ, hỗ trợ phân hủy chất hữu 

cơ và duy trì cân bằng sinh thái [29]. 

 Trong lĩnh vực xử lý sinh học, một số loài như Haloferax và Natrialba 

có tiềm năng loại bỏ kim loại nặng và hóa chất độc hại từ môi trường ô 

nhiễm, đặc biệt ở khu vực ven biển. Các nghiên cứu metagenomic cũng chỉ ra 

vai trò quan trọng của chúng trong duy trì quá trình sinh địa hóa tại các hệ 

sinh thái mặn. Như vậy, Haloarchaea không chỉ có vai trò sinh thái quan trọng 

mà còn mang lại nhiều ứng dụng tiềm năng, từ công nghiệp, y sinh đến bảo vệ 

môi trường, mở ra hướng nghiên cứu mới trong khai thác enzyme và các hợp 

chất sinh học giá trị cao. 
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1.2. PHÂN LẬP VI KHUẨN CỔ CHỊU MẶN (HALOARCHAEA) TỪ 

MÔI TRƯỜNG TỰ NHIÊN 

1.2.1. Nguồn thu mẫu để phân lập vi khuẩn cổ chịu mặn 

Vi khuẩn cổ chịu mặn (Haloarchaea) là một nhóm vi sinh vật có khả 

năng sinh trưởng trong môi trường có nồng độ muối cao, thậm chí đạt mức 

bão hòa. Khả năng thích nghi đặc biệt giúp chúng tồn tại trong các hệ sinh 

thái khắc nghiệt như hồ muối, đất siêu mặn, môi trường biển, sản phẩm lên 

men và nhiều nguồn tự nhiên khác. Sự phân lập Haloarchaea từ các môi 

trường khác nhau không chỉ phản ánh tính đa dạng sinh học mà còn mở ra 

nhiều ứng dụng tiềm năng trong công nghiệp và sinh học. 

Ruộng muối tự nhiên (solar): Đây là môi trường phổ biến để phân lập 

Haloarchaea nhờ điều kiện ánh sáng mạnh và nồng độ muối cao, tạo thuận lợi 

cho sự sinh tổng hợp sắc tố carotenoid. Tại Ấn Độ, các chủng như Haloarcula 

rubripromontorii BS2, Haloferax lucentense BBK2 và Halogeometricum 

borinquense E3 được phân lập từ ruộng muối ở Goa và Tamil Nadu, có khả 

năng chịu muối lên đến 25% (w/v). Tại Trung Quốc, các chủng Halorubrum 

sp. SS1 và Halobacterium sp. SS2 được tìm thấy trong muối biển tại Hoàng 

Hoa [30, 31]. 

Đất siêu mặn (hypersaline): Một số chủng mới như Halomicroarcula 

saliterrae sp. nov. và Halomicroarcula onubensis sp. nov. đã được phân lập 

từ đầm lầy muối Odiel Saltmarshes (Tây Ban Nha). Những chủng này có khả 

năng sản xuất carotenoid và phát triển trong điều kiện muối cao, mở ra tiềm 

năng ứng dụng trong công nghiệp sinh học [32]. 

Môi trường biển (marine environments): Các vùng biển ven bờ và đất 

mặn kiềm ven biển cũng là môi trường lý tưởng cho Haloarchaea. Tại Trung 

Quốc, Halomicroarcula laminariae sp. nov. và Halomicroarcula marina sp. 

nov. được tìm thấy trong tảo nâu Laminaria và đất mặn ven biển tỉnh Giang 

Tô. Tại Iran, các chủng Halorubrum và Natrinema được nghiên cứu về khả 

năng chịu kim loại nặng và oxyanion, góp phần vào các ứng dụng xử lý môi 

trường [32, 33]. 

Dịch lên men nước mắm (Fish sauce fermentation broth): Một số chủng 

như Halorubrum sp. SS1, Halobacterium sp. SS2, Halococcus sp. AMS1 và 
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Halorhabdus sp. AMS6 đã được phân lập từ nước mắm lên men. Chúng được 

nghiên cứu về khả năng sản xuất enzyme công nghiệp như protease, amylase, 

chất hoạt động bề mặt và protein chống đông. 

Hồ siêu mặn (Hypersaline lake): Tại Tunisia, Halorubrum chaoviator, 

Natrinema pallidum và Haloarcula tradensis được phân lập từ hồ siêu mặn 

Chott El Jerid. Các chủng này có khả năng tổng hợp poly(3-hydroxybutyrate) 

(PHB) từ tinh bột, ứng dụng trong sản xuất vật liệu sinh học phân hủy tự 

nhiên. 

Các nguồn khác: Tại Ấn Độ, Halogeometricum borinquense và 

Haloferax volcanii được phân lập từ ruộng muối và nghiên cứu về khả năng 

sinh tổng hợp sắc tố carotenoid. Tại Trung Quốc, nhiều chủng mới như 

Halorarius litoreus, Haloglomus halophilum và Natronomonas marina được 

tìm thấy trong trầm tích mặn ven biển, có tiềm năng ứng dụng trong công 

nghệ sinh học. 

Việc phân lập Haloarchaea từ các hệ sinh thái khác nhau đã chứng minh 

tính đa dạng sinh học và khả năng thích nghi vượt trội của nhóm vi khuẩn 

này. Các nghiên cứu không chỉ giúp hiểu rõ đặc điểm sinh hóa, di truyền của 

chúng mà còn mở ra cơ hội ứng dụng trong công nghiệp sinh học, xử lý môi 

trường, sản xuất dược phẩm và thực phẩm chức năng. 

Tại Việt Nam, hệ sinh thái tự nhiên với đặc điểm địa lý đa dạng và điều 

kiện môi trường thuận lợi mang lại tiềm năng lớn cho nghiên cứu và phân lập 

Haloarchaea. Đặc biệt, các khu vực ruộng muối ven biển trải dài từ Bắc vào 

Nam như Hòn Khói (Khánh Hòa) và Hải Lý (Nam Định) là những địa điểm lý 

tưởng để thu thập mẫu phân lập vi khuẩn cổ chịu mặn. Không chỉ vậy, các 

khu vực ven biển miền Trung và miền Nam, với các hệ sinh thái biển giàu 

dinh dưỡng và hệ sinh thái đất mặn kiềm ven biển, cũng là nguồn tiềm năng 

cho việc khai thác và phân lập các chủng vi khuẩn cổ. Ngoài ra, môi trường 

sản xuất nước mắm truyền thống tại các tỉnh ven biển miền Trung, với điều 

kiện muối cao và quá trình lên men tự nhiên, có thể là nguồn thu mẫu lý 

tưởng để nghiên cứu các chủng Haloarchaea sản sinh enzyme quan trọng cho 

công nghiệp thực phẩm và dược phẩm.Việc nghiên cứu và phân lập 

Haloarchaea tại Việt Nam không chỉ giúp làm phong phú thêm cơ sở dữ liệu 
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vi sinh vật chịu mặn mà còn đóng góp vào sự phát triển của các ngành công 

nghiệp sinh học, y học và công nghệ môi trường trong nước.  

1.2.2. Phương pháp phân lập cổ khuẩn 

Việc phân lập và tuyển chọn Haloarchaea từ tự nhiên là một quá trình 

phức tạp, cần kết hợp phương pháp sinh học cổ điển và công nghệ hiện đại. 

Dù có nhiều kỹ thuật tối ưu hóa, hiệu quả phân lập vẫn bị hạn chế do nhu cầu 

dinh dưỡng đặc thù, điều kiện môi trường khắc nghiệt và sự đa dạng sinh lý 

của chúng [14, 34]. Các phương pháp giải trình tự không nuôi cấy giúp mở 

rộng hiểu biết về Archaea, nhưng nghiên cứu nuôi cấy vẫn cần thiết để xác 

nhận các giả thuyết sinh học và tiến hóa. Vì vậy, cải tiến phương pháp phân 

lập vẫn là ưu tiên hàng đầu. 

Phương pháp pha loãng và cấy trải: Đây là phương pháp cơ bản và 

phổ biến nhất, áp dụng cho mẫu từ môi trường tự nhiên như nước muối hoặc 

trầm tích. Mẫu được pha loãng theo cấp số nhân trong dung dịch NaCl phù 

hợp (20-30% w/v) và được trải lên môi trường rắn (thường là môi trường 

MGM - Modified growth medium). Thời gian nuôi cấy kéo dài từ 15 đến 30 

ngày do tốc độ phát triển chậm của Archaea [30]. 

Phương pháp nuôi cấy trong môi trường chọn lọc: Môi trường nuôi 

cấy được thiết kế với các điều kiện sinh lý đặc thù như nồng độ muối cao, pH 

trung tính hoặc kiềm nhẹ, nhằm thúc đẩy sự phát triển của Archaea và hạn chế 

các vi sinh vật khác [35] . 

Phương pháp lọc màng: Được áp dụng cho các mẫu từ môi trường lỏng 

như nước biển hoặc dịch lên men. Mẫu được lọc qua màng lọc có kích thước 

lỗ 0,45 µm, sau đó đặt trực tiếp lên bề mặt môi trường rắn để nuôi cấy dưới 

điều kiện tối ưu [32].  

Các phương pháp phân lập tiên tiến giúp tối ưu hóa khả năng nuôi cấy 

Archaea bằng cách điều chỉnh điều kiện môi trường và tận dụng công nghệ 

hiện đại. Phương pháp OSMAC điều chỉnh yếu tố môi trường để tối đa hóa 

tiềm năng sinh học. Nuôi cấy đồng sinh tái tạo mối quan hệ cộng sinh tự 

nhiên, hỗ trợ sự phát triển của Archaea. Phân lập đơn bào sử dụng công nghệ 

như flow cytometry để tách và nuôi cấy tế bào đơn. DIET thúc đẩy trao đổi 

điện tử giữa các loài, giúp nuôi cấy Archaea khó phân lập. HTC áp dụng hệ 
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thống tự động hóa để thử nghiệm hàng loạt điều kiện môi trường, tối ưu hóa 

quá trình nuôi cấy [31, 33, 36]. 

Các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu quả phân lập 

Sự thành công trong phân lập Archaea phụ thuộc vào nhiều yếu tố, bao 

gồm thành phần môi trường nuôi cấy, điều kiện vật lý, quan hệ cộng sinh và 

thời gian ủ. Thành phần môi trường cần được điều chỉnh chính xác để đáp 

ứng nhu cầu dinh dưỡng của từng chủng, trong khi nhiệt độ, pH, áp suất và độ 

mặn phải mô phỏng đúng môi trường tự nhiên để đảm bảo sự phát triển tối 

ưu. Ngoài ra, một số Archaea phụ thuộc vào mối quan hệ cộng sinh, khiến 

việc thiếu vắng các đối tác phù hợp có thể làm suy giảm khả năng sinh 

trưởng. Do tốc độ phát triển chậm, thời gian ủ kéo dài là cần thiết để các 

chủng đạt mật độ đủ lớn. Việc phát triển và tối ưu hóa các phương pháp phân 

lập không chỉ nâng cao hiệu quả nghiên cứu mà còn mở ra tiềm năng ứng 

dụng to lớn của Archaea trong công nghệ sinh học, y học và môi trường. 

1.2.3. Định danh cổ khuẩn 

Quá trình định danh các chủng Haloarchaea là một bước quan trọng 

trong nghiên cứu vi sinh vật học, nhằm xác định chính xác loài, đặc điểm di 

truyền và khả năng sinh học của các chủng phân lập. Định danh không chỉ 

giúp nhận diện chủng vi sinh vật mà còn tạo nền tảng cho việc đánh giá tiềm 

năng ứng dụng trong công nghệ sinh học, môi trường và công nghiệp. Việc 

định danh Haloarchaea thường dựa trên sự kết hợp giữa các phương pháp 

truyền thống và hiện đại, bao gồm đặc điểm hình thái, xét nghiệm sinh hóa và 

phân tích di truyền. 

1.2.3.1. Đặc điểm hình thái và quan sát khuẩn lạc 

Phương pháp đầu tiên trong quá trình định danh là quan sát đặc điểm 

hình thái của khuẩn lạc trên môi trường nuôi cấy:  

Màu sắc khuẩn lạc: Nhiều chủng Haloarchaea có khả năng sinh sắc tố 

carotenoid, tạo nên màu sắc đặc trưng như đỏ, cam hoặc hồng trên môi trường 

rắn [37]. 

Hình dạng và kích thước: Các khuẩn lạc thường có hình tròn, mép đều 

hoặc lồi nhẹ. Kích thước khuẩn lạc có thể thay đổi tùy thuộc vào điều kiện 

nuôi cấy và chủng vi khuẩn. 
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Cấu trúc tế bào: Quan sát dưới kính hiển vi quang học hoặc kính hiển vi 

điện tử giúp đánh giá hình thái tế bào, thường là hình cầu, que hoặc dẹt và đặc 

trưng bởi màng tế bào ether lipid chịu mặn cao [30]. 

1.2.3.2. Xét nghiệm sinh hóa 

Các xét nghiệm sinh hóa được sử dụng để đánh giá khả năng chuyển hóa 

và sản xuất enzyme của Haloarchaea. Các thử nghiệm phổ biến bao gồm: 

Xét nghiệm sử dụng nguồn carbon: Thử nghiệm khả năng sử dụng nguồn 

carbon khác nhau như glucose, sucrose, xylose hoặc các polysaccharide phức 

tạp. 

Khả năng chịu muối: Đánh giá giới hạn chịu mặn của chủng bằng cách 

nuôi cấy trên môi trường có nồng độ NaCl dao động từ 10% đến 35% [32] . 

1.2.3.3. Phân tích di truyền và định danh phân tử 

Phương pháp định danh Archaea dựa trên gen 16S rRNA là một công cụ 

quan trọng trong nghiên cứu vi sinh vật học, giúp xác định mối quan hệ tiến 

hóa và phân loại các chủng mới. Mặc dù cả vi khuẩn và cổ khuẩn đều sở hữu 

gen 16S rRNA, nhưng Archaea có một số vùng trình tự đặc trưng khác biệt, 

đặc biệt là trong các vùng biến đổi (V2, V4 và V6), cho phép phân biệt chúng 

với vi khuẩn. Để đảm bảo độ chính xác trong quá trình nhận diện, các mồi đặc 

hiệu cho Archaea được thiết kế dựa trên những trình tự bảo tồn riêng biệt của 

nhóm này, giúp tăng cường độ nhạy và độ đặc hiệu khi thực hiện PCR. Ngoài 

ra, phương pháp giải trình tự 16S rRNA kết hợp với phân tích sinh tin học cho 

phép nhận diện chính xác các loài Archaea chưa được nuôi cấy, đồng thời 

cung cấp thông tin quan trọng về sự đa dạng và vai trò sinh thái của chúng 

trong môi trường tự nhiên [38] . 

 1.2.3.4. Đánh giá khả năng sinh học đặc thù 

Bên cạnh định danh phân tử và sinh hóa, việc đánh giá khả năng sinh 

học của Haloarchaea giúp xác định tiềm năng ứng dụng của chúng. Các 

nghiên cứu tập trung vào khả năng sản xuất enzyme chuyển hóa 

polysaccharide (cellulase, chitinase, xylanase, hyaluronidase) trong môi 

trường mặn cao, tổng hợp sắc tố sinh học carotenoid có giá trị trong thực 

phẩm và dược phẩm, cũng như khả năng chịu nhiệt, chịu mặn và ổn định pH 

để ứng dụng trong công nghiệp. Quá trình định danh Haloarchaea đòi hỏi sự 
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kết hợp giữa phương pháp truyền thống và hiện đại, từ quan sát hình thái 

khuẩn lạc đến phân tích di truyền tiên tiến, giúp xác định chính xác loài và 

khám phá tiềm năng sinh học của chúng trong công nghệ sinh học, dược 

phẩm và xử lý môi trường. 

1.3. ENZYME BẺ NGẮN MẠCH POLYSACCHARIDE TỪ VI KHUẨN 

CHỊU MẶN 

1.3.1. Tổng quan về chitinase có nguồn gốc từ Haloarchaea 

Chitin là một polysaccharide bền vững, cấu tạo từ N-acetylglucosamine 

liên kết β-1,4, có trong thành tế bào nấm, vỏ giáp xác và bộ xương ngoài côn 

trùng [39]. Do khó phân hủy sinh học, chitin tích tụ từ nguồn thải công 

nghiệp, đòi hỏi giải pháp xử lý hiệu quả, trong đó chitinase (EC 3.2.1.14) 

đóng vai trò quan trọng. Chitinase thuộc nhóm glycosyl hydrolase, xúc tác 

quá trình phân giải chitin, có ứng dụng trong kiểm soát nấm gây bệnh thực 

vật, thuốc trừ sâu sinh học và xử lý chất thải hải sản [40]. 

Các nghiên cứu đã xác định nhiều chitinase từ cổ khuẩn cực mặn 

(Haloarchaea). Enzyme ChiN1 từ Halobacterium salinarum NRC-1 được 

biểu hiện thành công trong Haloarcula japonica TR-1, cho thấy hoạt tính tối 

ưu ở 55°C, 1 M NaCl và ổn định trong khoảng 1–4,5 M NaCl [41]. Một 

chitinase khác từ Hbt. salinarum được biểu hiện trong Escherichia coli bằng 

bioreactor khuấy cơ học, đạt hoạt tính tối đa tại 1,5 M NaCl, trong khi 

HschiA1 từ cùng loài thể hiện hoạt tính tối ưu ở pH 7,3, 40°C và 1,5 M NaCl 

[42]. 

Ngoài ra, Haloferax mediterranei có khả năng phân giải chitin đồng thời 

tổng hợp poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV), một loại 

bioplastic tiềm năng [43]. Nhiều chủng Haloarchaea khác như 

Halomicrobium, Haloterrigena, Natrinema và Salinarchaeum từ hồ nước 

mặn cũng sản xuất chitinase bền muối cao, với hoạt tính tối ưu trong khoảng 

2–3 M NaCl [44]. Những nghiên cứu này cho thấy tiềm năng ứng dụng lớn 

của chitinase từ cổ khuẩn trong công nghiệp sinh học và môi trường. 

1.3.2. Tổng quan về cellulase có nguồn gốc từ Haloarchaea 

Cellulose là polysaccharide tự nhiên phổ biến nhất trên Trái Đất, bao 

gồm các đơn vị glucose liên kết β-1,4-glycosidic, đóng vai trò cấu trúc chính 
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trong thành tế bào thực vật và là nguồn tài nguyên quan trọng trong công 

nghiệp nhiên liệu sinh học, giấy, dệt may và thực phẩm. Tuy nhiên, do cấu 

trúc tinh thể bền vững và tính không tan trong nước, việc phân hủy cellulose 

phụ thuộc vào hệ enzyme cellulase. 

Cellulase thuộc họ glycoside hydrolase (GH), xúc tác thủy phân liên kết 

1,4-β-D-glycosidic trong cellulose, hemicellulose và lichenin. Hệ enzyme này 

bao gồm ba nhóm chính: endoglucanase (EC 3.2.1.4) cắt đứt liên kết nội 

mạch, exoglucanase (EC 3.2.1.91) thủy phân từ đầu mạch cellulose tạo 

cellobiose và β-glycosidase (EC 3.2.1.21) phân giải cellobiose thành glucose 

[45].  

Các chủng cổ khuẩn chịu mặn (Haloarchaea) tiết cellulase có hoạt tính 

ổn định trong điều kiện khắc nghiệt. Haloarcula sp. LLSG7 sở hữu hệ 

enzyme bền nhiệt, kiềm và muối, trong khi chủng Haloarcula sp. G10 chỉ 

biểu hiện hoạt tính endoglucanase (36 kDa) [46, 47]. Một cellulase từ 

Haloferax sulfurifontis có khả năng hoạt động ở pH 3–9, nồng độ NaCl 0–5M 

và nhiệt độ 20–80°C, cho thấy tiềm năng ứng dụng công nghiệp [48]. 

Cellulase có vai trò quan trọng trong dệt may, sản xuất rượu vang, chế 

biến thực phẩm, thức ăn chăn nuôi, nông nghiệp, bột giấy và giấy, đặc biệt là 

sản xuất nhiên liệu sinh học từ lignocellulose [49]. Quá trình xử lý nguyên 

liệu thường kết hợp phương pháp hóa học và enzyme. Do khả năng chịu muối 

cao, cellulase từ Haloarchaea giúp giảm tiêu thụ nước và năng lượng trong 

giai đoạn loại bỏ muối sinh ra. 

Với nhu cầu năng lượng ngày càng tăng và các thách thức trong thương 

mại hóa nhiên liệu sinh học, cellulase từ Haloarchaea có thể nâng cao hiệu 

suất và tính kinh tế của quá trình sản xuất nhiên liệu từ lignocellulose [50]. 

Một số chủng như Halorhabdus utahensis tổng hợp CBH bền nhiệt, chịu 

muối cao và dung môi ion lỏng, trong khi Haloterrigena turkmenica có hoạt 

tính phân giải cellulose vượt trội, dù tốc độ sinh trưởng chậm [51, 52]. 

Trong ngành dệt may, Halorubrum saccharovorum (GUMFAS1) và 

Halococcus saccharolyticus (GUFF70) có khả năng xử lý nước thải nhuộm 

tổng hợp nhờ hệ enzyme cellulase và xylanase trong môi trường muối cao, 

mang lại lợi thế so với enzyme từ vi khuẩn thông thường [48]. 
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Nhờ khả năng hoạt động ổn định trong điều kiện khắc nghiệt, cellulase 

từ Haloarchaea mở ra tiềm năng lớn trong công nghệ sinh học, đặc biệt trong 

việc cải thiện hiệu suất các quy trình công nghiệp liên quan đến phân hủy sinh 

khối. 

1.3.3. Tổng quan về axit hyaluronic có nguồn gốc từ Haloarchaea 

Axit hyaluronic (HA) là một polysaccharide tự nhiên thuộc nhóm 

glycosaminoglycan, được cấu thành từ các đơn vị lặp lại của D-glucuronic 

acid và N-acetyl-D-glucosamine liên kết thông qua liên kết β-1,3 và β-1,4 

glycosidic. HA có vai trò quan trọng trong việc duy trì cấu trúc và độ ẩm của 

các mô liên kết ở động vật, đặc biệt là trong da, khớp và mắt. Với khả năng 

giữ nước vượt trội và tính chất bôi trơn, HA đã trở thành một hợp chất quan 

trọng trong y học, dược phẩm, mỹ phẩm và kỹ thuật mô. 

Gần đây, các nghiên cứu đã mở rộng phạm vi tìm kiếm nguồn sản xuất 

HA từ vi sinh vật, trong đó cổ khuẩn chịu mặn cao (Haloarchaea) đã nổi lên 

như một nguồn tiềm năng đầy hứa hẹn. Các Haloarchaea, thuộc lớp 

Halobacteria, có khả năng sống và phát triển trong điều kiện khắc nghiệt như 

nồng độ muối cao (3,4–5,1 M NaCl), nhiệt độ và pH thay đổi mạnh. Nhờ vào 

các đặc tính sinh học độc đáo, Archaea có thể tổng hợp các polysaccharide 

ngoại bào (EPS) như HA, với tính chất ổn định cao và khả năng hoạt động tốt 

trong môi trường cực đoan. 

Nghiên cứu cho thấy, các chủng Haloarchaea như Haloferax 

mediterranei và Haloarcula japonica không chỉ có khả năng phân hủy 

polysaccharide mà còn có tiềm năng sản xuất các polymer sinh học, bao gồm 

cả HA và polyhydroxyalkanoates (PHA). Những polysaccharide này thể hiện 

tính ổn định và hoạt tính sinh học vượt trội trong môi trường giàu muối, mở ra 

hướng ứng dụng trong sản xuất các sản phẩm sinh học, mỹ phẩm và y dược. 

Các nghiên cứu về hệ gen của Haloarchaea đã tiết lộ sự hiện diện của các 

gen mã hóa cho các enzyme liên quan đến quá trình tổng hợp HA, chẳng hạn 

như UDP-glucose dehydrogenase và hyaluronan synthase. Việc sử dụng công 

nghệ giải trình tự thế hệ mới đã giúp phát hiện các gen quan trọng trong quá 

trình tổng hợp polysaccharide từ Haloarchaea, từ đó mở ra cơ hội phát triển 
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các phương pháp sản xuất HA mới mang tính bền vững và thân thiện với môi 

trường. 

Một điểm đặc biệt của HA từ Haloarchaea là khả năng chịu được các 

điều kiện khắc nghiệt, bao gồm nồng độ muối cao và áp suất thẩm thấu mạnh, 

giúp tăng độ bền và tính ổn định của sản phẩm. Điều này mang lại nhiều tiềm 

năng ứng dụng trong các ngành công nghiệp như mỹ phẩm cao cấp, y học tái 

tạo, và xử lý sinh học nước thải. 

1.3.4. Một số enzyme thủy phân khác từ Haloarchaea 

Các enzyme có nguồn gốc từ Haloarchaea khác như amylase - enzyme 

thủy phân tinh bột, lipase - enzyme thủy phân các triglyceride axit béo chuỗi 

dài thành axit béo và glycerol, protease - enzyme thủy phân có khả năng phân 

hủy protein (về độ pH, nhiệt độ, v.v.) rất được quan tâm đối với các quy trình 

công nghiệp. Ngoài ra protease, gelatinase, DNAse, lipase, xylanase và 

amylase còn có tiềm năng ứng dụng trong các ngành công nghiệp muối và 

chất tẩy rửa [19]. 

Haloenzyme có một số ưu điểm, chẳng hạn như có thể tối thiểu các bước 

trong quá trình tinh chế, khử trùng và hiệu quả về mặt chi phí [53]. Ở điều 

kiện nồng độ muối cao, các enzym ưa mặn có thể không cần tinh chế hoặc 

khử trùng để sử dụng ứng dụng vì các protein gây ô nhiễm không mong muốn 

hoặc các phân tử sinh học khác không hoạt động trong những điều kiện này 

[54]. Enzyme như lipase và alcohol dehydrogenase từ Haloferax volcanii và 

Haloarcula sp.G41 đã được cố định thành công để tăng cường hiệu suất hoạt 

động [55, 56]. Các enzyme lipase và esterase chịu mặn từ Haloarcula 

marismortui và Natronococcus sp.TC6, rất quan trọng trong nhiều ứng dụng 

công nghệ sinh học, chẳng hạn như sản xuất nhiên liệu sinh học, chất tẩy rửa, 

và dệt may [57, 58]. Protease được sử dụng làm enzyme trong chế biến thực 

phẩm (ví dụ làm mềm thịt), công nghiệp da, dược phẩm và chất tẩy rửa, cũng 

như trong các lĩnh vực công nghệ sinh học và quy trình phục hồi sinh học (ví 

dụ xử lý chất thải) [59].  

Xylan là một thành phần chính của hemicellulose, là polysaccharide tái 

tạo phong phú thứ hai trong tự nhiên, chỉ sau cellulose. Gần đây, các enzyme 

phân giải xylan đã thu hút nhiều sự chú ý do ứng dụng của chúng trong nhiều 
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lĩnh vực như tẩy trắng bột giấy [60], làm trong nước trái cây, chế biến thức ăn 

cho động vật để dễ tiêu hóa hơn, cải thiện chất lượng bánh mì [61, 62], và sản 

xuất bioethanol cũng như biodiesel từ sinh khối [63]. 

Từ các nghiên cứu và tổng quan trên, có thể thấy rằng Haloarchaea là 

nguồn cung cấp các enzyme phân giải polysaccharide đầy tiềm năng, đặc biệt 

là trong môi trường khắc nghiệt có nồng độ muối cao. Những enzyme này, 

bao gồm chitinase, cellulase và hyaluronan synthase (liên quan đến quá trình 

tổng hợp axit hyaluronic - HA), không chỉ thể hiện khả năng phân cắt hiệu 

quả các hợp chất hữu cơ phức tạp mà còn duy trì hoạt tính ổn định trong điều 

kiện nhiệt độ, pH và áp suất thẩm thấu khắc nghiệt. Điều này tạo nền tảng cho 

các ứng dụng quan trọng trong nhiều lĩnh vực như công nghiệp sinh học, xử 

lý môi trường, y học tái tạo và mỹ phẩm. 

1.4. TIỀM NĂNG ỨNG DỤNG CỦA VI KHUẨN CỔ SINH ENZYME 

CHUYỂN HÓA POLYSACCHARIDE. 

1.4.1. Ứng dụng trong xử lý sinh học và công nghiệp năng lượng 

Enzyme cellulase từ vi khuẩn cổ chịu mặn có thể được sử dụng trong sản 

xuất nhiên liệu sinh học từ các nguyên liệu chứa cellulose, đồng thời giúp 

tăng cường quá trình phân hủy sinh học. Cellulase có khả năng phân giải 

cellulose thành đường đơn, là nguyên liệu cần thiết cho quá trình lên men để 

sản xuất ethanol và các loại nhiên liệu sinh học khác. Ngoài ra cellulase có thể 

được sử dụng để cải thiện quá trình sản xuất biogas từ các loại chất thải nông 

nghiệp, rác thải hữu cơ và các nguyên liệu khác giàu cellulose. Sử dụng 

cellulase từ vi khuẩn cổ không chỉ mang lại lợi ích cho ngành công nghiệp 

nhiên liệu sinh học mà còn góp phần vào việc phát triển bền vững và bảo vệ 

môi trường. Xylanase phân hủy xylan thành xylose, được dùng trong ngành 

giấy để tẩy trắng không hóa chất, chế biến thực phẩm và sản xuất phụ gia thức 

ăn chăn nuôi. Chitinase thủy phân chitin từ vỏ tôm cua thành N-

acetylglucosamine, có giá trị trong y học, công nghiệp thủy sản và nông 

nghiệp [17]. 

1.4.2. Ứng dụng trong dược phẩm và mỹ phẩm: 

Chitinase và hyaluronidase có thể được ứng dụng để sản xuất các sản 

phẩm dược phẩm, mỹ phẩm nhờ khả năng chuyển hóa các polysaccharide 
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sinh học, hỗ trợ quá trình chữa lành và tái tạo mô. Hyaluronidase có khả năng 

phân giải hyaluronic acid, một thành phần quan trọng trong mô liên kết. Việc 

này giúp cải thiện lưu thông máu và tạo điều kiện cho quá trình chữa lành vết 

thương. Trong ngành mỹ phẩm, hyaluronidase có thể được sử dụng để điều 

chỉnh nồng độ hyaluronic acid trong các sản phẩm chăm sóc da, giúp cải thiện 

độ ẩm và đàn hồi của da. Chitinase có thể được ứng dụng trong điều trị các 

bệnh liên quan đến nấm, vì nó phân giải chitin, một thành phần chính của 

màng tế bào nấm. Điều này mở ra khả năng phát triển các loại thuốc kháng 

nấm hiệu quả hơn. Cả chitinase và hyaluronidase có thể được nghiên cứu để 

phát triển các sản phẩm bổ sung cho sức khỏe, giúp tăng cường khả năng 

chữa lành và tái tạo của cơ thể. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU  

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

Các chủng vi khuẩn cổ (Archaea) có khả năng sinh trưởng và phát triển 

trong môi trường có nồng độ muối cao. Cụ thể là các chủng vi khuẩn được 

phân lập từ mẫu nước muối, muối tinh thể và trầm tích thu ở các ruộng muối 

Hòn Khói, Ninh Diêm, Ninh Hòa.  Các mẫu dùng để phân lập cổ khuẩn được 

cung cấp bởi Viện Nghiên cứu và Ứng dụng công nghệ Nha Trang (nay là 

Viện Hải dương học). Đây là nguồn mẫu thuộc đề tài nghiên cứu 

HALOPHARM: Vi khuẩn cổ chịu mặn - nguồn enzyme mới cho dược liệu.  

2.1.2.  Hóa chất sử dụng 

Peptone (Sigma), YE (cao chiết xuất nấm men) (Merck), agar (Sigma), 

NaCl (Merck), MgCl2 (Sigma), MgSO4 (Sigma), KCl (Sigma), CaCl2  

(Sigma), chitin (Sigma), CMC (Sigma), HA (Hyaluronic acid) (Sigma), 

sodium azide (Sigma), NaOH (Sigma), dung dịch congo red (Sigma), albumin 

huyết thanh bò (Sigma), acid acetic (Sigma), kháng sinh anisomycin (Santa 

Cruz- Mỹ), xylan Megazyme- Ireland.  

2.1.3.  Dụng cụ, thiết bị: 

Tủ an toàn sinh học (Telstar AV-100), cân phân tích (KD-TBED-600), tủ 

ấm (Memmert), máy khuấy từ gia nhiệt (Velp scientifica), tủ mát 4°C 

(Sanyo), nồi hấp tiệt trùng (Tomy ES-315), tủ sấy (France etuves), 

micropipet, cốc, đũa, bình tam giác thủy tinh các loại, đĩa petri, que cấy trang, 

đèn cồn. 

2.2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phương pháp thu thập mẫu, phân lập vi khuẩn cổ chịu mặn 

(Haloarchaea) 

2.2.1.1. Phương pháp thu thập mẫu 

Mẫu được thu thập tại cánh đồng muối Hòn Khói, Nha Trang, tỉnh 

Khánh Hòa (14°34′23′′ N; 109°13′42′′ E), một trong những khu vực sản xuất 

muối lớn nhất miền Trung Việt Nam vào tháng 6 năm 2023. Các mẫu được 

lấy chủ yếu từ  lớp nước muối còn lại sau quá trình kết tinh muối, có độ mặn 
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cao là môi trường đặc trưng cho vi khuẩn cổ chịu mặn. Một số mẫu có bổ 

sung trầm tích và thảm vi sinh. 

Mẫu được thu thập từ các vị trí được chọn thuộc khu vực ruộng muối, 

chứa trong chai nhựa vô trùng, bảo quản ở 4˚C và chuyển về phòng thí 

nghiệm. 

Tại thời điểm lấy mẫu, các thông số môi trường bao gồm nhiệt độ, độ 

mặn và pH của nước muối được đo trực tiếp tại hiện trường. Các phép đo này 

lần lượt được thực hiện bằng nhiệt kế, khúc xạ kế và máy đo pH nhằm thu 

thập dữ liệu phục vụ cho quá trình phân tích sau này (kết quả được trình bày 

tại Bảng 2.1). 

Bảng 2.1. Đặc điểm mẫu và mô tả địa điểm lấy mẫu 

Tên địa 

điểm 

Ký 

hiệu 

mẫu 

Độ mặn 

(g/L) 
Ph mV 

Nhiệt 

độ (°C) 
Loại mẫu 

Hòn Khói VS1 340 6,9 12 44 
Nước 

muối 

Hòn Khói VS7 165 7,6 -50 36,5 

Nước 

muối và 

trầm tích 

Hòn Khói VS8 320 6,9 32 42,8 
Nước 

muối 

Hòn Khói VS9sed 340 6,8 243 60,2 

Nước 

muối, 

thảm vi 

sinh và 

trầm tích 

2.2.1.2. Phương pháp phân lập vi khuẩn cổ chịu mặn 

Quá trình phân lập vi khuẩn cổ chịu mặn được tiến hành nhằm thu nhận 

các chủng thuần có khả năng sinh trưởng trong điều kiện môi trường có nồng 

độ muối cao. Phương pháp được thực hiện dựa trên việc cấy mẫu vào môi 

trường tăng trưởng chuyên biệt với nồng độ muối cao, sau đó tiến hành các 
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bước chuyển dòng và bảo quản. Các bước thực hiện gồm: 

Chuẩn bị môi trường nuôi cấy (MGM) 

Môi trường nuôi cấy chuyên biệt cho vi khuẩn cổ chịu mặn (MGM - 

Modified Growth Medium) được chuẩn bị với thành phần như sau: 1% (w/v) 

peptone đậu nành (soy peptone), 0,5% (w/v) chiết xuất nấm men (yeast 

extract), 1,5% (w/v) agar (chất đông đặc), hỗn hợp muối với tổng nồng độ 

23% (w/v), bao gồm: 3,1 M NaCl, 0,1 M MgCl₂·6H₂O, 0,1 M MgSO₄·7H₂O, 

0,07 M KCl, 5 × 10⁻³ M CaCl₂·2H₂O (dung dịch CaCl₂ được tiệt trùng riêng 

biệt trước khi thêm vào môi trường). Độ pH của môi trường được điều chỉnh 

trong khoảng từ 7,2 đến 7,4 bằng cách sử dụng dung dịch HCl hoặc NaOH. 

Sau khi điều chỉnh pH, môi trường được tiệt trùng ở nhiệt độ 121°C trong 15 

phút bằng nồi hấp tiệt trùng (autoclave). Sau khi hấp tiệt trùng, môi trường 

được rót vào các đĩa petri vô trùng trong điều kiện tủ an toàn sinh học. Các 

đĩa được để nguội tự nhiên cho đến khi thạch đông cứng hoàn toàn [3]. 

Thực hiện quá trình phân lập: Từ mỗi mẫu, lấy 100 μL dịch mẫu đã 

được chuẩn bị và trải đều lên bề mặt môi trường MGM bằng que cấy hoặc 

tăm bông vô trùng. Các đĩa được ủ trong điều kiện nhiệt độ 40°C và giữ trong 

khoảng thời gian từ 15 đến 30 ngày. Trong quá trình ủ, sự hình thành của các 

khuẩn lạc trên bề mặt thạch được theo dõi định kỳ. Các khuẩn lạc xuất hiện 

trên bề mặt môi trường được chuyển nhiều lần sang môi trường MGM mới để 

thực hiện quá trình thuần hóa (tạo dòng thuần). Việc chuyển dòng liên tục 

giúp đảm bảo tính đồng nhất và ổn định của các chủng vi khuẩn được phân 

lập. 

Bảo quản chủng vi khuẩn: Sau khi thuần hóa, các chủng vi khuẩn cổ 

chịu mặn được bảo quản theo hai hình thức: 

+ Bảo quản ngắn hạn: Các chủng được lưu trữ trong tủ lạnh ở nhiệt độ 

4°C để phục vụ các thí nghiệm tiếp theo trong thời gian ngắn. 

+ Bảo quản dài hạn: Các chủng được lưu giữ trong nitơ lỏng hoặc đông 

sâu ở nhiệt độ -80°C nhằm duy trì tính ổn định và bảo vệ cấu trúc tế bào trong 

thời gian dài. 
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2.2.1.3. Sàng lọc chủng vi khuẩn cổ nhạy cảm với kháng sinh 

anisomycin. 

Thử nghiệm tính nhạy cảm kháng sinh được thực hiện nhằm lựa chọn 

các chủng vi khuẩn cổ chịu mặn có tiềm năng sinh enzyme từ tất cả các mẫu 

phân lập. Thí nghiệm được tiến hành dựa trên phương pháp khuếch tán trên 

đĩa thạch (disk diffusion method), sử dụng kháng sinh anisomycin (Santa 

Cruz Biotechnology, USA) với hàm lượng 30 μg/đĩa theo hướng dẫn của các 

nghiên cứu trước đây [1, 64, 65]. 

Các chủng vi khuẩn cổ được nuôi cấy trong môi trường MGM lỏng có 

bổ sung muối ở điều kiện tối ưu. Sau khi phát triển, các tế bào được thu gom 

và pha loãng bằng dung dịch NaCl 0,85% vô trùng để đạt được mật độ vi sinh 

vật tương đương với chuẩn 0,5 McFarland (tương đương khoảng 1,5 × 10⁸ 

CFU/mL), sau đó tiến hành các bước thí nghiệm sau: 

- Chuẩn bị môi trường thạch: Môi trường thạch MGM được rót vào các 

đĩa petri vô trùng và để nguội đến khi đông đặc. Trước khi cấy, bề mặt thạch 

cần được để khô ở điều kiện vô trùng trong khoảng 10–15 phút để tránh ảnh 

hưởng đến sự khuếch tán của kháng sinh. 

- Cấy vi khuẩn lên đĩa thạch: Dùng tăm bông vô trùng thấm đều dung 

dịch huyền phù vi khuẩn, sau đó trải đều lên toàn bộ bề mặt đĩa thạch theo ba 

hướng vuông góc để đảm bảo sự phân bố đồng đều. Để đĩa khô tự nhiên trong 

khoảng 10–15 phút ở điều kiện vô trùng. 

- Đặt đĩa kháng sinh: Các đĩa kháng sinh chứa 30 μg anisomycin được 

đặt lên bề mặt thạch bằng kẹp vô trùng. Cần ấn nhẹ để đĩa tiếp xúc tốt với bề 

mặt môi trường nhằm đảm bảo sự khuếch tán hiệu quả của kháng sinh vào 

thạch. 

- Ủ đĩa thạch: Các đĩa thạch sau khi cấy và đặt kháng sinh được đặt trong 

tủ ấm tại nhiệt độ từ 37°C đến 42°C trong thời gian 7–20 ngày, tùy theo tốc 

độ sinh trưởng của từng chủng vi khuẩn cổ. 

- Đọc kết quả: Sau thời gian ủ, các đĩa được kiểm tra sự xuất hiện của 

các vòng trong suốt (vòng ức chế) xung quanh đĩa kháng sinh.  

+ Chủng nhạy cảm: Khi xuất hiện vòng ức chế rõ ràng xung quanh đĩa 

kháng sinh, chứng tỏ chủng vi khuẩn có khả năng bị ức chế bởi anisomycin. 
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+ Chủng kháng: Khi không xuất hiện hoặc xuất hiện vòng ức chế nhỏ, 

chứng tỏ chủng vi khuẩn có khả năng kháng hoặc chịu được anisomycin. 

2.2.2. Phương pháp xác định tiềm năng sinh enzyme thủy phân 

polysaccharide từ các chủng vi khuẩn thu được. 

2.2.2.1. Sàng lọc Haloarchaea theo định hướng sinh enzyme thủy 

phân chitin. 

Để sàng lọc định tính khả năng sinh enzyme chitinase của các chủng cổ 

khuẩn, sử dụng môi trường MGM không chứa pepton, bổ sung 1% (w/v) 

chitin làm nguồn carbon duy nhất [3]. Môi trường được hấp ở điều kiện 

121˚C  trong 15 phút, sau đó mang đi đổ vào đĩa petri, khi đổ xong để các đĩa 

môi trường trong tủ an toàn sinh học cho đến khi thạch nguội, đông cứng. 

Năm chủng vi sinh vật tuyển chọn được cấy sinh khối lên môi trưởng thử 

nghiệm, ủ ở nhiệt độ 40°C trong vòng 30 ngày. Sự xuất hiện của vòng phân 

giải trong suốt xung quanh khuẩn lạc là dấu hiệu chứng tỏ khả năng sinh 

enzyme chitinase. 

2.2.2.2. Sàng lọc Haloarchaea theo định hướng sinh enzyme thủy 

phân cellulose/xylan: 

Pha môi trường thạch MGM không chứa peptone, bổ sung 23% (w/v) 

muối và 1% (w/v) carboxymethyl cellulose (CMC) làm nguồn carbon duy 

nhất. Môi trường sẽ được hấp ở điều kiện 121˚C  trong 15 phút. Sau đó mang 

đi đổ vào đĩa petri, sau khi đổ xong để các đĩa môi trường trong tủ an toàn 

sinh học cho đến khi thạch nguội, đông cứng. 

Dùng que cấy trang cấy các chủng vi khuẩn cổ đã được làm thuần và thử 

nghiệm độ nhạy với kháng sinh anisomycin lên môi trường thạch, ủ ở 40°C 

trong 15-30 ngày. Sau đó đĩa môi trường sẽ được nhuộm với dung dịch thuốc 

nhuộm iodine trong 15 phút, cuối cùng đĩa thạch được rửa lại với nước nhiều 

lần, chủng vi sinh thủy phân CMC sẽ tạo vùng không màu xung quanh điểm 

sinh khối vi sinh vật phát triển. 

2.2.2.3. Sàng lọc Haloarchaea sinh hyaluronidase 

Hoạt tính hyaluronidase được đánh giá bằng phương pháp khuếch tán đĩa 

thạch. Môi trường thạch được chuẩn bị với các thành phần: 1% thạch Noble, 
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0,4 mg/mL hyaluronic acid, 1% muối NaCl, albumin huyết thanh bò (BSA) 

và 0,1% sodium azide; môi trường được hấp ở điều kiện 121˚C trong 15 phút. 

Môi trường sau khi hấp được mang đi đổ vào đĩa petri, sau khi đổ xong để các 

đĩa môi trường trong tủ an toàn sinh học cho đến khi thạch nguội, đông cứng, 

đồng thời tạo các giếng có đường kính 6mm trên đĩa thạch.  

Để kiểm tra hoạt tính enzyme, 0,1 mL dung dịch nuôi cấy vi sinh trong 

môi trường MGM được thêm vào từng giếng. Sau đó các đĩa được ủ ở 37°C 

trong 3–5 ngày, tiếp theo nhuộm đĩa thạch với dung dịch acetic acid 2N trong 

30 phút. Trong môi trường này, hyaluronic acid không bị phân hủy sẽ tạo 

thành kết tủa, làm vùng thạch xung quanh giếng trở nên mờ đục. Các vùng 

trong suốt xuất hiện quanh giếng là dấu hiệu của hoạt tính enzyme 

hyaluronidase, cho thấy sự phân hủy hyaluronic acid bởi enzyme do vi sinh 

vật tiết ra. 

2.2.2.4. Phương pháp phân loại chủng vi khuẩn cổ chịu mặn tuyển 

chọn 

 Thu nhận DNA tổng của các chủng Haloarchaea tuyển chọn  

Quy trình tách chiết DNA tổng được thực hiện với sự hỗ trợ của bộ kit 

tách chiết DNA chuyên dụng dành cho vi khuẩn cổ chịu mặn, cụ thể là bộ kit 

GNOME DNA (MP Biomedicals). Quy trình thực nghiệm như sau:  

Ly giải tế bào: Màng lọc chứa tế bào vi khuẩn cổ và mẫu trầm tích được 

đưa vào dung dịch đệm ly giải đặc biệt, có chứa enzyme lysozyme để phá vỡ 

lớp màng tế bào chắc chắn của vi khuẩn cổ. Mẫu được ủ ở 37°C trong 30 

phút, sau đó được xử lý thêm bằng sodium dodecyl sulfate và proteinase K ở 

55°C trong 1-2 giờ để loại bỏ protein và các tạp chất khác.  

Loại bỏ tạp chất và tinh sạch DNA: Sau khi ly giải tế bào, mẫu được xử 

lý bằng dung dịch phenol-chloroform-isoamyl alcohol (tỉ lệ 25:24:1) nhằm 

loại bỏ các thành phần không phải DNA như protein và lipid. Hỗn hợp sau đó 

được ly tâm để tách lớp nước chứa DNA ra khỏi các lớp tạp chất. Quá trình 

tinh sạch này được thực hiện ít nhất hai lần để đảm bảo loại bỏ hoàn toàn tạp 

chất, giúp thu được DNA có độ tinh khiết cao.  

Kết tủa và thu nhận DNA: Lớp trên cùng chứa DNA sau khi tinh sạch 

được đưa vào dung dịch isopropanol lạnh và ủ ở -20°C trong 1 giờ để DNA 



24 

 

 

kết tủa. DNA sau đó được ly tâm và rửa bằng ethanol 70% để loại bỏ các tạp 

chất còn sót lại. DNA thu được được hòa tan trong dung dịch TE hoặc nước 

cất vô trùng và bảo quản ở -20°C.  

Kiểm tra chất lượng và định lượng DNA: DNA tổng được kiểm tra chất 

lượng và độ tinh khiết bằng cách điện di trên gel agarose 0,8% và đo độ hấp 

thụ ánh sáng ở bước sóng 260/280nm bằng thiết bị Qubit™ 4 Fluorometer 

(Thermo Fisher). Trong nghiên cứu này, độ tinh sạch và nồng độ DNA của 

các mẫu vi khuẩn cổ được xác định bằng máy đo quang phổ UV-Vis (máy 

cho phép xác định nồng độ DNA thông qua khả năng hấp thụ ánh sáng ở bước 

sóng 260nm, nơi DNA có khả năng hấp thụ mạnh nhất) nhằm đảm bảo DNA 

có chất lượng cao, thích hợp cho các phân tích PCR và giải trình tự gen.  

 Phương pháp PCR đoạn 16S rRNA của chủng cổ khuẩn tuyển chọn 

Để xác định đặc điểm phân loại của các chủng Haloarchaea tuyển chọn, 

gen 16S rDNA đã được khuếch đại bằng phương pháp phản ứng chuỗi 

polymerase (PCR). Phản ứng PCR được thực hiện trong tổng thể tích 25 µL, 

bao gồm 12,5 µL dung dịch Master Mix (chứa Taq polymerase, buffer, MgCl₂ 

và dNTPs), 1 µL mồi xuôi 4F (5′-TCCGGTTGATCCTGCRG-3′, 10 µM), 1 

µL mồi ngược 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′, 10 µM), 2 µL 

mẫu DNA khuôn (20-50 ng/µL) và 8,5 µL nước cất không chứa 

DNase/RNase. Chu trình PCR được tiến hành trên máy nhân gen nhiệt với 

điều kiện gồm biến tính ban đầu ở 95°C trong 5 phút, theo sau là 35 chu kỳ 

gồm biến tính ở 95°C trong 30 giây, bắt cặp ở 55°C trong 30 giây và kéo dài 

ở 72°C trong 90 giây, kết thúc với bước kéo dài cuối cùng ở 72°C trong 10 

phút. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng phương pháp điện di trên gel 

agarose 1,5% trong đệm TAE, sử dụng chất nhuộm ethidium bromide hoặc 

chất thay thế an toàn, và chạy điện di ở 100 V trong 40 phút. Sau đó, sản 

phẩm được quan sát dưới đèn UV và so sánh với thang DNA chuẩn để xác 

định kích thước, với đoạn khuếch đại dự kiến khoảng 1,5 kb. Sản phẩm 

khuếch đại (amplicon) được làm sạch và giải trình tự trên nền tảng Illumina 

MiSeq tại Macrogen Inc, Hàn Quốc (http://dna.macrogen.com/main.do).   

 Xây dựng và phân tích cây phát sinh loài 

Cây phát sinh loài được xây dựng dựa trên trình tự gen 16S rRNA của 

http://dna.macrogen.com/main.do
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các chủng vi khuẩn cổ được tuyển chọn. Phương pháp phân tích được thực 

hiện theo thuật toán Neighbor-Joining bằng phần mềm MEGAXI. Độ tin cậy 

của các nhánh trên cây được đánh giá thông qua phương pháp Bootstrap với 

1000 lần lặp lại nhằm đảm bảo tính chính xác và độ ổn định của mô hình. 

Cây phát sinh loài được thiết lập nhằm mục đích xác định mối quan hệ 

tiến hóa giữa các trình tự gen thu được từ nghiên cứu này với các trình tự 

tham chiếu đã được công bố. Quá trình trực quan hóa cây được thực hiện 

thông qua nền tảng trực tuyến chiplot online [66]. 



26 

 

 

Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả phân lập cổ khuẩn từ các mẫu thu ở các đồng muối Hòn 

Khói 

3.1.1. Kết quả phân lập vi khuẩn từ các mẫu thu nhận được 

Khu vực Hòn Khói, tỉnh Khánh Hòa, nổi tiếng với các cánh đồng muối 

tự nhiên, tạo nên môi trường siêu mặn đặc trưng và lý tưởng cho sự phát triển 

của các vi sinh vật ưa mặn, đặc biệt là vi khuẩn cổ (Archaea). Các hệ sinh thái 

siêu mặn này đóng vai trò như một nguồn tài nguyên quý giá để nghiên cứu 

các vi sinh vật ưa cực, vốn có khả năng sinh tồn và hoạt động hiệu quả trong 

điều kiện khắc nghiệt. Từ 04 mẫu thu nhận tại ruộng muối Hòn Khói, tỉnh 

Khánh Hòa, sau thời gian 5-7 ngày nuôi cấy, qua kết quả quan sát trên các đĩa 

môi trường phân lập cho thấy các chủng vi sinh vật mọc rất chậm, hình dạng 

khuẩn lạc quan sát rõ ràng sau 20 ngày nuôi cấy (Hình 3.1). 

(

A) 

 

(

 B)  

 

Hình 3.1. Hình ảnh các khuẩn lạc phân lập được. 

Chú thích: Các khuẩn lạc phân lập được sau 20 ngày nuôi cấy ở 37℃ 

trong điều kiện hiếu khí (A) và sau 30 ngày nuôi cấy ở nhiệt độ 37℃ (B). 

Sau một thời gian nuôi cấy, môi trường trong đĩa thạch bị mất nước dẫn 

đến hiện tượng kết tinh muối. Dù nồng độ muối tăng cao nhưng các chủng vi 

sinh vật vẫn tiếp tục sinh trưởng, chứng tỏ chúng có khả năng chịu mặn tốt. 

Tuy nhiên, khi cấy chuyển các khuẩn lạc từ đĩa nuôi cấy ban đầu sang 

môi trường có nồng độ muối dưới 20% vi sinh vật không phát triển. Điều này 

cho thấy đây là các chủng ưa mặn bắt buộc (Obligate halophiles), tức là chúng 
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cần một nồng độ muối nhất định để duy trì hoạt động sinh lý và trao đổi chất. 

Trong môi trường có nồng độ muối thấp, áp suất thẩm thấu bên trong tế bào 

bị mất cân bằng, có thể gây ly giải tế bào hoặc ức chế các quá trình sinh 

trưởng. Do dó, quá trình làm thuần các chủng vi sinh vật vẫn tiến hành trên 

môi trường phân lập trên môi trường MGM nồng độ muối trên 23%. 

Từ 04 mẫu thu nhận tại ruộng muối Hòn Khói, tỉnh Khánh Hòa, đã phân 

lập được 27 chủng vi sinh vật, một số đặc điểm của vi sinh vật phân lập được 

thể hiện ở Bảng 3.1.  

Bảng 3.1 Đặc điểm của các chủng vi sinh vật phân lập được 

TT 

Ký 

hiệu 

chủng 

Hình ảnh 

khuẩn lạc 

Hình 

dạng 

Màu 

sắc 

Độ 

đục 

Độ 

cao 

Bề 

mặt 
Viền 

1 M1.1 

 

Tròn Trắng Trong Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

2 M1.2 

 

Tròn  Trắng   Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

3 M1.3 

 

Tròn Trắng  Trong Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

4 M1.4 

 

Tròn 
 Vàng 

nhạt 
Đục Lồi Bóng 

Biền 

trơn 

5 M1.5 

 

Tròn Trắng Trong Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

6 M2.1.1 

 

Tròn Trắng  
Đục 

nhẹ 

Nhân 

Lồi 
Bóng 

Viền 

trơn 

7 M2.1.2 

 

Tròn Vàng  Đục 
Nhân 

Lồi 
Bóng 

Viền 

trơn 
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TT 

Ký 

hiệu 

chủng 

Hình ảnh 

khuẩn lạc 

Hình 

dạng 

Màu 

sắc 

Độ 

đục 

Độ 

cao 

Bề 

mặt 
Viền 

8 M2.1.3 
 

Tròn Vàng  Đục 
Nhân 

lồi 
Bóng 

Viền 

trơn 

9 M2.1.4 

 

Tròn 
Cam 

đậm 
Đục 

Nhân 

lồi 
Bóng 

Viền 

trơn 

10 M3.1 

 

Vô 

định 

hình 

Hồng 

nhạt 
Đục 

Nhân 

lồi 
Bóng 

Viền 

trơn 

11 M3.2 

 

Tròn Trắng Đục 

Nhân 

lồi 

trắng 

đục 

Bóng 
Viền 

trơn 

12 M3.3 

 

Tròn Trắng Trong Lồi Bóng 

Viền 

trơn 

mờ 

13 M5.1 

 

Tròn Vàng  Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

14 M5.2 

 

Tròn Trắng Đục 
Nhân 

lồi 
Bóng 

Viền 

trơn 

15 M5.3 

 

Tròn 
Đỏ 

Nâu 
Đục 

Nhân 

nâu lồi 
Mờ 

Viền 

trơn 

16 M5.4 

 

Tròn Vàng  Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

17 M5.5 

 

Tròn Vàng Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 
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TT 

Ký 

hiệu 

chủng 

Hình ảnh 

khuẩn lạc 

Hình 

dạng 

Màu 

sắc 

Độ 

đục 

Độ 

cao 

Bề 

mặt 
Viền 

18 M5.6 

 

Tròn Trắng Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

19 M5.7 

 

Tròn Vàng       Đục 

Nhân 

lồi 

vàng 

đậm 

Bóng 
Viền 

trơn 

20 M5.8 

 

Tròn Trắng Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

21 M5.9 

 

Tròn Trắng Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

22 M5.10 

 

Tròn Hồng Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

23 M5.11 

 

Tròn Cam  Đục 
Nhân 

lồi 
Bóng 

Viền 

trơn 

24 M6.1 

 

Tròn 
Vàng 

nhạt  
Đục Lồi Bóng 

Viền 

trơn 

25 M6.2 

 

Tròn Trắng Trong Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

26 M6.3 

 

Tròn Vàng Đục Lồi Bóng 
Viền 

trơn 

27 M6.4 

 

Tròn Trắng Trong Lồi Bóng 
Viền 

trơn 
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Hình ảnh các đĩa phân lập cho thấy các chủng vi sinh vật có sự khác biệt 

rõ rệt về hình thái khuẩn lạc, bao gồm kích thước, màu sắc và bề mặt khuẩn 

lạc. Trong tổng số 27 chủng vi sinh vật đã được phân lập, mẫu VS9 có số 

lượng vi sinh vật được phân lập nhiều nhất (12 chủng), tiếp theo là mẫu VS8 

(7 chủng), VS7 (5 chủng) và thấp nhất là VS1 (3 chủng). So với nghiên cứu 

của Maryam và cộng sự (phân lập được 500 chủng từ 3 mẫu) [3] số lượng 

chủng phân lập trong nghiên cứu này thấp hơn. Sự khác biệt có thể bắt nguồn 

từ điều kiện môi trường như nồng độ muối, hàm lượng chất hữu cơ hoặc 

phương pháp phân lập. Cụ thể, hàm lượng muối trong các mẫu của nghiên 

cứu này dao động từ 165–375 g/L, cao hơn rất nhiều so với mức 2,3–2,8 g/L 

trong các mẫu của Maryam và cộng sự. Điều này cho thấy rằng các chủng vi 

sinh vật được phân lập trong nghiên cứu này là những chủng có khả năng 

thích nghi và tồn tại ở điều kiện siêu mặn, đặc trưng của môi trường đồng 

muối. Ngoài ra, nhiệt độ tại thời điểm thu mẫu dao động từ 36,5 đến 60,2℃ 

và môi trường nuôi cấy được duy trì ở 40℃ trong 4 tuần nuôi cấy, cho thấy 

các chủng vi sinh vật này cũng có khả năng chịu nhiệt cao, phù hợp với các 

điều kiện khắc nghiệt của môi trường siêu mặn. 

 

Hình 3.2. Số lượng và màu sắc khuẩn lạc sau khi phân lập 

Về màu sắc khuẩn lạc, từ hình 3.2, có thể thấy rằng màu sắc khuẩn lạc 

phân lập được khá đa dạng, phản ánh sự phong phú của hệ vi sinh vật chịu 

mặn trong môi trường thu mẫu. Trong tổng số 27 chủng vi sinh vật, 13 chủng 

(≈ 48%) có khuẩn lạc màu trắng, chiếm tỷ lệ cao nhất. Điều này cho thấy 

phần lớn các chủng phân lập có thể thuộc nhóm vi khuẩn chịu mặn vừa phải 

(Moderate halophiles) hoặc vi khuẩn Halotolerant, vốn không sinh nhiều sắc 
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tố bảo vệ. Nhóm khuẩn lạc trắng này có thể bao gồm các chi như Bacillus 

hoặc Halomonas thường gặp trong môi trường nước mặn hoặc ruộng muối 

[67]. 

Bên cạnh đó, 14 chủng (≈ 52%) có khuẩn lạc màu sắc khác nhau, bao 

gồm vàng (9 chủng), cam (2 chủng), hồng (2 chủng) và đỏ nâu (1 chủng). 

Trong đó, màu cam và hồng đặc trưng cho nhóm Haloarchaea ưa mặn cực 

đoan, do sự hiện diện của sắc tố carotenoid như bacterioruberin. Cụ thể, các 

chủng M3.1 (hồng nhạt), M5.10 (hồng), M2.1.4 (cam đậm) và M5.11 (cam) 

có thể thuộc họ Halobacteriaceae hoặc Haloferacaceae, những nhóm vi sinh 

vật có khả năng chịu mặn cao. Các sắc tố này giúp bảo vệ tế bào khỏi stress 

oxy hóa và bức xạ UV, đồng thời có tiềm năng ứng dụng trong công nghiệp 

thực phẩm, mỹ phẩm và y học. 

Màu vàng cũng chiếm tỷ lệ đáng kể với 9 chủng (M1.4, M2.1.2, M2.1.3, 

M5.1, M5.4, M5.5, M5.7, M6.1, M6.3), có thể là kết quả của các carotenoid 

khác như β-carotene hoặc lycopene. Những chủng này có thể thuộc nhóm vi 

khuẩn Chromohalobacter, Salinibacter, hoặc một số Bacillus ưa mặn. Đáng 

chú ý, M5.3 (đỏ nâu) là chủng duy nhất có màu sậm hơn, có thể liên quan đến 

sự tích lũy dày đặc của sắc tố bacterioruberin hoặc các hợp chất chống oxy 

hóa đặc biệt. 

Nhìn chung, sự phân bố màu sắc khuẩn lạc trong các chủng vi sinh vật 

phân lập được phù hợp với đặc điểm môi trường có độ mặn cao, khi có sự 

hiện diện đồng thời của cả vi khuẩn chịu mặn trung bình (khuẩn lạc trắng) và 

cổ khuẩn ưa mặn cực đoan (khuẩn lạc cam, hồng, đỏ nâu). Điều này cho thấy 

tiềm năng ứng dụng đa dạng của các chủng phân lập trong sản xuất enzyme 

chịu mặn, sắc tố sinh học và các hợp chất có giá trị sinh học khác. 

3.1.2. Kết quả sàng lọc hoạt tính nhạy cảm với kháng sinh 

anisomycin. 

Trong số 27 chủng vi sinh vật được phân lập, để bước đầu xác định 

chúng thuộc nhóm cổ khuẩn hay vi khuẩn chịu mặn, chúng tôi tiến hành thử 

nghiệm độ nhạy cảm với kháng sinh anisomycin. Kết quả cho thấy có 5 chủng 

vi sinh vật nhạy cảm với anisomycin, bao gồm M2.1.4, M5.1, M5.3, M5.7 và 

M5.11 (Bảng 3.2).  
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Bảng 3.2 Hoạt tính nhạy cảm với kháng sinh anisomycin của các chủng 

vi sinh vật tuyển chọn 

STT 
Nguồn phân 

lập 

Màu sắc khuẩn 

lạc 

Ký hiệu 

chủng 

Nhạy cảm với 

kháng sinh 

anisomycin 

1 VS1 

 

M2.1.4 + 

2 VS7 

 

M5.1 + 

3 VS7 

 

M5.3 + 

4 VS7 

 

M5.7 + 

5 VS7 

 

M5.11 + 

Dựa trên kết quả thử nghiệm, tất cả năm chủng vi khuẩn cổ phân lập 

được (M2.1.4, M5.1, M5.3, M5.7, và M5.11) đều cho thấy khả năng nhạy 

cảm với anisomycin thông qua sự xuất hiện của các vòng ức chế trên môi 

trường nuôi cấy, mặc dù vòng phân giải chưa rõ ràng. Anisomycin là một 

kháng sinh được biết đến với khả năng ức chế tổng hợp protein ở sinh vật 

nhân thực và cổ khuẩn bằng cách gắn vào vị trí trung tâm peptidyl transferase 

trên ribosome, ngăn chặn sự hình thành liên kết peptide trong quá trình dịch 

mã. Tuy nhiên, ribosome của vi khuẩn nhân sơ, bao gồm cả vi khuẩn chịu 

mặn, có cấu trúc khác biệt tại vị trí này, khiến anisomycin không thể gắn kết 

hiệu quả, dẫn đến sự kháng thuốc tự nhiên ở các vi khuẩn này [68]. 
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Mặc dù tất cả chủng đều được đánh giá là nhạy cảm với anisomycin, tuy 

nhiên, vòng phân giải quanh đĩa anisomycin không rõ ràng. Điều này có thể 

do nguyên nhân: 

- Khả năng sinh trưởng chậm của các chủng vi khuẩn cổ và thời gian 

quan sát kéo dài: Vòng phân giải chỉ bắt đầu xuất hiện rõ hơn sau 20 ngày 

nuôi cấy, cho thấy tốc độ phát triển của vi khuẩn cổ chịu mặn chậm hơn so 

với vi khuẩn thông thường, đặc biệt trong điều kiện phòng thí nghiệm. 

Quan sát trên môi trường nuôi cấy cho thấy các khuẩn lạc của các chủng 

nhạy cảm xuất hiện với màu sắc từ cam nhạt đến đỏ đậm. Đây là đặc điểm 

sinh học điển hình của các chủng vi khuẩn cổ chịu mặn (Haloarchaea), do các 

sắc tố carotenoid (chủ yếu là bacterioruberin) được tổng hợp nhằm bảo vệ tế 

bào trước các tác nhân gây stress oxy hóa và điều kiện muối cao. Đặc biệt là 

sự xuất hiện của các khuẩn lạc có màu đỏ hoặc hồng như các chủng  M2.1.4, 

M5.1, M5.3, M5.7 và  M5.11; kết hợp với các thông tin từ các nghiên cứu 

trước đây, có thể dự đoán rằng đây là các chủng cổ khuẩn có khả năng thuộc 

các họ Haloarculaceae, Halobacteriaceae và Haloferacaceae. Các họ này bao 

gồm các chi như Halorubrum, Haloferax và Haloarcula, vốn phổ biến trong 

môi trường siêu mặn và thường thể hiện màu sắc khuẩn lạc đặc trưng do sự 

hiện diện của sắc tố carotenoid như bacterioruberin [37]. 

Từ các kết quả phân tích nêu trên, kết hợp cùng điều kiện độ mặn cao 

(165–375 g/L) của địa điểm thu mẫu (đồng muối Hòn Khói), các chủng vi 

khuẩn phân lập được dự đoán có nhiều khả năng thuộc các loài ưa mặn cực 

đoan, phù hợp với các loài cổ khuẩn đã được ghi nhận trong các nghiên cứu 

tương tự [69]. Hơn nữa, kết quả phân tích metagenomics trong một công bố 

liên quan  đã xác định rằng các nhóm cổ khuẩn chính trong mẫu nghiên cứu 

bao gồm Halorubrum, Halobacterium và Haloarcula từ các họ 

Halobacteriaceae, Haloferacaceae và Haloarculaceae. Đặc biệt, mẫu VS7 có 

sự hiện diện cao của nhóm Nanohaloarchaeota (78,5%), cho thấy tính đặc thù 

về điều kiện môi trường siêu mặn tại khu vực đồng muối này [70]. 
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3.2. Kết quả sàng lọc Haloarchaea có khả năng sinh enzyme phân cắt 

chitin, cellulose/xylan và HA. 

Trong nghiên cứu này, năm chủng vi sinh vật cổ chịu mặn gồm  

VS1M2.1.4, VS7M5.1, VS7M5.3, VS7M5.7 và VS7M5.11 đã được tuyển 

chọn và sàng lọc khả năng phân cắt các polysaccharide quan trọng, bao gồm 

chitin, cellulose/xylan và HA. Những polysaccharide này có vai trò quan 

trọng trong tự nhiên, đặc biệt là chitin - thành phần chính của lớp vỏ động vật 

giáp xác, cellulose/xylan - thành phần cấu trúc của thực vật, và hyaluronan - 

một polysaccharide sinh học có ứng dụng y học rộng rãi. Kết quả sàng lọc đã 

giúp đánh giá tiềm năng sinh enzyme phân giải polysaccharide của các chủng 

vi sinh vật khảo sát, được thể hiện chi tiết trong Bảng 3.3. 

Bảng 3.3. Khả năng thuỷ phân chitin, cellulose/xylan và HA của các chủng 

Haloarchaea 

Mẫu cổ khuẩn 
Hoạt tính enzyme trên các cơ chất 

Chitin CMC HA 

VS1M2.1.4 +/- - +/- 

VS7M5.1 +/- +++ + 

VS7M5.3 ++ +++ +++ 

VS7M5.7 ++ ++ +/- 

VS7M5.11 +/- - ++ 

Ghi chú: +/-: Hoạt tính rất yếu hoặc không rõ ràng; +: Hoạt tính yếu; 

++: Hoạt tính trung bình; +++: Hoạt tính mạnh. 

* Khả năng thuỷ phân chitin 

Chitin là một polysaccharide cấu trúc quan trọng trong thành tế bào của 

nấm và lớp vỏ của động vật giáp xác. Kết quả sàng lọc cho thấy các chủng cổ 

khuẩn có mức độ hoạt tính phân giải chitin khác nhau: 

- Các chủng VS7M5.3 và VS7M5.7 thể hiện khả năng sinh enzyme phân 

giải chitin mạnh nhất (++), chứng tỏ đây là các chủng tiềm năng trong việc 

khai thác enzyme chitinase. 
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- Các chủng VS1M2.1.4, VS7M5.1 và VS7M5.11 có hoạt tính yếu (+/-), 

chỉ xuất hiện vòng phân giải nhỏ, cho thấy khả năng sản xuất enzyme này còn 

hạn chế. 

Các nghiên cứu trước đây cũng ghi nhận rằng nhiều chủng Haloarchaea 

như Halobacterium salinarum và Haloferax mediterranei, có khả năng sản 

xuất chitinase bền muối cao, hoạt động tối ưu trong môi trường chứa NaCl từ 

1 đến 4,5 M. Cụ thể, chitinase tái tổ hợp ChiN1 từ Hbt. salinarum NRC-1 đã 

được biểu hiện thành công trong Haloarcula japonica TR-1, cho thấy hoạt 

tính tối ưu ở 55°C và duy trì ổn định trong môi trường muối cao [41].  

Bên cạnh đó, một số chủng như Halomicrobium và Natrinema từ hồ siêu 

mặn đã được phát hiện có khả năng phân giải chitin mạnh, với enzyme hoạt 

động hiệu quả ở nồng độ NaCl 2–3 M  [44]. Những nghiên cứu này phù hợp 

với kết quả thu được trong đề tài, cho thấy các chủng cổ khuẩn phân lập có 

tiềm năng ứng dụng trong công nghệ enzyme bền muối. 

Tóm lại, các chủng VS7M5.3 và VS7M5.7 nổi bật với hoạt tính chitinase 

cao, có thể được khai thác để ứng dụng trong xử lý phế phẩm chứa chitin từ 

công nghiệp thủy sản hoặc sản xuất enzyme sinh học phục vụ y học và nông 

nghiệp. 

* Khả năng thuỷ cellulose/xylan 

Trong nghiên cứu này, cơ chất thử nghiệm được sử dụng là 

Carboxymethyl Cellulose (CMC), một dạng cellulose hòa tan được dùng phổ 

biến để đánh giá hoạt tính cellulase trong các nghiên cứu vi sinh vật. CMC là 

một dẫn xuất của cellulose, trong đó các nhóm hydroxyl (-OH) trong chuỗi 

glucose của cellulose được thay thế bằng nhóm carboxymethyl (-CH₂COOH), 

giúp tăng độ tan trong nước. Điều này cho phép dễ dàng xác định hoạt tính 

thủy phân của enzyme cellulase thông qua sự hình thành vùng phân giải khi 

nhuộm với thuốc nhuộm chỉ thị như iodine. 

Cellulose là polysaccharide chính cấu tạo nên thành tế bào thực vật, gồm 

các đơn vị glucose liên kết với nhau bằng liên kết β-1,4-glycosidic. Xylan, 

thành phần chính của hemicellulose, cũng có cấu trúc tương tự nhưng chứa 

các đơn vị xylose. Vì vậy, enzyme có khả năng phân giải CMC thường có 

tiềm năng thủy phân cả cellulose và hemicellulose (bao gồm xylan), do tính 

tương đồng về cấu trúc. Trong thực tế, nhiều vi khuẩn có khả năng sản xuất 

enzyme cellulase/xylanase có thể hoạt động đồng thời trên cả hai loại 
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polysaccharide này, giúp phân giải hiệu quả các nguồn carbon thực vật phức 

tạp. 

Kết quả thể hiện ở Bảng 3.3 cho thấy chỉ có 03 chủng, VS7M5.1 và  

VS7M5.3, VS7M5.7 có hoạt tính mạnh với CMC, trong khi các chủng khác 

không thể hiện hoạt tính (Hình 3.3). 

 
 

Hình 3.3. Hoạt tính đối với cơ chất CMC 

Điều này chứng tỏ hai chủng này có tiềm năng sản sinh enzyme cellulase 

và có thể đồng thời tham gia vào quá trình thủy phân xylan, giúp phá vỡ thành 

phần chính của thành tế bào thực vật. Trong điều kiện môi trường siêu mặn, 

sự hiện diện của enzyme cellulase/xylanase bền muối từ vi khuẩn cổ có thể 

mang lại ứng dụng quan trọng trong các ngành công nghiệp như sản xuất 

nhiên liệu sinh học từ sinh khối, xử lý chất thải nông nghiệp, và cải thiện tiêu 

hóa chất xơ trong thức ăn chăn nuôi. 

Bên cạnh đó, các nghiên cứu trước đây cũng ghi nhận nhiều chủng vi 

khuẩn cổ chịu mặn, đặc biệt là các loài thuộc chi Haloferax và Halorubrum, 

có khả năng sản xuất enzyme thủy phân polysaccharide bền muối, mở ra tiềm 

năng ứng dụng trong các quy trình công nghệ sinh học yêu cầu điều kiện khắc 

nghiệt [46, 47, 48]. Sự phát hiện hoạt tính trên CMC của hai chủng VS7M5.1, 

VS7M5.3 và VS7M5.7 trong nghiên cứu này là cơ sở quan trọng để tiếp tục 

nghiên cứu chuyên sâu về đặc tính enzyme, tối ưu hóa điều kiện sản xuất, 

cũng như xác định ứng dụng tiềm năng trong công nghiệp sinh học. 
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* Khả năng thuỷ phân HA của các chủng Haloarchaea 

Kết quả sàng lọc cho thấy sự biến thiên đáng kể về hoạt tính thủy phân 

hyaluronic acid (HA) giữa các chủng Haloarchaea được phân lập. Trong đó, 

chủng VS7M5.3 đạt mức hoạt tính cao nhất, VS7M5.11 có hoạt tính trung 

bình, trong khi các chủng còn lại chỉ thể hiện hoạt tính yếu hoặc không đáng 

kể. Đặc biệt, VS7M5.3 không chỉ có hoạt tính mạnh đối với HA mà còn thể 

hiện khả năng thủy phân tốt trên cả cellulose/xylan và chitin, chứng tỏ đây là 

một chủng vi sinh vật có tiềm năng ứng dụng cao trong lĩnh vực enzyme công 

nghiệp. 

Kết quả cho thấy VS7M5.3 có hoạt tính mạnh trên cả ba cơ chất 

cellulose/xylan, chitin và HA, chứng tỏ chủng này có thể sản xuất enzyme 

thủy phân polysaccharide. Điều này mở ra các hướng ứng dụng tiềm năng 

trong nhiều lĩnh vực: 

- Công nghiệp enzyme sinh học: Khai thác hyaluronidase, chitinase, 

cellulase và xylanase cho các ứng dụng trong dược phẩm, mỹ phẩm và năng 

lượng sinh học. 

- Công nghệ sinh học y học: Hyaluronidase có thể ứng dụng trong thẩm 

mỹ, điều trị bệnh thoái hóa khớp, hỗ trợ vận chuyển thuốc trong điều trị ung 

thư. 

- Xử lý sinh khối và năng lượng sinh học: Cellulase và xylanase từ 

VS7M5.3 có thể hỗ trợ phân hủy sinh khối lignocellulose, giúp tăng hiệu suất 

sản xuất bioethanol từ phụ phẩm nông nghiệp. 

- Xử lý chất thải thủy sản: Chitinase có thể tham gia phân giải vỏ tôm, 

cua, tạo ra chito-oligosaccharides có giá trị cao trong y dược và thực phẩm 

chức năng. 

Sự khác biệt rõ rệt về hoạt tính enzyme giữa các chủng Haloarchaea sau 

phân lập nhấn mạnh tính đa dạng sinh học và chức năng enzyme trong nhóm 

vi khuẩn cổ chịu mặn. Trong khi VS7M5.3 thể hiện hoạt tính vượt trội, một 

số chủng khác lại có hoạt tính yếu hoặc không đáng kể. Điều này có thể do: 

- Sự khác biệt về hệ gen và khả năng biểu hiện enzyme của từng chủng, 

thể hiện mức độ chuyên biệt hóa enzyme khác nhau.  

- Điều kiện nuôi cấy chưa tối ưu đối với một số chủng, có thể ảnh hưởng 

đến khả năng tổng hợp enzyme. Một số Haloarchaea yêu cầu môi trường có 
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độ mặn hoặc nguồn dinh dưỡng đặc thù để kích thích sinh tổng hợp enzyme 

hiệu quả hơn. 

Sự điều hòa enzyme theo cơ chế cảm ứng: Một số vi khuẩn cổ chỉ sản 

xuất enzyme thủy phân khi có mặt cơ chất thích hợp trong môi trường, dẫn 

đến sự khác biệt về hoạt tính trong điều kiện thử nghiệm. 

3.3. Kết quả định danh chủng vi khuẩn 

3.3.1. Kết quả tách chiết DNA của các chủng vi sinh vật tuyển chọn 

Phân tích DNA là một bước quan trọng trong việc định danh và xác định 

quan hệ tiến hóa của các chủng vi sinh vật. Trong nghiên cứu này, DNA tổng 

số của các chủng Haloarchaea tuyển chọn được tách chiết để phục vụ cho quá 

trình khuếch đại và phân tích trình tự gen 16S rDNA, giúp xác định chính xác 

danh tính và vị trí phân loại của các chủng vi sinh vật khảo sát. 

Việc tách chiết DNA từ cổ khuẩn gặp nhiều thách thức do cấu trúc màng 

tế bào đặc biệt của chúng, bao gồm lipid ether và thành tế bào giàu 

polysaccharide, khiến quá trình ly giải và thu nhận DNA hiệu suất cao trở nên 

khó khăn hơn so với vi khuẩn thông thường. Do đó, phương pháp tách chiết 

DNA cần được tối ưu hóa để thu được DNA có độ tinh sạch cao, không bị 

nhiễm tạp chất như protein, polysaccharide hay hợp chất hữu cơ. 

Trong số 05 chủng vi sinh vật nhạy cảm với kháng sinh (VS1M2.1.4, 

VS7M5.1, VS7M5.3, VS7M5.7, VS7M5.11), quá trình tách chiết DNA đã 

được thực hiện thành công trên 04 chủng, trong khi một chủng không đạt yêu 

cầu do có thể gặp khó khăn trong quá trình ly giải tế bào hoặc hiệu suất thu 

nhận DNA thấp. Điều này có thể xuất phát từ đặc điểm thành tế bào dày hơn 

hoặc chứa các hợp chất cản trở quá trình chiết xuất, như polysaccharide và 

lipid ether đặc trưng của Haloarchaea. 

Kết quả đo quang phổ của các mẫu DNA chiết xuất được trình bày trong 

Bảng 3.4. Tất cả các mẫu thu được đều có tỷ lệ hấp thụ 260/280 nm nằm 

trong khoảng 1,8–2,0, cho thấy mức độ tinh sạch cao và không có dấu hiệu 

nhiễm tạp protein. Bên cạnh đó, tỷ lệ 260/230 nm dao động từ 2,0–2,2, phản 

ánh mức nhiễm tạp polysaccharide hoặc muối là rất thấp. Những thông số này 

cho thấy DNA chiết xuất đạt chất lượng tốt, phù hợp cho các phân tích di 

truyền tiếp theo, bao gồm khuếch đại PCR, giải trình tự 16S rDNA và phân 

tích phát sinh loài. 
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Bảng 3.4. Nồng độ DNA và độ sạch của các mẫu nghiên cứu 

Mẫu 
Nồng độ DNA 

(ng/µL) 

Tỷ lệ hấp 

thụ 260/280 

nm 

Tỷ lệ hấp 

thụ 260/230 

nm 

VS7M5.1 85,2 1,9 2,1 

VS7M5.3 92,3 1,8 2,0 

VS7M5.7 88,7 2,0 2,2 

VS7M5.11 87,4 1,8 2,0 

 

Các mẫu DNA sau khi tách chiết được kiểm tra chất lượng qua điện di 

gel agarose 1% và nhuộm ethidium bromide. Hình 3.4 cho thấy các dải DNA 

rõ nét, không có dấu hiệu phân mảnh, chứng tỏ DNA có chất lượng tốt và 

thích hợp cho các thí nghiệm tiếp theo như PCR hoặc giải trình tự gen. 

 

Hình 3.4. Điện di gel agarose của các mẫu DNA chiết xuất từ các chủng vi 

sinh vật tuyển chọn 

Trong đó: St: Thang DNA chuẩn (1 kb ladder); Giếng 1: VS7M5.1; 

Giếng 2: VS7M5.3; Giếng 3: VS7M5.7; Giếng 4: VS7M5.11. 
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Các băng DNA nằm tại vị trí trên 10.000 bp, cho thấy DNA không bị 

phân mảnh và có kích thước lớn. Điều này đảm bảo rằng DNA được chiết 

xuất thành công và có thể sử dụng cho các phân tích sinh học phân tử tiếp 

theo. Các mẫu DNA này đã được sử dụng để chạy PCR 16S rDNA. 

3.3.2. Kết quả PCR 16S rDNA của các chủng vi sinh vật tuyển chọn 

Quá trình khuếch đại gen 16S rRNA từ DNA của các chủng cổ khuẩn 

tuyển chọn (Haloarchaea) được thực hiện với bốn mẫu: VS7M5.1, VS7M5.3, 

VS7M5.7 và VS7M5.11. Kết quả PCR cho thấy chỉ một mẫu, VS7M5.3, cho 

kết quả khuếch đại thành công với chất lượng sản phẩm đạt yêu cầu cho phân 

tích giải trình tự (Hình 3.5). 

 

Hình 3.5: Điện di gel agarose của sản phẩm PCR từ các mẫu 

 VS7M5.1, VS7M5.3, VS7M5.7 và VS7M5.11 

o Làn L: Thang chuẩn DNA để xác định kích thước băng. 

o Làn 1: VS7M5.3  

o Làn 2: VS7M5.1 

o Làn 3: VS7M5.7 

o Làn 4: VS7M5.11 
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Kết quả điện di gel cho thấy: 

Mẫu VS7M5.3 hiển thị một băng DNA rõ nét tại vị trí tương ứng với 

kích thước khoảng 1,5 kb so với thang chuẩn DNA. Điều này chứng tỏ phản 

ứng PCR đã thành công và khuếch đại được đoạn gen 16S rRNA như mong 

muốn. 

Các mẫu VS7M5.1, VS7M5.7 và VS7M5.11 cũng xuất hiện băng DNA 

tại vị trí tương tự (~1,5 kb), tuy nhiên các băng này mờ hơn so với mẫu 

VS7M5.3. Điều này cho thấy phản ứng PCR trên các mẫu này đã xảy ra 

khuếch đại nhưng với hiệu suất thấp, có thể do các yếu tố như chất lượng 

DNA không đạt yêu cầu hoặc điều kiện phản ứng chưa được tối ưu. 

Dải DNA của tất cả các mẫu đều xuất hiện tại vị trí tương đồng, cho thấy 

khả năng cao sản phẩm khuếch đại là đoạn gen 16S rRNA của Haloarchaea. 

Không ghi nhận sự xuất hiện của các băng phụ trên hoặc dưới băng 

chính, chứng tỏ phản ứng PCR có độ đặc hiệu cao và không xảy ra hiện tượng 

khuếch đại ngoài mục tiêu. 

Kết quả khuếch đại gen 16S rRNA từ các chủng vi khuẩn cổ đã phản ánh 

sự khác biệt về hiệu suất PCR giữa các mẫu. Việc chỉ một mẫu (VS7M5.3) 

cho kết quả thành công vượt trội có thể là do các chủng cổ khuẩn có sự đa 

dạng về trình tự gen, bao gồm các biến thể trong vùng liên kết mồi. Mẫu 

VS7M5.3 có thể chứa trình tự phù hợp hơn với cặp mồi sử dụng dẫn đến khả 

năng gắn mồi và khuếch đại hiệu quả hơn. Việc gửi sản phẩm PCR từ mẫu 

VS7M5.3 để giải trình tự gen 16S rRNA sẽ cung cấp dữ liệu quan trọng cho 

quá trình định danh chính xác chủng cổ khuẩn này, cũng như phục vụ cho các 

nghiên cứu tiếp theo về đa dạng di truyền và tiềm năng ứng dụng sinh học của 

các chủng Haloarchaea được phân lập. 

3.3.3. Kết quả giải trình tự 16S rDNA 

Việc xác định trình tự gen 16S rDNA là một công cụ quan trọng trong 

nghiên cứu phân loại và định danh vi sinh vật, đặc biệt là các chủng vi khuẩn 

cổ chịu mặn (Haloarchaea). Trình tự 16S rDNA có độ bảo tồn cao trong họ vi 

khuẩn, nhưng cũng chứa các vùng biến đổi đặc trưng giúp phân biệt giữa các 

loài và chi vi khuẩn khác nhau.  
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Kết quả giải trình tự gen 16S rDNA của chủng VS7M5.3 đã thu được 

trình tự với độ dài khoảng 1.450 nucleotide, phù hợp với độ dài tiêu chuẩn 

của vùng gen 16S rRNA được sử dụng phổ biến trong định danh vi sinh vật 

(phụ lục 1). 

Khi tiến hành phân tích so sánh bằng công cụ BLASTn trên cơ sở dữ liệu 

của NCBI, trình tự này cho thấy mức độ tương đồng cao với các chủng thuộc 

chi Halorubrum (Halorubrum spp.) (Bảng 3.5) 

Bảng 3.5. Kết quả định danh chủng cổ khuẩn VS7M5.3 dựa trên trình tự 16S 

rDNA 

TT 

Chủng 

cổ 

khuẩn 

Chủng 

tham chiếu 

Mã 

genbank 

Trình tự 

tham chiếu 

NCBI 

Độ 

bao 

phủ 

(%) 

Độ 

tươn

g 

đồng 

(%) 

Giá 

trị 

E 

1 16S 

rDNA –

VS7 

M5.3 

Halorubrum 

luteum 

strain 

CGSA15 

DQ987877 NR_115925.1 100 100 0 

2 Halorubrum 

luteum 

strain CECT 

7303 

AB663417 NR_113216.1 99,78 100 0 

3 Halorubrum 

aethiopicum 

strain SAH-

A6 

\ 

NR_159273.1 97,13 100 0 

4 Halorubrum 

lacusprofun

di ATCC 

49239 

\ 

NR_028244.1 100 100 0 
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5 Halorubrum 

salsamenti 

strain Y69 

\ 

NR_177340.1 98,97 99 0 

Kết quả phân tích trình tự 16S rDNA của chủng cổ khuẩn VS7M5.3 cho 

thấy độ tương đồng cao với các chủng tham chiếu thuộc chi Halorubrum. Cụ 

thể, chủng này có độ tương đồng 100% với Halorubrum luteum strain 

CGSA15 [71] và Halorubrum luteum strain CECT 7303 [72]. Đây là dấu hiệu 

cho thấy VS7M5.3 có khả năng cao thuộc loài Halorubrum luteum. 

Bên cạnh đó, chủng VS7M5.3 cũng có độ tương đồng tương đối cao với 

Halorubrum aethiopicum strain SAH-A6 [73] (97,13%), Halorubrum 

lacusprofundi ATCC 49239 [74] (100%) và Halorubrum salsamenti strain 

Y69 [75] (98,97%). Tuy nhiên, độ tương đồng dưới 100% với các chủng này 

cho thấy chúng có quan hệ gần nhưng không phải là ứng viên định danh chính 

xác nhất. 

Độ bao phủ trình tự đạt 99-100% với tất cả các chủng tham chiếu, chứng 

tỏ dữ liệu phân tích có độ đầy đủ và đáng tin cậy. Đồng thời, giá trị E = 0 

trong tất cả các kết quả là bằng chứng cho thấy tính chính xác cao của việc 

xác định trình tự. 

Dựa trên mức độ tương đồng cao với các chủng thuộc chi Halorubrum, 

đặc biệt là Halorubrum luteum, chủng VS7M5.3 được định danh sơ bộ là 

Halorubrum sp. VS7M5.3. Để xác định chính xác hơn, cần thực hiện thêm 

các phân tích di truyền sâu hơn, như giải trình tự toàn bộ hệ gen. 

3.3.4. Kết quả xây dựng cây phát sinh loài của chủng VS7M5.3 

Để xác định vị trí phân loại của chủng VS7M5.3, trình tự gen 16S rRNA 

của chủng này đã được so sánh với các trình tự tương đồng trên cơ sở dữ liệu 

GenBank. Cây phát sinh loài được xây dựng bằng phương pháp Neighbor-

Joining (NJ) với độ tin cậy được đánh giá thông qua phân tích bootstrap. Kết 

quả phân tích cung cấp thông tin về mối quan hệ tiến hóa của VS7M5.3 với 

các loài vi khuẩn liên quan, góp phần xác định chính xác vị trí phân loại của 

chủng này (Hình 3.6). 

Kết quả cho thấy chủng VS7M5.3 phân lập được từ nghiên cứu này có 

quan hệ gần với các loài thuộc chi Halorubrum. Các chủng chưa được nuôi 
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cấy thuộc nhóm Nanohalarchaeota hình thành một nhánh riêng biệt, cho thấy 

sự khác biệt rõ rệt với các chủng thuộc chi Halorubrum. 

Việc xác định chủng VS7M5.3 có độ tương đồng 98% với các loài thuộc 

chi Halorubrum cho thấy khả năng cao đây là một chủng vi khuẩn cổ chịu 

mặn đặc trưng cho môi trường siêu mặn, tương ứng với điều kiện thu mẫu từ 

các ruộng muối tự nhiên tại Việt Nam. 

Các loài thuộc chi Halorubrum  nổi bật với khả năng sinh trưởng trong 

môi trường có nồng độ muối cao (20–30%) và có tiềm năng sản xuất các 

enzyme chuyển hóa polysaccharide như cellulase, xylanase và chitinase. Điều 

này phù hợp với mục tiêu nghiên cứu nhằm khai thác tiềm năng sinh enzyme 

chuyển hóa polysaccharide của các chủng cổ khuẩn chịu mặn.  

 

Hình 3.6. Cây phát sinh loài dựa trên trình tự gen 16S rDNA của chủng cổ 

khuẩn VS7M5.3. 
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Chú thích: Cây phát sinh loài được xây dựng trên cơ sở so sánh với các 

chủng thuộc chi Halorubrum trên NCBI và các chủng chưa được nuôi cấy 

thuộc nhóm Nanohalarchaeota; Phương pháp xây dựng: phương pháp 

Neighbor-Joining (NJ) với độ tin cậy nhánh được đánh giá bằng phương 

pháp Bootstrap (1.000 lần lặp lại). Các giá trị bootstrap (%) được hiển thị tại 

các nút phân nhánh, biểu thị mức độ tin cậy của từng nhóm. 

Như vậy, quá trình giải trình tự gen 16S rDNA của chủng VS7M5.3 đã 

thành công, thu được trình tự chất lượng cao và đầy đủ. Kết quả phân tích cho 

thấy chủng VS7M5.3 có khả năng thuộc chi Halorubrum, với độ tương đồng 

lên đến 98% so với các chủng đã được công bố. Đây là cơ sở quan trọng để 

tiến hành các nghiên cứu tiếp theo về khả năng sinh enzyme của chủng này, 

đặc biệt là trong việc khai thác tiềm năng chuyển hóa polysaccharide phục vụ 

cho ứng dụng trong công nghệ sinh học, môi trường và công nghiệp. 
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Chương 4. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1. KẾT LUẬN 

Từ các kết quả nghiên cứu trong luận văn, có thể rút ra các kết luận quan 

trọng sau: 

Từ các mẫu thu thập tại đồng muối Hòn Khói, Khánh Hòa, đã phân lập 

được 27 chủng vi khuẩn có khả năng sinh trưởng trong môi trường siêu mặn. 

Các chủng vi khuẩn này có sự đa dạng về hình thái khuẩn lạc (màu sắc, độ 

đục và cấu trúc bề mặt). Qua sàng lọc có 5 chủng vi sinh vật nhạy cảm với 

kháng sinh anisomycin. 

Các chủng vi khuẩn cổ được sàng lọc về khả năng sinh các enzyme thủy 

phân polysaccharide. Kết quả sàng lọc cho thấy chủng VS7M5.3 có khả năng 

sinh enzyme chitinase và xylanase. 

Giải trình tự gen 16S rDNA đã được thực hiện thành công cho chủng 

VS7M5.3 (với màu sắc và hình thái đặc trưng là đỏ nâu đục với nhân lồi). Kết 

quả phân tích phát sinh loài cho thấy chủng này có độ tương đồng 98% với 

các loài vi khuẩn cổ thuộc chi Halorubrum. 

4.2. KIẾN NGHỊ 

Tiến hành tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy (nồng độ muối, pH, nhiệt độ) để 

gia tăng hiệu suất sinh enzyme của chủng VS7 M5.3. Nghiên cứu các yếu tố 

ảnh hưởng đến quá trình lên men và tối ưu hóa phương pháp thu nhận enzyme 

bằng kỹ thuật lọc và kết tủa phù hợp. 
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Huỳnh Hoàng Như 

Khánh 

Phân lập và tuyển chọn 

vi khuẩn cổ ưa mặn có 

tiềm năng sinh enzyme 

cellulase,kitinase, 

xylanase và 

hyaluronidase. 

Tạp chí khoa 
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PHỤ LỤC 1 

Kết quả giải trình tự của chủng vi sinh vật tuyển chọn VS7M5:         
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ATTCCGGTTA GATCCTGCCG GAGGCCATTG CTATTGGGAT TCGATTAGCC  

ATGCTAGTCG CACGAGTTCA GACTCGTGGC GAATAGCTCA GTAACACGTG 

GCCAAACTAC CCTTCGGAGC ACGATACCCT CGGGAAACTG AGGTTAATAG  

TGCATACCAC AATCCACCTG GAATGAGGAT TGTGCCAAAT GCTCCGGCGC  

CGAAGGATGT GGCTGCGGCC GATTAGGTAG ACGGTGGGGT AACGGCCCAC  

CGTGCCAATA ATCGGTACGG GTCATGAGAG TGAGAACCNG GAGACGGAAT  

CTGAGACAAG ATTCCGGGCC CTACGGGGCG CAGCAGGCGC GAAACCTTTA  

CACTGCACGC CAGTGCGATA AGGGAATCCC AAGTGCGTAG GCATAGAGCC  

TACGCTTTTG TACACCGTAG GGAGGTGTAC GAATAAGGGC TGGGCAAGAC  

CGGTGCCAGC CGCCGCGGTA ATACCGGCAG CCCGAGTGAT GGCCGATCTT  

ATTGGGCCTA AAGCGTCCGT AGCTGGCCGC GCAAGTCTAT CGGAAAATCC  

ACCCGCTCAA CGGGTGGGCG TCCGGTAGAA ACTGCGTGGC TTGGGACCGG  

AAGGCGCGAC GGGTACGTCC GGGGTAGGAG TGAAATCCTG TAATCCTGGA  

CGGACCACCG ATGGCGAAAG CACGTCGCGA GGACGGATCC GACAGTGAGG  

GACGAAAGCC AGGGTCTCGA ACCGGATTAG ATACCCGGGT AGTCCTGGCC  

GTAAACAATG TCTGTTAGGT GTGGCTCCCA CTACGAGTGG GTGCTGTGCC  

GTAGGGAAGC CGCTAAACAG ACCGCCTGGG AAGTACGTCC GCAAGGATGA  

AACTTAAAGG AATTGGCGGG GGAGCACTAC AACCGGAGGA GCCTGCGGTT  

TAATTGGACT CAACGCCGGA CATCTCACCA GCGTCGACTG TAATAATGAC  

GATCAGGTTG ATGACCTTAT CCGAGTTTCA GAGAGGAGGT GCATGGCCGC) 

CGTCAGCTCG TACCGTGAGG CGTCCTGTTA AGTCAGGCAA CGAGCGAGAC  

CCGCATCCTT ACTTGCCAGC AGCACTGCGA AGTGGCTGGG GACAGTAGGG  

AGACCGCCGT GGCCAACACG GAGGAAGGAA CGGGCAACGG TAGGTCAGTA  

TGCCCCGAAT GCGCTGGGCA ACACGCGGGC TACAATGGTC GAGACAAAGG  

GTTCCAACTC CGAAAGGAGA CGGTAATCTC AGAAACTCGA TCGAGTTCGG  

ATTGTGGGCT GCAACTCGCC CACATGAAGC TGGATTCGGT AGTAATCGCG  

TGTCATAAGC GCGCGGTGAA TACGTCCCTG CTCCTTGCAC ACACCGCCCG  

TCAAAGCACC CGAGTGAGGT CCGGATGAGG CTCGTTACAC GAGTCGAATC 

TGGGCTTCGC AAGGGGGCTT AAGTCGTAAC AAGGTAGCCG TAGGGGAATC 

TGCGGCTGGA TCA 
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Tóm tắt: 

Haloarchaea là vi khuẩn cổ ưa mặn có khả năng sản sinh enzyme hoạt động hiệu quả 

trong môi trường siêu mặn. Nghiên cứu này đã phân lập 27 chủng vi sinh vật từ cánh 

đồng muối Hòn Khói, Khánh Hòa và sàng lọc năm chủng tiềm năng thuộc nhóm 

haloarchaea qua thử nghiệm độ nhạy anisomycin. Các chủng này được sàng lọc khả 

năng sinh enzyme phân giải polysaccharide như cellulase/xylanase, chitinase và 

hyaluronidase bằng phương pháp đĩa thạch sử dụng cơ chất CMC, chitin và acid 

hyaluronic. Kết quả cho thấy, chủng VS7M5.3 có hoạt tính mạnh trên cả ba cơ chất, 

đặc biệt với CMC và acid hyaluronic. Hai chủng VS7M5.1 và VS7M5.7 cũng có hoạt 

tính enzyme đáng chú ý. Đây là nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam tập trung vào vi 

khuẩn cổ nuôi cấy được, phân lập từ môi trường siêu mặn tại đồng muối Hòn Khói và 

sàng lọc thành công các chủng tiềm năng sinh enzyme phân giải polysaccharide. 

Nghiên cứu đã bước đầu xác định các chủng có hoạt tính enzyme mạnh, đặc biệt là 

VS7M5.3, mở ra tiềm năng khai thác nguồn vi sinh vật bản địa cho các ứng dụng công 

nghệ sinh học. 

Từ khóa: cellulase, chitinase, haloarchaea, hyaluronidase, xylanase. 

Chỉ số phân loại: 1.6, 4.6 
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Abstract:  

Haloarchaea are halophilic archaea capable of producing enzymes that function 

effectively in hypersaline environments. This study isolated 27 microbial strains from 

the salt fields of Hon Khoi, Khanh Hoa, and screened five potential haloarchaea 

strains using anisomycin sensitivity tests. These strains were assessed for their ability 

to produce polysaccharide-degrading enzymes, including cellulase or xylanase, 

chitinase, and hyaluronidase, using agar plate assays with carboxymethyl cellulose 

(CMC), chitin, and hyaluronic acid as substrates. The results showed that strain 

VS7M5.3 exhibited strong activity on all three substrates, particularly carboxymethyl 

cellulose and hyaluronic acid. Two other strains, VS7M5.1 and VS7M5.7, also 

demonstrated noteworthy enzyme activities. This is the first study in Vietnam to focus 

on culturable halophilic archaea isolated from hypersaline environments in the salt 

fields of Hon Khoi, successfully screening potential strains for polysaccharide - 

degrading enzyme production. The study has preliminarily identified strains with 

strong enzymatic activity, especially VS7M5.3, highlighting the potential of exploiting 

local microbial resources for biotechnological applications. 

Keywords: cellulase, chitinase, haloarchaea, hyaluronidase, xylanase. 

Classification numbers: 1.6, 4.6 

1. Đặt vấn đề 

Haloarchaea, hay vi khuẩn cổ ưa mặn, là nhóm vi sinh vật phát triển mạnh trong các 

môi trường siêu mặn như hồ muối, biển Chết và các đồng muối nhân tạo [1, 2].  Các vi sinh 

vật này có khả năng chịu nồng độ muối cao nhờ cơ chế thích nghi đặc biệt, đồng thời sản 

sinh các enzyme có hoạt tính vượt trội trong điều kiện khắc nghiệt. Trong môi trường siêu 

mặn, nguồn carbon chủ yếu bao gồm cellulose, xylan, chitin, và hemicellulose - những 

polysaccharide đóng vai trò quan trọng trong chu trình carbon trên trái đất [3, 4]. 

Cellulose, xylan, và chitin là các polysaccharide chính, cấu thành thành tế bào thực vật 

và vỏ chitin của động vật, đại diện cho nguồn carbon hữu cơ lớn nhất trong hệ sinh thái trên 

cạn và đại dương [5]. Để sử dụng những nguồn carbon này, các vi sinh vật siêu mặn, bao 

gồm Haloarchaea, sản sinh các enzyme chuyên biệt như cellulase, xylanase và chitinase. 

Các enzyme này không chỉ phân giải polysaccharide thành năng lượng mà còn có những 

đặc tính đặc biệt như chịu mặn, bền nhiệtvà ổn định ở pH thấp, làm cho Haloarchaea trở 

thành đối tượng tiềm năng trong các ứng dụng công nghiệp, xử lý môi trường, nông nghiệp 

và thủy sản [3]. 

Đặc biệt, enzyme hyaluronidase - thủy phân acid hyaluronic (HA), một polysaccharide 

quan trọng trong cơ thể người và động vật - đang nhận được nhiều sự chú ý. HA đóng vai 

trò quan trọng trong các quá trình sinh học như di chuyển tế bào, biệt hóa, sửa chữa tổn 

thương và điều trị ung thư. Tuy nhiên, trọng lượng phân tử cao của HA làm giảm khả năng 

hấp thụ và hiệu quả điều trị, đòi hỏi sự phát triển các enzyme sinh học an toàn để cắt mạch 

HA, tạo ra các sản phẩm có khối lượng phân tử thấp với ứng dụng tiềm năng trong y-dược 

phẩm [6]. Các nghiên cứu phân tích hệ gen gần đây đã phát hiện nhiều enzyme thuộc nhóm 

CAZyme (Carbohydrate - Active enzymes) từ Haloarchaea, trong đó có hyaluronidase, nhấn 

mạnh tiềm năng lớn của nhóm vi sinh vật này trong công nghệ sinh học. 
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Tại Việt Nam, mặc dù đã có nhiều nghiên cứu về cellulase, xylanasevà chitinase từ vi 

khuẩn hiếu khí, vi nấm, hoặc vi sinh vật chịu mặn thông thường [7-9], các nghiên cứu về 

enzyme từ Haloarchaea vẫn còn rất hạn chế. Việc nghiên cứu nhóm vi khuẩn cổ này gặp 

nhiều thách thức vì các chủng chịu mặn khó phân lập và nuôi cấy trong điều kiện phòng thí 

nghiệm [10]. Hầu hết các phân tích vi sinh vật biển hiện nay tập trung vào đa dạng hệ gen 

(metagenomics), thay vì các nghiên cứu thực nghiệm về khả năng sản sinh enzyme [11, 12]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã phân lập và tuyển chọn các chủng Haloarchaea từ 

đồng muối Hòn Khói, tỉnh Khánh Hòa, Việt Nam. Mục tiêu chính là xác định các chủng có 

khả năng sản xuất enzyme thủy phân polysaccharide (cellulase, xylanase, chitinase và 

hyaluronidase), từ đó tìm kiếm nguồn enzyme đặc biệt phục vụ các ứng dụng công nghệ 

sinh học hiện đại. Đây là bước đầu tiên để khai thác tiềm năng từ nguồn tài nguyên vi sinh 

vật bản địa, đồng thời cung cấp dữ liệu thực nghiệm góp phần phát triển lĩnh vực công nghệ 

sinh học. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Mẫu được thu thập tại cánh đồng muối Hòn Khói, Ninh Diêm, Ninh Hòa, tỉnh Khánh 

Hòa, một trong những khu vực sản xuất muối lớn nhất miền Trung Việt Nam vào tháng 

6/2023. Mẫu được thu thập từ các vị trí được chọn tại ruộng muối, chứa trong chai nhựa vô 

trùng, bảo quản ở 4
o
C và chuyển về phòng thí nghiệm (hình 1). 

 

Hình 1. Địa điểm thu mẫu ở các ruộng muối Hòn Khói, Khánh Hòa vào tháng 6/2023. 

Các hóa chất sử dụng trong nghiên cứu: Xylan (Megazyme - Ireland), Cellulose 

(Sigma, Đức), Chitin (Sigma, Đức), cao chiết nấm men (YE) (Merck, Đức), Pepton (Sigma, 

Đức), kháng sinh anisomycin (Santa Cruz, Mỹ), Hyaluronic acid chiết xuất từ dây rốn người 

(HA) (Sigma, Đức) và các hóa chất khác đều có nguồn gốc từ Hãng Sigma, Đức. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp phân lập cổ khuẩn Haloarcheae: Một lượng 100 μl từ mỗi mẫu được cấy 

vào môi trường tăng trưởng (MGM) với nồng độ muối 23% (w/v). Môi trường MGM bao 

gồm: 1% (w/v) soy peptone, 0,5% yeast extract, 1,5% agar và các loại muối: 3,1 M NaCl, 

0,1 M MgCl₂·6H₂O, 0,1 M MgSO₄.7H₂O, 0,07 M KCl và 5×10
-
³ M CaCl₂.2H₂O (dung dịch 

CaCl₂ được tiệt trùng riêng trước khi bổ sung vào môi trường). Độ pH của môi trường được 

điều chỉnh trong khoảng 7,2-7,4. Các mẫu đã cấy được ủ ở 40˚C trong thời gian tối đa một 

tháng. Các khuẩn lạc sẽ mọc trên màng lọc và tiếp tục được chuyển sang môi trường MGM 

nhiều lần để được dòng thuần. Các chủng này được bảo quản trong tủ lạnh để lưu trữ ngắn 

hạn và sử dụng nitơ lỏng để bảo quản lâu dài ở -80ºC [13]. 
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Thử nghiệm độ nhạy của vi sinh vật đối với kháng sinh: Để xác định các chủng 

Haloarchaea trong số các chủng vi sinh vật đã phân lập, thử nghiệm độ nhạy kháng sinh 

anisomycin được thực hiện bằng phương pháp khuếch tán đĩa thạch. Mỗi đĩa thạch được sử 

dụng chứa 30 µg kháng sinh anisomycin [3, 13]: Các chủng vi sinh vật nhạy cảm với 

anisomycin được lựa chọn để tiếp tục sàng lọc khả năng sinh enzyme thủy phân 

polysaccharide, bao gồm chitinase, cellulase, xylanase và hyaluronidase. 

Sàng lọc Haloarchaea theo định hướng sinh enzyme thủy phân chitin: Để sàng lọc định 

tính khả năng sinh chitinase, các chủng cổ khuẩn thuần được cấy trên môi trường thạch 

MGM không chứa peptone, bổ sung 23% (w/v) muối và 1% (w/v) chitin nguồn carbon duy 

nhất, ủ ở 40°C trong 15-30 ngày. Vùng trong suốt xung quanh các vùng sinh khối vi sinh 

vật chỉ thị sự sinh chitinase [13]. 

Sàng lọc Haloarchaea theo định hướng sinh enzyme thủy phân cellulose/xylan: Để 

sàng lọc định tính khả năng sinhcellulase/xylanase, các chủng cổ khuẩn thuần được cấy trên 

môi trường thạch MGM không chứa peptone, bổ sung 23% (w/v) muối và 1% (w/v) CMC 

nguồn carbon duy nhất, ủ ở 40°C trong 15-30 ngày. Sau đó, đĩa môi trường được nhuộm với 

dung dịch thuốc nhuộm iodin trong 15 phút, cuối cùng đĩa thạch được rửa lại với nước 

nhiều lần để nhìn thấy vòng phân giải rõ ràng, chủng vi sinh thủy phân CMC sẽ tạo vùng 

không màu xung quanh điểm sinh khối vi sinh vật phát triển. 

Phương pháp sàng lọc Haloarchaea sinh hyaluronidase: Hoạt tính hyaluronidase được 

đánh giá bằng phương pháp khuếch tán đĩa thạch. Môi trường thạch được chuẩn bị với các 

thành phần: 1% thạch Noble, 0,4 mg/ml hyaluronic acid, 1% muối NaCl, albumin huyết 

thanh bò (BSA) và 0,1% sodium azide, tạo ra các giếng đường kính 6mm trên đĩa thạch. Để 

kiểm tra hoạt tính enzyme, 0,1 ml dung dịch nuôi cấy vi sinh trong môi trường MGM được 

thêm vào từng giếng. Sau đó, các đĩa được ủ ở 37°C trong 3-5 ngày, tiếp theo nhuộm đĩa 

thạch với dung dịch acetic acid 2N trong 30 phút. Trong môi trường này, hyaluronic acid 

không bị phân hủy sẽ tạo thành kết tủa, làm vùng thạch xung quanh giếng trở nên mờ đục. 

Các vùng trong suốt xuất hiện quanh giếng là dấu hiệu của hoạt tính enzyme hyaluronidase, 

cho thấy sự phân hủy hyaluronic acid bởi enzyme do vi sinh vật tiết ra. 

Phương pháp xử lý số liệu: Các thử nghiệm đánh giá hoạt tính enzyme được thực hiện 

ít nhất ba lần lặp lại độc lập. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Kết quả phân lập cổ khuẩn từ các mẫu thu ở các đồng muối Hòn Khói 

Khu vực Hòn Khói, tỉnh Khánh Hòa, nổi tiếng với các cánh đồng muối tự nhiên, tạo 

nên môi trường siêu mặn đặc trưng và lý tưởng cho sự phát triển của các vi sinh vật ưa mặn, 

đặc biệt là vi khuẩn cổ. Các hệ sinh thái siêu mặn này đóng vai trò như một nguồn tài 

nguyên quý giá để nghiên cứu các vi sinh vật ưa cực, vốn có khả năng sinh tồn và hoạt động 

hiệu quả trong điều kiện khắc nghiệt.  



DOI: 10.31276/VJST.2024.0018    Khoa học tự nhiên | Khoa học sự sống  

Khoa học nông nghiệp | Công nghệ sinh học trong nông nghiệp, thủy sản 

  

5 

 

 

Hình 2. Các chủng vi sinh vật trên môi trường phân lập sau 3 tuần nuôi cấy và một số 

khuẩn lạc đã được làm thuần. 

Từ 4 mẫu thu nhận tại ruộng muối Hòn Khói, tỉnh Khánh Hòa, đã phân lập được 27 

chủng vi sinh vật, một số đặc điểm của vi sinh vật phân lập được thể hiện ở hình 2. Trong 

tổng số 27 chủng vi sinh vật đã được phân lập, mẫu VS9 có số lượng vi sinh vật được phân 

lập nhiều nhất (12 chủng), tiếp theo là mẫu VS8 (7 chủng), VS7 (5 chủng), và thấp nhất là 

VS1 (3 chủng). So với nghiên cứu của M.Y. Bafghi và cs (2019) [13] (phân lập được 500 

chủng từ 3 mẫu), số lượng chủng phân lập trong nghiên cứu này thấp hơn. Sự khác biệt có 

thể bắt nguồn từ điều kiện môi trường, như nồng độ muối, hàm lượng chất hữu cơ, hoặc 

phương pháp phân lập. Cụ thể, hàm lượng muối trong các mẫu của nghiên cứu này dao 

động từ 165375 g/l, cao hơn rất nhiều so với mức 2,3-2,8 g/l trong các mẫu của M.Y. Bafghi 

và cs (2019) [13]. Điều này cho thấy, các chủng vi sinh vật được phân lập trong nghiên cứu 

này là những chủng có khả năng thích nghi và tồn tại ở điều kiện siêu mặn, đặc trưng của 

môi trường đồng muối. Ngoài ra, nhiệt độ tại thời điểm thu mẫu dao động từ 36,5 đến 

60,2℃ và môi trường nuôi cấy được duy trì ở 40℃ trong 4 tuần nuôi cấy, cho thấy các 

chủng vi sinh vật này cũng có khả năng chịu nhiệt cao, phù hợp với các điều kiện khắc 

nghiệt của môi trường siêu mặn. 

Hình ảnh các đĩa phân lập cho thấy các chủng vi sinh vật có sự khác biệt rõ rệt về hình 

thái khuẩn lạc, bao gồm kích thước, màu sắc và bề mặt khuẩn lạc. Đặc biệt là các khuẩn lạc 

có màu đỏ hoặc hồng và kết hợp với các thông tin từ các nghiên cứu trước đây, có thể dự 

đoán rằng đây là các chủng cổ khuẩn có khả năng thuộc các họ Haloarculaceae, 

Halobacteriaceae và Haloferacaceae. Các họ này bao gồm các chi như Halorubrum, 

Haloferax và Haloarcula, vốn phổ biến trong môi trường siêu mặn và thường thể hiện màu 

sắc khuẩn lạc đặc trưng do sự hiện diện của sắc tố carotenoid như bacterioruberin [14].  

Với điều kiện độ mặn cao (165-375 g/l) tại đồng muối Hòn Khói, các chủng phân lập 

được nhiều khả năng là các loài ưa mặn cực đoan (extreme halophiles), phù hợp với các loài 

cổ khuẩn đã được nghiên cứu [15]. Hơn nữa, kết quả phân tích metagenomics trong một 

công bố liên quan của chúng tôi đã xác định rằng các nhóm cổ khuẩn chính trong mẫu 

nghiên cứu bao gồm Halorubrum, Halobacterium và Haloarcula từ các họ 

Halobacteriaceae, Haloferacaceae và Haloarculaceae. Đặc biệt, mẫu VS7 có sự hiện diện 

cao của nhóm Nanohaloarchaeota (78,5%), cho thấy tính đặc thù về điều kiện môi trường 

siêu mặn tại khu vực đồng muối này [16].  

Trong số 27 chủng vi sinh vật được phân lập, để bước đầu xác định chúng thuộc nhóm 

cổ khuẩn hay vi khuẩn chịu mặn, chúng tôi tiến hành thử nghiệm độ nhạy cảm với kháng 

sinh anisomycin [13]. Anisomycin là một kháng sinh được biết đến với khả năng ức chế 
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tổng hợp protein ở sinh vật nhân thực và cổ khuẩn bằng cách gắn vào vị trí trung tâm 

peptidyl transferase trên ribosome, ngăn chặn sự hình thành liên kết peptide trong quá trình 

dịch mã. Tuy nhiên, ribosome của vi khuẩn nhân sơ, bao gồm cả vi khuẩn chịu mặn, có cấu 

trúc khác biệt tại vị trí này, khiến anisomycin không thể gắn kết hiệu quả, dẫn đến sự kháng 

thuốc tự nhiên ở các vi khuẩn này [17]. Kết quả cho thấy, có 5 chủng vi sinh vật nhạy cảm 

với anisomycin, bao gồm VS1M2.1.4, VS7M5.1, VS7M5.3, VS7M5.7 và VS7M5.11. Các 

chủng vi sinh vật này được sử dụng để sàng lọc khả năng sinh enzyme phân cắt chitin, 

cellulose/xylan và HA. 

3.2. Kết quả sàng lọc haloarcheae có khả năng sinh enzyme phân cắt chitin, 

cellulose/xylan và acid hyaluronic  

Haloarchaea là nhóm vi sinh vật cực đoan có khả năng thích nghi và phát triển trong 

môi trường có nồng độ muối cao, đồng thời có tiềm năng ứng dụng lớn trong các quy trình 

công nghệ sinh học hiện đại nhờ khả năng tổng hợp các enzyme hoạt động hiệu quả ở điều 

kiện khắc nghiệt. Trong nghiên cứu này, 5 chủng vi sinh vật, bao gồm VS1M2.1.4, 

VS7M5.1, VS7M5.3, VS7M5.7 và VS7M5.11 đã được sàng lọc khả năng phân giải 

polysaccharide, cụ thể với các cơ chất sử dụng là chitin, CMC và acid HA. Kết quả thử 

nghiệm, được trình bày chi tiết ở bảng 1, cho thấy các chủng này có tiềm năng sản sinh 

enzyme với hoạt tính phân giải rõ rệt trên các cơ chất polysaccharide thử nghiệm. 

Bảng 1. Hoạt tính trên các cơ chất chitin, carboxymethyl cellulose và acid hyaluronic 

của Haloarchaea. 

Ký hiệu chủng 

cổ khuẩn 

Hoạt tính enzyme trên các cơ chất 

 

Đĩa thạch carboxymethyl cellulose 

Chitin 
Carboxymethyl 

cellulose  

Acid 

hyaluronic  

VS1M2.1.4 +/- - +/- 

VS7M5.1 +/- +++ + 

VS7M5.3 ++ +++ +++ 

VS7M5.7 ++ ++ +/- 

VS7 M5.11 +/- - ++ 

+/-: hoạt tính rất yếu hoặc không rõ ràng; +: hoạt tính yếu; ++: hoạt tính trung bình; 
+++: hoạt tính mạnh. 

Kết quả được trình bày ở bảng 1 cho thấy, sự khác biệt đáng kể về hoạt tính enzyme 

giữa các chủng cổ khuẩn phân lập. Trong đó, chủng VS7M5.3 và VS7M5.1 nổi bật với hoạt 

tính cao trên CMC, cho thấy khả năng sản sinh enzyme cellulase và xylanase. Đây là các 

enzyme quan trọng trong công nghiệp năng lượng sinh học, đặc biệt trong việc chuyển hóa 

lignocellulose thành nhiên liệu sinh học như bioethanol [18]. Ngoài ra, trong lĩnh vực xử lý 

sinh học, enzyme cellulase và xylanase từ các chủng này có thể được ứng dụng để phân hủy 

chất thải nông nghiệp giàu lignocellulose trong môi trường mặn, giúp giảm thiểu ô nhiễm và 

tạo ra các sản phẩm có giá trị. 

Hoạt tính chitinase được ghi nhận ở mức trung bình đối với VS7M5.3 và VS7M5.7, 

trong khi các chủng khác có hoạt tính yếu hoặc không rõ ràng. Các enzyme chitinase không 

chỉ hỗ trợ xử lý sinh học chất thải như vỏ tôm, cua mà còn tạo ra các sản phẩm giá trị gia 

tăng như N-acetylglucosamine, một hợp chất quan trọng trong y học và công nghiệp thực 

phẩm. Tại Việt Nam, mặc dù đã có nhiều nghiên cứu về vi sinh vật sinh chitinase như 
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Aspergillus spp. [9], Bacillus spp. [19], các nghiên cứu về chitinase từ cổ khuẩn vẫn còn hạn 

chế. Do đó, kết quả này cung cấp thông tin mới, góp phần mở rộng phạm vi nghiên cứu vi 

sinh vật sinh enzyme tại các khu vực siêu mặn trong nước.  

Về khả năng sinh hyaluronidase, chủng VS7M5.3 thể hiện hoạt tính cao nhất, trong 

khi VS7M5.11 đạt mức trung bình và các chủng khác có hoạt tính thấp hơn. Hyaluronidase 

là enzyme thủy phân HA, một polysaccharide quan trọng tham gia vào các quá trình sinh lý 

và bệnh lý như di chuyển tế bào, sửa chữa tổn thương và hỗ trợ điều trị ung thư [6]. Sự ổn 

định của enzyme này trong môi trường mặn cao từ các chủng cổ khuẩn có thể mở ra tiềm 

năng ứng dụng trong y học, đặc biệt là sản xuất các chế phẩm HA có trọng lượng phân tử 

thấp. 

Nhìn chung, chủng VS7M5.3 nổi bật với hoạt tính enzyme cao trên cả ba cơ chất, cho 

thấy tiềm năng ứng dụng đa dạng trong các ngành công nghiệp liên quan đến năng lượng 

sinh học, xử lý chất thải và y sinh học. Các phát hiện này không chỉ làm phong phú thêm dữ 

liệu về vi sinh vật tại Việt Nam mà còn mở ra hướng khai thác các enzyme từ cổ khuẩn 

trong môi trường khắc nghiệt, góp phần vào phát triển công nghệ sinh học bền vững. 

4. Kết luận 

Nghiên cứu đã phân lập và sàng lọc thành công 27 chủng vi sinh vật từ môi trường 

siêu mặn tại ruộng muối Hòn Khói, tỉnh Khánh Hòa, trong đó có 5 chủng được xác định 

thuộc nhóm Haloarchaea nhờ khả năng nhạy cảm với anisomycin. Đây là các chủng cổ 

khuẩn nuôi cấy được trong điều kiện phòng thí nghiệm, một bước quan trọng trong việc 

nghiên cứu và khai thác tiềm năng của nhóm vi sinh vật này. Kết quả sàng lọc cho thấy, hai 

chủng có hoạt tính phân giải mạnh với CMC, một chủng có hoạt tính cao với hyaluronan và 

hai chủng khác thể hiện hoạt tính trung bình trên cơ chất chitin chứng tỏ khả năng sinh 

enzyme cellulase/xylanase, chitinase và hyaluronidase. Những phát hiện này không chỉ 

khẳng định khả năng sinh enzyme phân giải polysaccharide của các chủng cổ khuẩn mà còn 

mở ra hướng nghiên cứu sâu hơn để thu nhận enzyme và phát triển các ứng dụng trong công 

nghệ sinh học. 
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