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MỞ ĐẦU 

Môi trường biển và các hệ đầm phá ven bờ được biết đến là nơi chứa 

đựng nhiều dạng sống vi sinh vật có độ phong phú và đa dạng về thành phần 

loài. Các công bố mới nhất vế vi nấm biển đã cho thấy chúng có thể sinh 

trưởng và phát triển ở nhiều môi trường sống khác nhau như nước biển, vùng 

nước ven biển, trầm tích biển sâu, vùng nước siêu mặn, rừng ngập mặn, đầm 

lầy muối hay thậm chí cả ở điều kiện khắc nghiệt như miệng phun thủy nhiệt. 

Nhờ đó mà vi nấm biển đã được các nhà khoa học chứng minh là vi sinh vật 

có khả năng sản sinh các hợp chất mới có khả năng kiểm soát sinh học cao, 

chống lại nấm gây bệnh trên cây trồng và đặc biệt là có khả năng ức chế khối 

u, tế bào ung thư, một số bệnh lý nghiêm trọng khác. Đồng thời vi nấm biển 

cũng là nguồn thu nhận phong phú các chất chuyển hóa thứ cấp mới. Nhưng 

chưa có nghiên cứu nào khám phá và triển khai khai thác nguồn vi nấm từ hệ 

sinh thái đầm phá ven biển đầy tiềm năng. 

Tại Việt Nam, đầm phá về cơ bản tập trung ở miền Trung - khu vực có 

nguồn bồi tích cát ven bờ, động lực sóng mạnh nhưng biên độ thủy triều 

không đáng kể. Theo thống kê, có đến 12 đầm phá điển hình đặc trưng bậc 

nhất với diện tích hợp thành khoảng 458 km2 từ thành phố Huế cho đến Ninh 

Thuận, chiếm khoảng 21% chiều dài bờ biển nước ta. Đặc biệt, hệ đầm phá 

Tam Giang - Cầu Hai dài 70 km, rộng 216 km2, được xếp vào hệ đầm phá 

hàng đầu về quy mô tại Việt Nam và Đông Nam Á đồng thời thuộc loại lớn 

trên thế giới. Hệ đầm phá này được định danh như một dạnh sinh thái điển 

hình tại miền Trung - Việt Nam, được hợp thành từ chuỗi các đầm phá nhỏ 

như Tam Giang - Đầm Sam - An Truyền - Hà Trung - Thúy Tú - Cầu Hai. 

Mặc dù diện tích rộng và hình thái lạ kéo dài nhưng toàn bộ hệ đầm phá chỉ 

thông với biển qua một cửa chính là cửa Thuận An, trong khi cửa Tư Hiền có 

trạng thái đóng mở phụ thuộc vào điều kiện động lực và thủy hải văn. Ngoài 

ra, đầm phá còn nhận nguồn nước ngọt từ các sông lớn như Ô Lâu, Hương, 

Bồ, Đại Giang và vô số khe suối, lạch nhỏ khác với lưu lượng thay đổi theo 

mùa, làm cho điều kiện môi trường trở nên biến động và phức tạp. Những yếu 

tố này góp phần tạo nên sự phong phú cao về mặt sinh học cho hệ đầm phá 

Tam Giang - Cầu Hai, đồng thời mở ra tiềm năng lớn trong việc khai thác 

nguồn vi nấm có giá trị. 

Từ những lý do quan trọng trên, đề tài “Nghiên cứu hoạt tính ức chế 
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vi sinh vật kiểm định của vi nấm phân lập từ trầm tích vùng đầm phá 

Tam Giang - Cầu Hai” được thực hiện. Kết quả nghiên cứu đã giúp bổ sung 

cơ sở lý luận và mở ra hướng phát triển về mặt nghiên cứu và ứng dụng vi 

nấm đầm phá để phục vụ cho y học, nông nghiệp. Đồng thời, kết quả thu 

được từ các thí nghiệm đã giúp cung cấp số liệu và kiến thức nền tảng khoa 

học cho việc tuyển chọn và khai thác, sản xuất hợp chất có khả năng kháng 

khuẩn tự nhiên từ các chủng vi nấm, qua đó khẳng định giá trị và tiềm năng 

ứng dụng của nguồn tài nguyên vi sinh vật tại các hệ đầm phá ven biển Việt Nam. 

Mục tiêu của đề tài:  

 Phân lập và tuyển chọn được một số chủng vi nấm có hoạt tính ức chế 

một số chủng vi sinh vật kiểm định từ trầm tích vùng đầm phá Tam Giang - 

Cầu Hai. 

 Phân lập được 1-2 hợp chất có hoạt tính ức chế cao một số chủng vi 

sinh vật kiểm định từ các chủng vi nấm tuyển chọn. 

Nội dung nghiên cứu: 

 Phân lập và tuyển chọn các chủng vi nấm có hoạt tính ức chế một số 

chủng vi sinh vật kiểm định từ trầm tích vùng đầm phá Tam Giang - Cầu Hai. 

 Định danh hình thái và sinh học phân tử một số chủng vi nấm có hoạt 

tính cao. 

 Nghiên cứu các thông số lên men thích hợp cho việc tạo cặn chiết vi nấm. 

 Phân lập hợp chất thứ cấp và xác định cấu trúc của 1 - 2 hợp chất có 

hoạt tính ức chế cao. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. KHÁI QUÁT SƠ BỘ VỀ HỆ ĐẦM PHÁ TAM GIANG - CẦU HAI  

Hệ đầm phá ven biển là dạng thủy vực đặc trưng của vùng duyên hải, 

được hình thành vào giai đoạn Holocene muộn dưới tác động tổng hợp của 

nhiều quá trình địa chất - địa mạo như bồi tụ trầm tích sông - biển, dao động 

mực nước biển và sự phát triển của các dải cồn cát ven bờ. Quá trình tiến hóa 

kéo dài này đã tạo nên các hệ đầm phá dạng kín hoặc bán kín, có khả năng 

tích tụ lượng lớn trầm tích và vật chất hữu cơ, qua đó hình thành môi trường 

sống tốt nhất cho quá trình sinh trưởng của vi sinh vật. Tại Việt Nam, hệ đầm 

phá này được xem là một trong những hệ tiêu biểu với diện tích khoảng 216 

km², chiều dài gần 70 km, chiều rộng dao động từ 0,6 đến 8 km, độ sâu trung 

bình từ 1,5 - 2 m [1]. 

Về điều kiện khí hậu, do chịu ảnh hưởng trực tiếp của khí hậu nhiệt đới 

gió mùa, với hai mùa có sự phân hóa rõ rệt là mùa mưa và mùa khô. Hệ đầm 

phá được cấu thành từ chuỗi các đầm nhỏ liên kết với nhau gồm Tam Giang, 

Đầm Sam, An Truyền, Hà Trung, Thủy Tú và Cầu Hai. Phía Tây giáp vùng 

đồng bằng ven biển và hệ thống sông ngòi nội địa như sông Ô Lâu, sông Bồ 

và sông Hương, trong khi phía Đông được phân cách với biển Đông bởi dải 

cồn cát kéo dài liên tục. diện tích rộng cùng với hình thái trải dài đặc trưng, 

nhưng hệ đầm phá chỉ thông với biển qua cửa Thuận ở phía Bắc còn cửa Tư 

Hiền ở phía Nam thường đóng mở theo điều kiện địa động lực - thủy hải văn. 

Trong mùa mưa, các sông lớn như sông Hương, sông Bồ, sông Ô Lâu đổ vào 

đầm phá một lượng lớn nước ngọt làm giảm độ mặn và tăng trữ lượng chất 

hữu cơ cũng như các trầm tích lơ lửng. Trái ngược với mùa mưa, mùa khô có 

hiện tượng xâm nhập mặn từ biển Đông vào hệ thủy vực thông qua các cửa 

biển làm tăng độ mặn và thay đổi cấu trúc thủy hóa của hệ đầm phá. Nhờ có 

sự dao động mạnh mẽ về độ mặn, pH, hàm lượng oxi hỏa tan và chất dinh 

dưỡng đã tạo nên môi trường nước lợ đặc trưng, thuận lợi duy trì sự tồn tại và 

phát triển của quần xã sinh vật nói chung và vi sinh vật, vi nấm nói riêng - 

góp vai trò thiết yếu trong chu trình vật chất và năng lượng của hệ sinh thái 

đầm phá [2]. Đồng thời hình thành các gradient sinh thái rõ rệt theo cả không 

gian và thời gian. 

Trầm tích đáy là một hợp phần quan trọng trong hệ sinh thái đầm phá 

Tam Giang - Cầu Hai, với thành phần chủ yếu gồm bùn, bùn cát và cát mịn. 
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Trong đó, trầm tích bùn giàu chất hữu cơ thường tập trung phổ biến ở khu vực 

trung tâm đầm phá và những vùng chịu ảnh hưởng mạnh của dòng chảy sông. 

Chính đặc điểm trầm tích giàu dinh dưỡng và ổn định về mặt không gian đã 

tạo nên điều kiện thuận lợi cho sự phát triển đa dạng của các quần xã vi sinh 

vật bao gồm vi khuẩn, xạ khuẩn và đặc biệt là vi nấm. Vi nấm xuất hiện trong 

trầm tích giữ vai trò quan trọng trong quá trình phân hủy và chuyển hóa chất 

hữu cơ từ sinh vật thủy sinh, xác bã thực vật và chất thải từ các hoạt động 

nuôi trồng thủy sản.  

Cấu trúc quần xã sinh vật đầm phá Tam Giang - Cầu Hai khá đặc biệt 

vừa phản ánh đặc điểm khu hệ ven bờ phía Tây Vịnh Bắc Bộ, vừa thể hiện 

tính chuyển tiếp với các khu hệ phía Nam. Hệ đầm phá được đánh giá là hệ 

sinh thái có năng suất sinh học cao, là nơi lưu giữ nguồn giống sinh vật thủy 

sinh và biểu hiện sự đa dạng sinh cảnh cao như vùng cửa sông, đầm lầy và 

thảm cỏ thủy sinh - là nơi giàu dinh dưỡng, nguồn giống, nguồn lợi thủy hải 

sản, vi sinh vật. Trong môi trường nước lợ và trầm tích giàu chất hữu cơ, vi 

sinh vật phát triển với mật độ cao và biểu hiện mức độ đa dạng lớn (vi khuẩn, 

vi khuẩn cổ, xạ khuẩn, vi tảo và vi nấm). 

Các nghiên cứu về vi sinh vật tại khu vực này cho thấy mật độ vi khuẩn 

và vi sinh vật dị dưỡng trong nước, trầm tích tương đối cao, đặc biệt tại những 

vùng chịu ảnh hưởng mạnh của dòng chảy sông. Hàm lượng chất hữu cơ và 

chất dinh dưỡng tích tụ trong trầm tích tạo điều kiện thuận lợi cho sự phát 

triển của các nhóm vi khuẩn phân hủy cellulose, protein, lipid và các hợp chất 

hữu cơ phức tạp. Dưới sự ảnh hưởng của việc phân bố oxy không đồng đều 

theo chiều sâu đã hình thành nên các vi môi trường hiếu khí, yếm khí và kỵ 

khí từ đó hình thành các nhóm vi sinh vật có chức năng sinh thái khác nhau. 

Ở lớp bề mặt trầm tích giàu oxy các vi khuẩn hiếu khí và vi nấm phát triển tốt 

từ đó giúp cho quá trình phân hủy các chất hữu cơ sơ cấp được đẩy mạnh. 

Trong khi đó, ở lớp trầm tích sâu hơn, nơi hàm lượng oxy thấp, các vi khuẩn 

yếm khí như vi khuẩn khử sulfade, vi khuẩn khử nitrat giữ vị trí ưu thế, đảm 

nhận vai trò chủ chốt trong chu trình lưu huỳnh, nito. 

1.2. SƠ LƯỢC MỘT SỐ VI SINH VẬT GÂY BỆNH SỬ DỤNG TRONG 

NGHIÊN CỨU 

Vi sinh vật gây bệnh là những tác nhân có khả năng xâm nhập vào cơ 

thể vật chủ, sinh trưởng và gây tổn thương, từ đó dẫn đến các trạng thái bệnh 
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lý ở người, động vật và thực vật. Trong nghiên cứu vi sinh học ứng dụng, các 

nhóm vi sinh vật này, đặc biệt là vi khuẩn và vi nấm, thường được sử dụng 

làm chủng vi sinh vật kiểm định nhằm đánh giá hoạt tính kháng vi sinh vật 

của các hợp chất tự nhiên. Sự tương tác giữa vi sinh vật gây bệnh và vật chủ 

là một quá trình phức tạp, chịu ảnh hưởng bởi độc lực của vi sinh vật, khả 

năng thích nghi với môi trường và đặc biệt nhất là có cơ chế “né tránh hệ 

miễn dịch” [3]. 

Trong số đó, vi khuẩn gây bệnh là nhóm được nghiên cứu nhiều nhất 

do khả năng gây ra nhiều bệnh truyền nhiễm nguy hiểm. Dựa vào cấu trúc 

thành tế bào, vi khuẩn được chia ra làm 2 nhóm chính là Gram dương (+) và 

Gram âm (-), với độ nhạy cảm trước các tác nhân kháng khuẩn là có sự khác 

nhau ở từng nhóm. Các chủng vi sinh vật thường được sử dụng làm vi sinh 

vật kiểm định trong các nghiên cứu sàng lọc bao gồm Staphylococcus aureus 

và Bacillus subtilis, cùng với Escherichia coli và Pseudomonas aeruginosa. 

Đây là những chủng đại diện cho các nhóm vi khuẩn gây bệnh phổ biến, có ý 

nghĩa thực tiễn cao trong y học [4]. Ngoài ra, nấm men gây bệnh như Candida 

albicans cũng thường được sử dụng nhằm đánh giá hoạt tính kháng nấm của 

các hợp chất sinh học. 

Nhóm vi khuẩn Gram (+) có thành tế bào dày, trong đó lớp 

peptidoglycan chiếm tỷ lệ lớn (khoảng 20 – 80% khối lượng tế bào), giúp 

chúng giữ được màu tím của thuốc nhuộm crystal violet trong kỹ thuật nhuộm 

Gram. Thành tế bào của nhóm này còn chứa acid teichoic và lipoteichoic, 

đóng vai trò trong việc duy trì cấu trúc và tham gia vào cơ chế gây bệnh. Do 

không có màng ngoài, vi khuẩn Gram dương thường thể hiện độ nhạy cảm 

hơn đối với một số kháng sinh tác động lên quá trình sinh tổng hợp thành tế 

bào như β-lactam [5]. Các chi phổ biến như Staphylococcus, Streptococcus và 

Bacillus trong đó nhiều loài có khả năng sinh độc tố hoặc hình thành bào tử 

góp phần làm tăng độc lực và giúp chúng gia tăng khả năng sinh trưởng trong 

điều kiện khắc nghiệt. Bacillus cereus là vi khuẩn hiếu khí hoặc kỵ khí tùy 

nghi, có khả năng sinh nhiều enzyme ngoại bào và độc tố gây ngộ độc thực 

phẩm [6]. Nhờ cơ chế sản sinh ra bào tử bền vững, B. cereus có thể tồn tại 

trong môi trường khắc nghiệt nên thường được sử dụng làm đối chứng dương 

trong các thí nghiệm đánh giá hiệu quả ức chế của các hợp chất kháng khuẩn 

[3]. Bên cạnh đó, Staphylococcus aureus là vi khuẩn hình cầu, Gram (-), sắp 
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xếp thành cụm giống chùm nho và là tác nhân gây bệnh quan trọng, có thể 

gây ra nhiều bệnh lý như nhiễm trùng da, nhiễm trùng huyết và các bệnh 

nghiêm trọng khác. S.aureus có khả năng sinh độc tố và tạo màng sinh học 

(biofilm) làm tăng mức độ kháng kháng sinh [7], do đó chủng này thường 

được sử dụng phổ biến trong các nghiên cứu về hoạt tính kháng khuẩn [8]. 

Vi khuẩn Gram (-) có cấu trúc thành tế bào phức tạp hơn, với một lớp 

peptidoglycan mỏng được phân bố giữa hai lớp màng: màng sinh chất bên 

trong và màng ngoài bên ngoài. Màng ngoài chứa lipopolysaccharide (LPS), 

trong đó thành phần lipid A có thể hoạt động như nội độc tố (endotoxin) gây 

phản ứng viêm mạnh ở vật chủ [9]. Cấu trúc này tạo nên hàng rào bảo vệ hiệu 

quả, giúp vi khuẩn Gram (-) có khả năng đề kháng cao hơn với nhiều loại 

kháng sinh và tác nhân kháng khuẩn. Các đại diện phổ biến gồm Escherichia 

coli, Pseudomonas, Salmonella và Enterobacter, nhiều loài trong số đó là tác 

nhân gây bệnh quan trọng trong lĩnh vực y học. Escherichia coli là vi khuẩn 

có hình que, thuộc họ Enterobacteriaceae, thường được tìm thấy trong đường 

ruột người và động vật, gây bệnh đường tiêu hóa và nhiễm trùng tiết niệu. 

Nhờ cấu trúc màng ngoài đặc trưng, E.coli đã được công bố là có khả năng đề 

kháng tương đối cao với nhiều loại kháng sinh [9], nên thường được ứng dụng 

làm chủng kiểm định. Pseudomonas putida có hình que, hiếu khí, phân bố 

rộng trong môi trường tự nhiên. Mặc dù ít gây bệnh hơn Pseudomonas 

aeruginosa, loài này có khả năng thích nghi cao và hệ enzyme chuyển hóa đa 

dạng. Pseudomonas spp. nói chung nổi tiếng với khả năng đề kháng kháng 

sinh nội tại và sinh trưởng trong nhiều điều kiện môi trường [3]. Salmonella 

typhimurium - tác nhân chính gây ngộ độc thực phẩm và nhiễm trùng đường 

ruột phổ biến nhờ khả năng xâm nhập vào tế  bào biểu mô ruột và gây viêm 

[10]. Ngoài ra, Enterobacter aerogenes (nay được phân loại lại là Klebsiella 

aerogenes) thuộc họ Enterobacteriaceae là vi khuẩn gây nên các nhiễm trùng 

bệnh viện như nhiễm trùng đường hô hấp và tiết niệu, đặc biệt là kháng beta-

lactam thông qua cơ chế sản xuất enzyme β-lactamase [11]. 

Đối với chủng nấm men phổ biến - Candida albicans thường xuất hiện 

như một thành phần của hệ vi sinh vật bình thường trên cơ thể vật chủ. Tuy 

nhiên, khi hệ miễn dịch suy yếu, loài này có thể gây ra các nhiễm trùng từ nhẹ 

đến nặng như viêm niêm mạc hoặc nhiễm nấm toàn thân. Chúng có khả năng 

chuyển đổi hình thái từ dạng nấm men sang dạng sợi giả (tính lưỡng hình) 
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góp phần làm tăng độc lực và khả năng kháng thuốc kháng nấm [12]. 

Một trong những thách thức lớn hiện nay là sự gia tăng nhanh chóng 

của hiện tượng kháng kháng sinh ở các vi sinh vật gây bệnh. Nhiều chủng vi 

khuẩn đã phát triển các cơ chế kháng thuốc như biến đổi vị trí tác động của 

thuốc, sản sinh enzyme bất hoạt kháng sinh hoặc tăng cường bơm tống thuốc 

ra khỏi tế bào [13]. Thực trạng này làm suy giảm hiệu quả của các kháng sinh 

hiện có và đặt ra nhu cầu cấp thiết trong việc tìm kiếm các hợp chất kháng vi 

sinh vật mới, đặc biệt từ nguồn tự nhiên.  

Trong bối cảnh đó, vi nấm được xem là một trong những nguồn tài 

nguyên sinh học dồi dào cho việc phát hiện các hợp chất có hoạt tính sinh học 

mới. Đặc biệt là các chủng vi nấm có nguồn gốc từ các môi trường đặc thù 

như trầm tích đầm phá - nơi có điều kiện biến động mạnh và áp lực cạnh tranh 

cao - đẩy mạnh quá trình tổng hợp và sản sinh đa dạng các chất chuyển hóa 

thứ cấp. Do đó, việc sử dụng các chủng vi sinh vật gây bệnh làm đối tượng 

kiểm định trong nghiên cứu không chỉ giúp đánh giá phổ và mức độ hoạt tính 

kháng vi sinh vật của các chủng vi nấm phân lập, mà còn góp phần xác định 

tiềm năng của chúng trong lĩnh vực y dược. Việc sử dụng các chủng vi khuẩn 

Gram dương, Gram âm và nấm men gây bệnh phổ biến sẽ giúp phản ánh toàn 

diện khả năng ức chế của các hợp chất sinh học thu được từ vi nấm trầm tích. 

1.3. TỔNG QUAN VỀ VI NẤM BIỂN 

Vi nấm là nhóm sinh vật nhân thực, thuộc giới Fungi, bao gồm nấm sợi 

và nấm men, có kích thước hiển vi và phân bố rộng trong nhiều hệ sinh thái 

như đất, nước ngọt, môi trường biển và trầm tích. So với vi khuẩn, vi nấm có 

cấu trúc tế bào hoàn chỉnh với nhân thật, kích thước rất nhỏ từ 2 - 500 µm, 

thành tế bào chứa chitin và hệ enzyme ngoại bào phong phú. Nhờ đó, chúng 

có khả năng phân hủy hiệu quả các chất hữu cơ phức tạp như cellulose, lignin, 

protein và chitin, đóng vai trò chủ chốt trong chu trình sinh địa hóa của 

carbon cũng như duy trì cân bằng sinh thái trong môi trường tự nhiên [14] 

[15]. Những nghiên cứu gần đây cho thấy vi nấm không chỉ phổ biến trong 

môi trường đất mà còn hiện diện đa dạng trong môi trường biển, nước lợ và 

trầm tích đầm phá, đặc biệt tại các vùng ven biển và cửa sông. Tại đây, vi 

nấm phải thích nghi với điều kiện môi trường mang tính biến thiên cao về độ 

mặn, hàm lượng oxy hòa tan và hàm lượng chất hữu cơ, từ đó hình thành các 

nhóm nấm chịu mặn hoặc ưa mặn với khả năng thích nghi sinh lý cao [16]. 
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Vi nấm nói chung có khả năng phát triển mạnh trong các môi trường 

giàu dinh dưỡng như cơ thể sinh vật, trầm tích hoặc các mảnh vụn phân hủy 

từ xác động, thực vật. Những cơ chất này đóng vai trò như nguồn bám dính và 

cung cấp dinh dưỡng, đồng thời kích thích vi nấm tiết enzyme để phân giải 

các polyme sinh học phức tạp, từ đó hấp thu các chất để phục vụ cho chu trình 

sinh trưởng. Thành tế bào giàu chitin cũng hỗ trợ quá trình hấp thu dinh 

dưỡng thông qua cơ chế thẩm thấu, góp phần nâng cao hiệu quả trao đổi chất. 

Tuy nhiên, vi nấm được đánh giá là có độ đa dạng thấp ở các môi trường 

nước bề mặt do nghèo dinh dưỡng cùng sự khuếch tán nhanh nên enzyme do 

vi nấm tiết ra và các chất dinh dưỡng thu nhận dễ bị mất đi [20]. 

Trầm tích đáy được xem là môi trường giàu tiềm năng đối với vi nấm 

do tích tụ lượng lớn vật chất hữu cơ và có sự tập trung vi sinh vật với mật độ 

lớn tạo nên áp lực cạnh tranh sinh học mạnh mẽ. Trong bối cảnh này, vi nấm 

có xu hướng sinh tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp nhằm ức chế hoặc 

hạn chế sự phát triển của các vi sinh vật khác. Các hợp chất này bao gồm 

polyketide, alkaloid, terpenoid, peptide vòng và các dẫn xuất phenolic có hoạt 

tính sinh học cao [17]. Lịch sử y học đã ghi nhận vai trò đặc biệt của vi nấm 

trong việc cung cấp nguồn kháng sinh tự nhiên như penicillin (từ Penicillium) 

và cephalosporin (từ Acremonium), mở ra kỷ nguyên kháng sinh hiện đại. 

Theo tổng quan của Bugni và Ireland hay Rateb và Ebel, số lượng hợp chất 

mới phân lập từ vi nấm biển và trầm tích ngày càng gia tăng, nhiều chất thể 

hiện hoạt tính ức chế mạnh ở mức độ sinh học đối với các vi khuẩn kiểm định 

như S. aureus, E. coli, P. aeruginosa cũng như các loài nấm gây bệnh. Bên 

cạnh đó, phân tích hệ gen đã phát hiện sự tồn tại của nhiều cụm gen sinh tổng 

hợp tiềm năng, được nghiên cứu thông qua các thí nghiệm khảo sát điều kiện 

nuôi cấy hoặc kích hoạt biểu hiện gen thích hợp [18] [19]. 

Nhiệt độ được coi là yếu tố môi trường có tác động lớn nhất đến sự 

phân bố của vi nấm. Các công bố đã cho thấy, nhiệt độ từ 25 - 30°C là 

ngưỡng nhiệt thích hợp nhất cho quá trình sinh trưởng và phát triển của vi 

nấm [21]. Các yếu tố như độ mặn, oxy hòa tan, áp suất cũng là các yếu tố nền 

làm ảnh hưởng đến việc kiểm soát sự phân bố của vi nấm. Sự biến động nhiệt 

độ trong các hệ đầm phá chịu tác động của bức xạ mặt trời, bốc hơi, dòng 

chảy của nước và thủy triều từ vùng duyên hải và thềm lục địa.  

Bên cạnh nhiệt độ, độ mặn của nước cũng là tác nhân gây nên độ đa 
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dạng, sự phân bố nhiều hay ít của chủng. Trong nghiên cứu đã công bố tại 

biển Hoa Đông cho thấy trong 47 loài vi nấm nghiên cứu thì có khoảng 91,5% 

các chủng có biểu hiện sinh trưởng tốt trong môi trường bổ sung 3% NaCl so 

với không bổ sung. Hai cơ chế chính giúp vi nấm thích nghi với điều kiện 

mặn bao gồm tích tụ polyol, glycerol và cân bằng nồng độ ion nội mô. Khi 

tiếp xúc với NaCl, tế bào trải qua quá trình stress thẩm thấu và độc tố ion. Để 

giảm độc tính natri, tế bào phải duy trì nồng độ Na+ trong tế bào thấp bằng cơ 

chế hạn chế sự hấp thụ Na+ và nhanh chóng đào thải Na+ hoặc chuyển Na+ vào 

không bào [22]. 

Vi nấm biển được chia thành hai nhóm chính: vi nấm biển bắt buộc 

(obligate) và vi nấm biển không bắt buộc (facultative). Vi nấm biển bắt buộc 

bao gồm các loài chỉ sinh trưởng và tạo bào tử trong môi trường biển hoặc 

cửa sông, trong khi vi nấm biển không bắt buộc có nguồn gốc từ môi trường 

đất hoặc nước ngọt nhưng vẫn có khả năng phát triển và tạo bào tử ở môi 

trường biển. Tuy nhiên, cách phân loại này còn gây nhiều tranh luận. Jones và 

cộng sự [23] định nghĩa vi nấm biển bắt buộc là các loài được phân lập từ cơ 

chất hoặc vật liệu bất kỳ dưới biển hoặc trầm tích từ môi trường biển. Gần 

đây, Pang và cộng sự [24] đề xuất mở rộng khái niệm “vi nấm biển” cũng như 

vi nấm có nguồn gốc từ biển (marine-derived fungi), bao gồm các loài bất kỳ 

có khả năng sinh trưởng và/hoặc tạo bào tử trên vật liệu/cơ chất trong môi 

trường biển; có mối quan hệ cộng sinh với các loài sinh vật trong môi trường 

biển; hoặc thích hợp và tiến hóa hoặc có khả năng trao đổi chất trong môi 

trường biển. Ước tính hiện nay có khoảng 1,5 - 5,1 triệu loài nấm trên toàn 

cầu nhưng chỉ có 1% trong tổng số loài được nghiên cứu [25] [26] [27]. Tính 

đến tháng 2 năm 2021, số lượng các loài vi nấm biển được mô tả gồm 1.901 

loài, thuộc 769 chi, 226 họ, 88 bộ, 22 lớp và 7 ngành khác nhau [28]. 

Trong hai thập kỷ gần đây, các nghiên cứu về đa dạng vi nấm biển ngày 

càng được mở rộng, đặc biệt thông qua các phương pháp không phụ thuộc 

nuôi cấy kết hợp với công nghệ giải trình tự thế hệ mới. Tuy nhiên, việc định 

danh vi nấm vẫn gặp khó khăn do dữ liệu trình tự ở vùng ITS còn hạn chế đối 

với một số nhóm. Do đó, việc kết hợp phân tích trình tự gen (ITS, 18S rRNA) 

với đặc điểm hình thái vẫn giữ vai trò quan trọng trong phân loại và định danh 

chính xác [29] [30]. 

Vi nấm, đặc biệt là vi nấm biển, có khả năng đồng hóa hầu hết tất cả 
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các nguồn carbon và nitơ khác nhau tùy theo điều kiện môi trường và mục 

đích sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp mà mỗi loài vi nấm lại sử dụng các 

nguồn khác nhau. Sự kết hợp giữa đặc điểm chung của vi nấm và sự thích 

nghi chuyên biệt với môi trường biển đã tạo nên giá trị sinh học đặc thù của 

nhóm này. So với vi nấm trên cạn, vi nấm biển thường có xu hướng tạo ra các 

hợp chất thứ cấp đa dạng và mới lạ hơn, qua đó mở ra tiềm năng lớn trong 

việc tìm kiếm các chất kháng vi sinh vật mới, đặc biệt trong bối cảnh gia tăng 

hiện tượng kháng kháng sinh. 

Các ghi nhận đầu tiên về nấm trong môi trường đầm phá có từ năm 

1894 với loài Phaeosphaeria typharum thuộc ngành Ascomycota, phân lập từ 

thực vật Typha sp., trong khi nấm men biển được ghi nhận lần đầu vào năm 

1922 [31]. Tuy nhiên, đến nay, hiểu biết về nguồn gốc, phân bố và mức độ 

xuất hiện của vi nấm trong hệ đầm phá vẫn còn hạn chế. Giai đoạn 1970 - 

2010 chứng kiến sự gia tăng nhanh chóng các nghiên cứu về sản phẩm tự 

nhiên từ vi nấm biển và vi nấm có nguồn gốc đầm phá. Từ năm 1970 đến 

2002, đã có 272 hợp chất tự nhiên được phân lập từ 80 chủng vi nấm, trong số 

các chủng phân lập này chỉ 16 loài được coi là vi nấm, từ đó các thí nghiệm 

về hóa học đã được tiến hành và phát hiện ra 41 sản phẩm tự nhiên. 64 chủng 

phân lập còn lại có thể được phân thành hai nhóm: 30 chủng đại diện cho các 

loài nấm phổ biến và 34 phân lập chưa được xác định (hoặc chỉ được xác định 

ở cấp độ chung) điều đó đã trở thành khó khăn trong việc phân loại chúng là 

nấm từ trầm tích. Đến giữa năm 2010, số lượng chất chuyển hóa mới được 

mô tả đã vượt quá 1.000 chất. Từ năm 2005 đến giữa năm 2010, hơn 600 chất 

chuyển hóa mới đã được mô tả, có nguồn gốc từ hơn 200 chủng vi nấm phân 

lập chủ yếu từ tảo (21%), bọt biển (19%), trầm tích (16%) và rừng ngập mặn 

(15%) [32]. Tuy nhiên, chỉ có 5 chủng phân lập đại diện cho vi nấm (hai trong 

số đó đã được phân lập và nghiên cứu trước đó trước năm 2002), và nghiên 

cứu về các sinh vật này đã tìm ra 19 hợp chất mới. Rõ ràng, nguồn lực dồi dào 

dành cho nghiên cứu hóa học về vi nấm đã đóng góp tương đối ít vào sự hiểu 

biết về hóa học của vi nấm. 

1.4. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU VI NẤM ĐẦM PHÁ VEN BIỂN TRÊN 

THẾ GIỚI 

Nghiên cứu về vi nấm đầm phá ven biển chưa có báo cáo nào được 

công bố ở Việt Nam. Tuy nhiên, những công trình liên quan đến vi nấm phân 
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lập từ môi trường biển và rừng ngập mặn ven bờ đã được thực hiện tương đối 

nhiều. Nhiều nghiên cứu đã khẳng định vi nấm là nguồn tài nguyên sinh học 

phong phú, có khả năng sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính sinh học cao 

như kháng khuẩn, kháng nấm, chống viêm và chống ung thư [33] [34]. So với 

vi nấm có nguồn gốc từ đất liền, các chủng vi nấm phân lập từ những môi 

trường đặc thù như biển, rừng ngập mặn hay đầm phá vẫn còn ít được khai 

thác. Tuy nhiên, nhờ mức độ đa dạng sinh học cao và khả năng thích nghi với 

điều kiện khắc nghiệt (độ mặn, áp suất, thiếu oxy), các vi nấm từ môi trường 

biển và trầm tích ngày càng thu hút sự quan tâm trong nghiên cứu nhằm tìm 

kiếm các chất chuyển hóa thứ cấp mới [35]. 

Đặc trưng của môi trường đầm phá là nước lợ với sự biến động mạnh 

về độ mặn theo mùa, đóng vai trò như một yếu tố chọn lọc sinh thái quan 

trọng đối với quần xã vi sinh vật. Các vi sinh vật tồn tại trong môi trường này 

thường có khả năng thích nghi tốt với sự thay đổi của áp suất thẩm thấu, pH 

và nhiệt độ. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng hệ sinh thái đầm phá ven biển là 

nơi tập trung các nhóm vi sinh vật chịu mặn (halophilic) và ưa mặn trung bình 

(halotolerant), bao gồm nhiều loài vi nấm và xạ khuẩn có tiềm năng sinh tổng 

hợp các hợp chất thứ cấp có giá trị [36] [37]. 

Trong lớp trầm tích, vi nấm là thành phần quan trọng của quần xã vi 

sinh vật, mặc dù thường ít được chú ý hơn so với vi khuẩn. Chúng tham gia 

tích cực vào quá trình phân giải các hợp chất hữu cơ phức tạp như lignin, 

cellulose, chitin và các polymer sinh học có nguồn gốc từ thực vật thủy sinh, 

tảo và sinh vật đáy. Nhờ có hệ enzyme ngoại bào, vi nấm góp phần thúc đẩy 

quá trình khoáng hóa vật chất hữu cơ, qua đó cung cấp nguồn cơ chất cho các 

nhóm vi sinh vật khác trong hệ sinh thái [36]. Bên cạnh vai trò sinh thái, vi 

nấm còn tham gia vào các tương tác sinh học trong quần xã, đặc biệt là cạnh 

tranh về không gian và dinh dưỡng với vi khuẩn và xạ khuẩn. Điều này dẫn 

đến sự hình thành các cơ chế đối kháng sinh học, trong đó vi nấm có thể tiết 

ra các hợp chất kháng sinh tự nhiên, enzyme ức chế hoặc các chất chuyển hóa 

thứ cấp nhằm hạn chế sự phát triển của các vi sinh vật cạnh tranh [35] [37]. 

Các nghiên cứu trên thế giới đã chỉ ra rằng trầm tích đầm phá và vùng 

cửa sông là “kho lưu trữ” đa dạng vi sinh vật với tiềm năng sinh học cao. 

Nhiều chủng vi nấm phân lập từ trầm tích đầm phá và vùng cửa sông đã được 

ghi nhận có hoạt tính kháng mạnh đối với các vi sinh vật gây bệnh như 
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa và các 

loài nấm thuộc chi Candida [35] [37]. Điều này cho thấy môi trường trầm tích 

nước lợ là nguồn tài nguyên quan trọng trong việc tìm kiếm các hợp chất 

kháng vi sinh vật mới. 

Nhiều nghiên cứu đã ghi nhận sự hiện diện và tiềm năng sinh học của 

vi nấm biển như trong nghiên cứu của Bugni và Ireland công bố vào năm 

2004 đã phân lập và sàng lọc các chủng vi nấm từ trầm tích biển sâu, trong đó 

loài Penicillium và Aspergillus có khả năng tiết ra các chất kháng khuẩn mạnh 

[37]. Nghiên cứu của Sun và cộng sự cho thấy các chủng Trichoderma, 

Fusarium và Cladosporium phân lập từ trầm tích ven biển Trung Quốc có khả 

năng ức chế sự phát triển của nhiều vi khuẩn gây bệnh, bao gồm 

Staphylococcus aureus và Escherichia coli [38]. 

Theo tổng hợp của Blunt và cộng sự vào năm 2018, trong số hơn 300 

hợp chất tự nhiên mới được phát hiện từ môi trường biển, khoảng 40% hợp 

chất có nguồn gốc từ vi nấm, trong đó nhiều hợp chất thể hiện hoạt tính kháng 

khuẩn và chống ung thư đáng chú ý [33]. Rateb và cộng sự cũng chỉ ra rằng 

các chi như Aspergillus và Penicillium là nguồn quan trọng của các hợp chất 

như polyketide, alkaloid và depsipeptide có hoạt tính sinh học mạnh [35]. Bên 

cạnh đó, năm 2021 nhà khoa học Zin và cộng sự đã phân lập Penicillium 

citrinum từ trầm tích biển Myanmar và phát hiện các dẫn xuất citrinin có khả 

năng ức chế Staphylococcus aureus và Candida albicans [39]. 

Số lượng các hợp chất tự nhiên từ vi nấm biển không ngừng gia tăng 

theo thời gian. Tính đến năm 2002 đã có 272 cấu trúc mới được công bố, đến 

năm 2012 và 2013, số lượng này lần lượt đạt 288 và 302 hợp chất [40]. Các 

hợp chất từ vi nấm biển, rừng ngập mặn ven biển thể hiện nhiều hoạt tính sinh 

học tiềm năng, một số lượng đáng kể các chất chuyển hóa mới có tiềm năng 

dược lý đã được phát hiện bao gồm đặc tính kháng sinh, kháng nấm và chống 

ung thư [35]. Trong giai đoạn 2017 - 2020, nhiều hợp chất mới có cấu trúc lạ 

chủ yếu được phân lập chủ yếu từ các chi Penicillium và Aspergillus, một số 

lượng lớn các hợp chất chống khối u có cấu trúc mới được phân lập từ các chi 

nấm biển như Trichoderma, Cladosporium và Chaetomium [41]. 

Ngoài hoạt tính kháng khuẩn và chống ung thư, một số hợp chất từ vi 

nấm biển còn thể hiện hoạt tính kháng virus đáng chú ý. Ví dụ, Shen và cộng 

sự đã phân lập hai hợp chất từ Penicillium oxalicum có khả năng ức chế mạnh 
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đối với virus khảm thuốc lá, với giá trị EC₅₀ tương ứng là 100,80 và 137,78 

mg/mL [42]. Ngoài ra, ba hợp chất polykone mới và sáu hợp chất có cấu trúc 

đã biết được nghiên cứu từ nấm Trichoderma sp. SCSIO 41004 có nguồn gốc 

từ bọt biển cũng được ghi nhận có hoạt tính ức chế virus cúm EV71 với IC₅₀ 

đạt 25,7 µmol/L [43]. Ngoài ra, một hợp chất từ Cochliobolus lunatus có khả 

năng ức chế protein polymease PB2. Hợp chất này đã được chứng minh là có 

tác dụng ức chế các bệnh nhiễm trùng do các phân nhóm khác nhau của IAV 

gây ra, bao gồm các hoạt động ức chế đáng kể đối với H3N2, H1N1, các 

chủng đột biến NA-H274Y kháng oseltamivir với IC50 từ 1,2 - 5,5 lmol/L 

[44]. Một số hợp chất phân lập từ Penicillium sp. IMB 17-946 còn cho thấy 

hoạt động kháng vi rút phổ rộng, vi rút gây suy giảm hệ miễn dịch ở người 

như vi rút viêm gan C và IAV, với IC50 dao động từ 0,5 đến 7,7 mmol/L [45]. 

Các hợp chất tự nhiên (Polymixin B, pristinamycin, gramicidin, 

vancomycin, bleomycin, actinomycin D) có nguồn gốc từ biển đã có mặt trên 

thị trường và được sử dụng trong điều trị với vai trò kháng sinh và chất chống 

ung thư, trong khi một số hoạt chất khác như manoalide, discodermolide đang 

trong quá trình thử nghiệm lâm sàng [46]. Đồng thời, các hợp chất phân tử 

nhỏ (phenolic, anthraquinone, xanthone, alkaloid…), các hợp chất cao phân 

tử như exopolysaccharide (EPS) cũng thể hiện hoạt tính chống oxy hóa mạnh 

nhờ đặc điểm chống oxy hóa mạnh qua các gốc tự do [47]. FS Youssel và 

cộng sự cũng đã đánh giá tính chất hóa học cũng như hoạt tính sinh học của 

các chi nấm biển như: Acremonium, Aspergillus, Penicillium, Scytalidium, 

Talaromyces, Trichoderma… [48]. Chen và cộng sự đã phát hiện hoạt tính 

sinh học của EPS (lõi là mannan với các chuỗi galactoglucan) mới, được tạo 

ra bởi chủng vi nấm biển Alternaria sp SP-32. Phân đoạn tinh sạch AS2-1 của 

đường này có hoạt tính chống oxi hóa được xác định bởi thử nghiệm bắt gốc 

tự do DPPH và gốc tự do hydroxyl với các giá trị EC50 lần lượt là 3,4 và 4,2 

mg/mL[49]. Hoạt tính gây độc tế bào của EPS tinh sạch đối với dòng tế bào 

ung thư cố tử cung Hela, dòng tế bào bạch cầu ở người HL-60 và dòng tế bào 

ung thư máu tủy xương K562 có giá trị IC50 lần lượt là 0,167, 0,143 và 

0,46 mg/mL. 

Ngoài ra, nhiều hợp chất mới từ vi nấm biển còn cho thấy tiềm năng 

trong điều trị các bệnh lý khác. Ba alkaloid mới và chín chất tương tự đã biết 

được tách từ nấm biển Penicillium Y32 có tác dụng với động mạnh vành của 
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tim và được đánh giá trên mô hình cá ngựa vằn sống [50]. Fluoroquinazoline 

alkaloid đã được nhà khoa học Li phân lập từ nấm biển Scedosporium 

apiospermum F41-1. Hợp chất này có thể làm tăng độ nhạy insulin hiệu quả, 

mục tiêu là nhắm vào tế bào mỡ và được đánh giá có triển vọng trong điều trị 

tiểu đường type 2 [51]. Các nitrobenzoylsesquiterpenoid (NSs) được chứng 

minh có khả năng kìm hãm sự phát triển của ba dòng tế bào ung thư thận 

(ACHN, OS-RC-2 và 786-O) [52]. 

Li và cộng sự đã phân lập hơn 60 chủng vi nấm từ trầm tích đầm phá 

tại đảo Hải Nam (Trung Quốc), trong đó nhiều chủng cho chỉ số kháng khuẩn 

và kháng nấm mạnh [53]. Những kết quả này tiếp tục khẳng định rằng trầm 

tích đầm phá là nguồn tài nguyên sinh học giàu tiềm năng cho việc khai thác 

các vi nấm có giá trị ứng dụng cao. 

1.5. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU VI NẤM ĐẦM PHÁ VEN BIỂN Ở 

VIỆT NAM 

Trong những năm gần đây, lĩnh vực nghiên cứu vi nấm biển và các hợp 

chất sinh học do chúng sinh tổng hợp đã bắt đầu thu hút sự quan tâm của các 

nhà khoa học tại Việt Nam. Tuy vậy, so với các quốc gia phát triển, số lượng 

công bố vẫn còn hạn chế và chủ yếu tập trung tại một số khu vực ven biển 

như Nha Trang, Quảng Ninh và Côn Đảo. 

Một số nghiên cứu tiêu biểu có thể kể đến như công trình nghiên cứu 

của tác giả Nguyễn Thị Lan và cộng sự, đã phân lập được các chủng 

Penicillium và Trichoderma từ trầm tích vùng biển Nha Trang phát hiện một 

số chủng có khả năng sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính kháng vi sinh 

vật kiểm định [54]. Tương tự, nhà khoa học Trần Thị Thanh đã phân lập vi 

nấm từ trầm tích ven biển Quảng Bình, phát hiện 5 chủng có khả năng ức chế 

Bacillus subtilis và Candida albicans [55]. Ngoài ra, nghiên cứu của tác giả 

Nguyễn Thị Ngọc Dung cho thấy dịch chiết ethyl acetate từ chủng Aspergillus 

và Penicillium phân lập từ trầm tích ven biển  Nha Trang có khả năng ức chế 

Escherichia coli và Bacillus subtilis [56]. 

Bên cạnh đó, các nghiên cứu hợp tác giữa Viện Hóa sinh biển và Viện 

Hóa học các hợp chất thiên nhiên đã phân lập được ba hợp chất 

dibenzospiroketal mới là aspermicrone A-C (66-68) đã được phân phân lập từ 

cao chiết EtOAc của chủng Aspergillus micronesiensis thu nhận từ rong đỏ 

Kappaphycus alvarezii. Trong số này, hợp chất aspermicrone B và C thể hiện 
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hoạt tính kháng Staphylococcus aureus với giá trị MIC khoảng 123,2 µM [57]. 

Ngoài ra, cũng từ chủng vi nấm này, một số hợp chất polyketide oxy hóa cao 

như epicoccolide A, epicoccolide B và NC3B cũng được xác định, với khả 

năng ức chế các dòng tế bào ung thư HepG2, LU-1 và Vero (IC₅₀ dao động từ 

3,97 - 4,71 µg/mL) [58]. 

Tại khu vực biển Quảng Nam, một nghiên cứu đã phân lập chủng vi 

nấm Ascomycota sp. VK12 từ hải miên và xác định được 6 hợp chất phenolic, 

trong đó có một hợp chất mới cùng với 5 hợp chất đã biết như AGI-7, 

sescandelin và hydroxysydonic acid [59]. Tương tự, từ chủng 

Xenomyrothecium sp. IMBC-EP2.11 phân lập tại cùng khu vực, các nhà khoa 

học đã xác định được 7 chất chuyển hóa thứ cấp, chủ yếu thuộc nhóm 

isocoumarin và anthraquinone. Đáng chú ý, đây là một trong những nghiên 

cứu đầu tiên trên thế giới về thành phần hóa học của vi nấm 

Xenomyrothecium.  

Ngoài ra, một khảo sát tại bán đảo Sơn Trà (Đà Nẵng) đã phân lập được 

73 chủng nấm từ nhiều vị trí khác nhau, trong đó có nhiều chủng thể hiện hoạt 

tính kháng lại các vi sinh vật gây bệnh ở người như B. cereus ATCC 11778, 

E. coli ATCC 25922, …. Có tới 29 chủng trong số này có khả năng ức chế ít 

nhất hai chủng vi sinh vật kiểm định [60]. Đáng chú ý, một số hợp chất phân 

lập từ Ascomycota sp. VK12 như (3R)-(3,5-dihydroxyphenyl) butan-2-one và 

AGI-7 thể hiện hoạt tính gây độc tế bào đối với các dòng ung thư HepG2, 

MCF-7 và SK-Mel2, với IC₅₀ trong khoảng 48,6 - 96,5 µM. Đồng thời, các 

hợp chất này cùng với sescandelin-B và hydroxysydonic acid còn cho thấy 

hoạt tính kháng viêm thông qua cơ chế ức chế sản sinh NO trên dòng tế bào 

BV2 [61]. Hoạt tính kháng viêm tương tự cũng được ghi nhận đối với 

homogentisic acid và methyl (2,5-dihydroxyphenyl) acetate phân lập từ 

Aspergillus sp. tại vùng biển Quảng Nam [59]. 

Mặc dù khu vực miền Trung, sở hữu hệ sinh thái đa dạng và điều kiện 

môi trường đặc thù, nhưng các nghiên cứu về vi sinh vật, nhất là vi nấm, vẫn 

còn hạn chế. Phần lớn các công trình hiện nay chủ yếu tập trung vào khảo sát 

đa dạng vi sinh vật trong nước và trầm tích [62], trong khi các nghiên cứu 

chuyên sâu về vi nấm cũng như khả năng sinh tổng hợp các hợp chất kháng 

khuẩn từ nguồn tài nguyên này vẫn chưa được công bố rộng rãi.  
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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 nấm phân lập được từ trầm tích vùng đầm phá Tam Giang 

- Cầu Hai. 

 Các chủng vi khuẩn kiểm định: 

+ 2 chủng vi khuẩn Gram dương (+): Bacillus cereus ATCC 11778, 

Staphylococus aureus ATCC 6538;  

+ 4 chủng vi khuẩn Gram âm (-): Escherichia coli ATCC 11105, 

Pseudomonas putida ATCC3326K1, Salmonella typhimurium ATCC 14028, 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 và 1 chủng nấm men Candida 

albicans. 

Các chủng vi sinh vật kiểm định được cung cấp bởi Trung tâm Giống 

và bảo tồn nguồn gen Vi sinh vật (VCCM), Viện Sinh học, Viện Hàn lâm 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam, đang được lưu giữ tại tủ (-) 30 oC tại Viện 

nghiên cứu Khoa học Miền Trung. 

2.1.2. Hóa chất, dụng cụ và thiết bị 

Hóa chất 

Trong nghiên cứu này, một số hóa chất chính được sử dụng bao gồm: 

KH₂PO₄, Na₂HPO₄, cao thịt, MgSO₄.7H₂O, Peptone, Glucose, NaCl, 

Ca₃(PO₄)₂, Agar. Ngoài ra, các hóa chất thí nghiệm khác có độ tinh khiết phù 

hợp được cung cấp từ nhiều hãng uy tín trong và ngoài nước. 

Dụng cụ 

Các dụng cụ thí nghiệm sử dụng trong nghiên cứu bao gồm: đĩa Petri; 

micropipette và đầu tip; bình tam giác 100 ml, 250 ml, 500 ml và 1000 ml; 

bình Duran; ống Fancol 15 ml và 50 ml; ống Eppendorf 1,5 ml và 2 ml; que 

cấy vi sinh … 

Thiết bị và máy móc 

Thiết bị máy móc chính sử dụng thuộc Viện Nghiên cứu Khoa học 

Miền Trung gồm: Tủ cấy vô trùng, tủ an toàn sinh học cấp II (Esco, 

Singapore); máy ủ nhiệt kèm lắc rung có làm lạnh (Eppendort, Đức); tủ sấy, 

tủ ấm (Memmert, Đức); cân kỹ thuật chuẩn nội (Sartori, Đức); thiết bị đo pH 

(Hanna, Romani); máy vortex (BenhMarch, Mỹ); máy khuấy từ gia nhiệt 

(Velp, Ý); máy ly tâm lạnh đa năng (Eppendort, Đức); nồi hấp tiệt trùng 
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(Hirayama, Nhật Bản), máy PCR (Himedia, Ấn Độ), bể điện di, … 

Môi trường phân lập và nuôi cấy vi nấm 

 Peptone yeast glucose agar (PYGA) (g/L): Pepton 1.0 g, cao nấm men 

1.0 g, glucose 2.0 g, agar 20.0 g, nước từ đầm phá mang về đã khử trùng/nước 

muối biển nhân tạo 1000 mL. Khi làm bổ sung 5.0 mL kháng sinh 

(chlortetracycline/streptomycin) khi môi trường đã nguội. 

 Sabouranud (g/L): Pepton 10.0 g, glucose 20.0 g, agar 18.0 g, nước từ 

đầm phá mang về đã khử trùng/nước muối biển nhân tạo 1000 mL pH 6.0 - 

7.0. Khi làm bổ sung 0.15% penicillin, 0.15% streptomycin. 

 Czapek-Dox (g/L): Sucrose 30 g; NaNO3 2.0 g, K2HPO4 1.0 g, MgSO4 

0.5 g, KCl 0.5 g; FeSO4 0.01 g, agar: 20 g; nước từ đầm phá mang về đã khử 

trùng/nước muối biển nhân tạo: 1000 mL; pH 7.3 ± 0.2. 

 Môi trường dịch chiết khoai tây có bổ sung agar (PDA) (g/l): khoai tây 

ninh nhừ trong 1 lít nước từ đầm phá mang về đã khử trùng/nước muối biển 

nhân tạo 200 g, dextrose 20.0 g, agar 20.0 g, pH=5.6 ± 0.2. Bổ sung thêm 

kháng sinh Streptomycine khi nhiệt độ môi trường hạ xuống khoảng 50 oC. 

Môi trường nghiên cứu điều kiện lên men 

 PDA (g/L): khoai tây 200 g; glucose 10 g; nước từ đầm phá mang về đã 

khử trùng/nước muối biển nhân tạo: 1000 mL. 

 Cz-D (Czapek - Dox) (g/L): saccharose 30 g; NaNO3 30 g; K2HPO4 4 

g; MgSO4 6,5 g; nước từ đầm phá mang về đã khử trùng/nước muối biển nhân 

tạo: 1000 mL. 

 Sa (Sabouraud) (g/L): peptone 10 g; glucose 20 g; nước từ đầm phá 

mang về đã khử trùng/nước muối biển nhân tạo: 1000 mL. 

 Sa1 (g/L): tinh bột tan 10 g; cao nấm men 4 g; pepton 2 g; nước từ đầm 

phá mang về đã khử trùng/nước muối biển nhân tạo: 1000 mL. 

 Môi trường PI (g/L): Peptone 1 g; cao nấm men 1 g; glucose 2 g; nước 

từ đầm phá mang về đã khử trùng/nước muối biển nhân tạo: 1000 mL. 

Môi trường nuôi cấy vi khuẩn kiểm định và nấm men 

 LB (g/L) : Trytone 10 g; cao nấm men 5 g, NaCl 5 g. 

 PDA (g/) : khoai tây 200 g; glucose 10 g. 

Các môi trường chuyển từ lỏng sang thạch sẽ thêm 1,5 - 2% agar và 

được khử trùng ở 121 oC trong 30 phút. 
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Các loại dung dịch 

 Dung dịch glucose 0,2 %; 2 %; dung dịch saccharose 3 %. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phương pháp thu thập mẫu 

Mẫu được lấy theo phương pháp SCUBA theo quy trình hướng dẫn của 

Englisr và cộng sự 1997 [63]. Sử dụng gầu lấy mẫu, ống xuyên thu mẫu trầm 

tích đáy thích hợp. Thiết bị xuyên lấy mẫu trầm tích đáy được bố trí làm việc 

trong ống vỏ định vị, mỗi lần xuyên không vượt quá 30 - 40 cm. Mỗi mẫu vật 

sau khi thu được đựng trong lọ chứa mẫu vô trùng, bổ sung thêm glyxerol 

20% bảo quản lạnh (đá gel khô), vận chuyển về phòng thí nghiệm. 

Vị trí lấy mẫu: Vị trí lấy mẫu được thể hiện dưới Hình 1. Do hệ đầm 

phá Tam Giang - Cầu Hai trải dài và có cấu trúc từ phá Tam Giang đến đầm 

Sam - đầm An Truyền - đầm Hà Trung - đầm Thúy Tú - đầm Cầu Hai nối với 

nhau, nên tại các đầm nhỏ như đầm Sam - đầm An Truyền - đầm Hà Trung - 

đầm Thúy Tú, các mẫu trầm tích được lấy 4 điểm xung quanh và 1 điểm ở 

giữa đầm, rồi trộn chung thành 1 mẫu. Riêng phá Tam Giang và đầm Cầu Hai 

có cấu trúc đặc biệt hơn, do có sự giao thoa nhiều sông lớn và biển chảy vào 

nên việc lấy mẫu được bố trí như sau: Tại phá Tam Giang lấy 5 mẫu chung: 

Mẫu chung 1: Khu vực giao thoa của sông lớn, lạch nhỏ vào phá như sông Ô 

Lâu; Mẫu chung 2: Khu vực giữa phá; Mẫu chung 3: Khu vực giao thoa của 

sông lớn, lạch nhỏ vào phá như sông Bồ; Mẫu chung 4: Khu vực giao thoa 

của sông lớn, lạch nhỏ vào phá như sông Hương; Mẫu chung 5: Khu vực giao 

thoa với cửa biển Thuận An. Tại đầm Cầu Hai lấy 4 mẫu chung: Mẫu chung 

1: Khu vực giao thoa của các sông, suối đổ vào đầm; Mẫu chung 2: Khu vực 

giao thoa với đầm Thủy Tú; Mẫu chung 3: Khu vực giữa đầm; Mẫu chung 4: 

Khu vực giao thoa với cửa biển Tư Hiền. 
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Hình 2.1. Vị trí lấy mẫu tại hệ đầm phá Tam Giang - Cầu Hai. 

2.2.2. Phương pháp phân lập các chủng vi nấm từ trầm tích vùng đầm 

phá Tam Giang - Cầu Hai 

Mỗi mẫu trầm tích được cân 10g, tiến hành đồng nhất mẫu và sử dụng 

phương pháp nghiền cối sứ. Sau đó, mẫu được huyền phù trong 90 mL nước 

được lấy tại khu vực vùng lấy mẫu đã tiệt trùng. Rồi lắc trong máy lắc với tốc 

độ là 150 vòng/phút trong 20-30 phút. Hỗn hợp huyền phù sau đó để yên 

trong 15 phút để lắng cặn, phần dịch phía trên được hút 1 mL bằng 

micropipette và chuyển sang ống nghiệm có 9 mL nước muối sinh lý vô 

trùng. Tiến hành pha loãng thập phân liên tiếp tới 10-4 và 10-5.  

Từ dung dịch ban đầu và các nồng độ pha loãng, lấy 1 mL để cấy vào 

vào các đĩa peptri (đường kính 220 mn) chứa các môi trường phân lập vi nấm 

biến (PYGA, Sabourand, Czapek-Dox và PDA). Các đĩa sau khi được cấy 

dịch pha loãng sẽ được ủ ở nhiệt độ từ 28 đến 30 oC trong thời gian 1-5 ngày 

để. Sự hình thành và phát triển của khuẩn lạc được theo dõi định kỳ, sau đó 

tiến hành làm thuần và lưu giữ chủng [63] [64]. 

2.2.3. Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định của 

các chủng vi nấm phân lập được  

Các chủng vi nấm phân lập được nuôi trong môi trường thạch gốc ban 

đầu ở điều kiện nhiệt độ 30 oC, trong 2-5 ngày. Đối với các chủng vi khuẩn và 

nấm men dùng làm đối tượng kiểm định, tiến hành hoạt hóa từ ống chủng gốc 

trên môi trường rắn, sau đó chọn một khuẩn lạc đơn để cấy chuyển sang môi 

trường lỏng và lắc ở 200 vòng/phút tại 37 oC.  
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Các chủng vi nấm phân lập được sẽ được tiến hành đánh giá hoạt tính 

đối kháng với các chủng vi sinh vật gây bệnh (vi khuẩn, nấm men và nấm 

mốc) bằng phương pháp đặt thỏi thạch. Cụ thể, thỏi thạch chứa nấm phân lập 

kích thước 8 mm được đặt lên bề mặt các đĩa thạch kiểm tra chứa vi sinh vật 

gây bệnh. Với thí nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế vi khuẩn và nấm men, 

mật độ tế bào được điều chỉnh ở mức độ 105 CFU/mL, với nấm mốc thì sử 

dụng thỏi thạch có kích thước tương ứng vi nấm phân lập. Sau 1 - 2 ngày, tiến 

hành quan sát và đo đường kính vòng kháng khuẩn/ kháng nấm men hình 

thành xung quanh thỏi thạch. 

2.2.4. Phương pháp định danh chủng vi nấm tuyển chọn 

 Phân loại dựa vào đặc điểm hình thái  

Chủng vi nấm được nuôi cấy trên môi trường Czapek-Dox agar sau 2-

10 ngày ở nhiệt độ 24 - 26 oC để quan sát đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế 

bào. Tiêu bản được chuẩn bị và quan sát dưới kính hiển vi quang học nhằm 

ghi nhận các đặc điểm vi thể của sợi nấm và cơ quan sinh sản. Việc miêu tả 

được thực hiện dựa trên các tiêu chí của hệ thống phân loại bao gồm hình 

dạng sợi nấm, bào tử và các cơ quan sinh sản đặc trưng. Quan sát đặc điểm 

hình thái, cấu tạo bào tử và cơ quan sinh sản. Sau đó, dựa vào khóa phân loại 

của Domsch và Gams; Raper và Thom; Robert và cộng sự để xác định tên 

loài và đặc điểm phân loại của các chủng vi nấm [64], [65], [66]. 

 Phân loại dựa vào sinh học phân tử (vùng gen ITS) 

DNA tổng số của vi nấm được tách bằng Kít Quick-DNA 

Fungal/Bacterial Kits theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Sử dụng cặp mồi 

ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)/ ITS4 (5’- TCCTCCGCTTATT 

GATATGC-3’) khuếch đại đoạn gen vùng ITS của vi nấm bằng phương pháp 

khuếch đại gen PCR [67] [68]. 

Các thành phần tham gia vào quá trình PCR bao gồm: H2O khử ion, 

PCR buffer 1X, dNTPs 200 M, MgCl2 2.5 mM, primer (ITS1 và ITS4) 100 

mol/ l, Taq polymerase 0.5 U/ l, DNA 50 ng/ l. Tiến hành khuếch đại 

vùng gen ITS này chu trình nhiệt như sau: 95 °C/2 phút, 35 chu kỳ nhiệt 95 

°C/30 giây, 55 °C/30 giây và 72 °C/1 phút; 72°C/10 phút [67] [68]. 

Giải trình tự vùng ITS, sau đó trình tự gen được tiến hành so sánh với 

cơ sở dữ liệu Genebank trên trang web NCBI bằng công cụ BLAST 

SEARCH, xử lý dữ liệu bằng phần mềm BioEdit, xây dựng cây phát sinh 
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chủng loại trên phần mềm MEGA X. 

2.2.5. Phương pháp xác định các thông số lên men vi nấm và tạo cặn chiết 

 Phương pháp xác định các thông số lên men 

Bước 1. Nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường lên men 

5 môi trường được lựa chọn thử nghiệm gồm: PDA, Czapek, Sa, Sa1 và 

PI. Các điều kiện lên men khác tương tự nhau như: tỷ lệ tiếp giống 3%, nhiệt 

độ 28 oC, thời gian nuôi 15 ngày. Sau 15 ngày lên men tiến hành định lượng 

cao chiết thu được đồng thời khảo sát hoạt tính ức chế vi sinh vật kiểm định 

theo từng loại môi trường. 

Bước 2. Nghiên cứu ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống 

Tỷ lệ giống được khảo sát ở các mức: 1%, 3%, 7%, 10% và 15%. Các 

điều kiện lên men khác tương tự nhau như: môi trường lên men kế thừa bước 

1, nhiệt độ 28 oC, thời gian nuôi 15 ngày. Sau 15 ngày lên men tiến hành định 

lượng cao chiết thu được đồng thời khảo sát hoạt tính ức chế vi sinh vật kiểm 

định theo từng mức tiếp giống. 

Bước 3. Nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ lên men 

Nhiệt độ lên men được khảo sát ở ngưỡng 18 oC, 23 oC, 28 oC, 35 oC, 

và 42 oC. Các điều kiện lên men khác tương tự nhau như: môi trường lên men 

kế thừa bước 1, tỷ lệ tiếp giống kế thừa bước 2, thời gian nuôi 15 ngày. Sau 

15 ngày lên men tiến hành định lượng cao chiết thu được đồng thời khảo sát 

hoạt tính ức chế vi sinh vật kiểm định theo từng ngưỡng nhiệt độ khảo sát. 

Bước 4. Nghiên cứu ảnh hưởng của thời gian lên men 

Thời gian lên men được tiến hành khảo sát sau 5 ngày, 10 ngày, 15 

ngày, 20 ngày và 25 ngày nuôi cấy. Các điều kiện lên men khác tương tự nhau 

như: môi trường lên men kế thừa bước 1, tỷ lệ tiếp giống kế thừa bước 2, 

nhiệt độ lên men kế thừa ở bước 3. Sau 15 ngày lên men tiến hành định lượng 

cao chiết thu được đồng thời khảo sát hoạt tính ức chế vi sinh vật kiểm định 

theo từng ngưỡng thời gian lên men. 

 Tạo cặn chiết 

Chủng vi nấm tuyển chọn được lên men theo thông số xác định, sinh 

khối chủng vi nấm thu được sau đó được cắt nhỏ và cho vào bình thủy tinh. 

Cho dung môi ethyl acetate (EtOAc) vào ngập sản phẩm vi nấm, sau đó 

cho vào chiết siêu âm ở 40 oC trong 2 giờ, lọc gạn thu được dịch chiết 

EtOAc, quá trình lặp lại 4 lần. Dịch chiết EtOAc được làm khan bằng muối 
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Na2SO4 sau đó cất loại dung môi dưới áp suất giảm thu lại phần cặn chiết 

EtOAc. Tương tự phần cặn bã của sản phẩm vi nấm tiếp tục được chiết với 

dung môi methanol, quá trình thực hiện như với cặn chiết EtOAc thu được 

cặn MeOH. Cao chiết thô được cân khối lượng, tính hiệu suất và bảo quản 

trong lọ thủy tinh vô trùng ở 4 oC cho đến khi tiến hành các thí nghiệm tiếp 

theo [69]. 

2.2.6. Phương pháp phân lập, phân tích hóa học hợp chất thứ cấp của 

chủng vi nấm  

Cao chiết thô thu được từ dịch chiết ethyl acetate (EtOAc) của chủng vi 

nấm được hòa tan trong một lượng nhỏ dung môi thích hợp như methanol 

hoặc chloroform. Sau đó, tiến hành các bước phân đoạn và tinh sạch nhằm thu 

nhận các hợp chất riêng biệt [69] [70]. 

Phân đoạn và tinh chế các hợp chất từ cao/phân đoạn chiết được thực 

hiện áp dụng các kỹ thuật sắc ký bao gồm: sắc ký lớp mỏng (TLC) để theo dõi 

và đánh giá quá trình tách, sắc ký cột thường (CC), sắc ký cột nhanh với chất 

hấp thụ là silica gel (Merck), sắc ký pha đảo RP-18 và sắc ký Sephadex LH-20. 

 Sắc ký lớp mỏng ( TLC) 

Phương pháp TLC là kỹ thuật phân tích cho kết quả nhanh, được sử 

dụng phổ biến nhằm khảo sát thành phần hóa học của các dịch chiết ngoại bào 

hoặc các phân đoạn thu được trong quá trình tách chiết. Nguyên tắc của 

phương pháp là dựa trên sự khác biệt về độ phân cực của các hợp chất, từ đó 

dẫn đến sự di chuyển khác nhau trên bản mỏng. Đây là phương pháp vi lượng, 

có ưu điểm về thời gian phân tích ngắn và hiệu quả tách tương đối cao. 

Trong kỹ thuật TLC, Silica gel được phủ trên nền nhôm hoặc thủy tinh. 

Trong quá trình sắc ký, xảy ra sự cạnh tranh hấp phụ giữa dung môi và các 

chất phân tích trên bề mặt chất phấp phụ. Khi đạt được trạng thái cân bằng, 

các hợp chất sẽ phân bố tại những vị trí khác nhau trên bản mỏng, giúp cho 

việc nhận diện và đánh giá định tính thành phần. 

 Sắc ký cột (CC) 

Phương pháp này được áp dụng rộng rãi để phân đoạn, phân tách, tinh 

chế các hợp chất dựa trên sự khác biệt về độ phân cực hoặc kích thước phân 

tử của các hợp chất cần phân tích. Quá trình phân lập các chất được thực hiện 

bằng cột sắc ký sử dụng chất pha tĩnh như silica gel hoặc Sephadex, kết hợp 

với các hệ dung môi rửa giải phù hợp. 
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Phân tích hóa học của các hợp chất sau khi tinh chế được xác định bằng 

các phương pháp phân tích phổ hiện đại, chẳng hạn như phổ hồng ngoại (FT-

IR), phổ khối lượng (ESI-MS), phổ khối lượng phân giải cao (HR-ESI-MS), 

cùng với các kỹ thuật cộng hưởng từ hạt nhân ¹H-NMR, ¹³C-NMR, DEPT 

(phổ một chiều) và COSY, HSQC, HMBC, NOESY (phổ hai chiều). 

Phổ khối được ghi nhận trên hệ thiết bị Quadrupole LC/MS của Agilent 

Technologies theo chế độ ion hóa phun điện tử (ESI). Các phổ NMR được đo 

trên máy Bruker Avance 600 (600 MHz), sử dụng TMS làm chất chuẩn nội 

tại Viện Hóa học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam 

Độ quay cực được xác định bằng máy Jassco P-2000, trong khi điểm 

nóng chảy được đo trên thiết bị Mel-Temp 3.0 (Thermo Scientific). 

 Sắc ký lỏng hiệu năng cao điều chế (Preparative High Performence 

Liquid Chromatography, Prep - HPLC) 

Prep-HPLC là kỹ thuật hiện đại trong quá trình tinh sạch và thu nhận 

các hợp chất thứ cấp. Phương pháp này cho phép phân giải các chất dựa trên 

sự khác biệt về bản chất vật lý các hợp chất như độ phân cực, kích thước phân 

tử cũng như ái lực với pha tĩnh. 

Để tối ưu hóa điều kiện phân tách, cần tiến hành khảo sát trước các 

thông số như hệ dung môi, thời gian lưu và tốc độ dòng bằng cách chạy thử 

với lượng mẫu nhỏ. Sau khi xác định được điều kiện phù hợp, tiến hành tăng 

lượng mẫu nạp (thường gấp 2–5 lần) và lặp lại quá trình sắc ký cho đến khi 

thu được lượng chất mong muốn hoặc sử dụng hết mẫu ban đầu. 

2.2.7. Phương pháp đánh giá hoạt tính đối kháng vi sinh vật kiểm định 

của cao chiết và hợp chất 

 Đối với cao chiết 

Mẫu thử được đánh giá theo phương pháp pha loãng đa nồng độ (broth 

microdilution) dựa trên hướng dẫn của Andrews JM [71]. Thông qua giá trị 

MIC - nồng độ ức chế tối thiểu, sẽ cho phép xác định mức độ ức chế vi sinh.  

Mẫu thử ban đầu được hòa tan trong DMSO và pha loãng thành dãy 8 

nồng độ giảm dần, bao gồm: 256; 128; 64; 32; 16; 8; 4 và 2 µg/mL. Huyền 

phù vi sinh vật kiểm định (vi khuẩn hoặc nấm) được chuẩn bị với mật độ 

khoảng 5x105 CFU/mL. Tiến hành thí nghiệm bằng cách thêm 5,12 µL dung 

dịch mẫu (10 mg/mL) vào giếng đầu tiên chứa 100 µL môi trường LB, sau đó 

thực hiện pha loãng nối tiếp theo tỷ lệ 1:2 sang các giếng tiếp theo (mỗi giếng 
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chứa 50 µL môi trường) cho đến khi đạt nồng độ thấp nhất là 2 µg/mL. Tiếp 

theo, bổ sung 50 µL huyền phù vi sinh vật vào mỗi giếng và ủ ở 37°C. Mỗi 

thí nghiệm được lặp lại 3 lần (n = 3).  

Sau thời gian ủ, sự phát triển của vi sinh vật được đánh giá thông qua 

độ đục của môi trường, đo tại bước sóng 610 nm bằng máy quang phổ 

(Biotek). Dữ liệu thu được được xử lý bằng phần mềm GraphPad Prism [71]. 

Đối chứng dương sử dụng kháng sinh kanamycin đối với vi khuẩn và 

cycloheximide đối với nấm. 

 Đối với hợp chất 

Cũng tương tự như đối với cao chiết, mẫu thử được hòa tan trong 

DMSO và pha loãng theo dãy nồng độ giảm dần gồm: 256; 128; 64; 32; 16; 8; 

4 và 2 µg/mL. Huyền phù vi sinh vật kiểm định (vi khuẩn hoặc nấm) được 

chuẩn bị với mật độ khoảng 2 × 10⁵ CFU/mL. Trong quá trình thí nghiệm, 

5,12 µL dung dịch mẫu (nồng độ 10 mg/mL) được thêm vào giếng đầu tiên 

chứa 100 µL môi trường LB, sau đó tiến hành pha loãng nối tiếp theo tỷ lệ 1:2 

sang các giếng kế tiếp (mỗi giếng chứa 50 µL môi trường) cho đến khi đạt 

nồng độ thấp nhất là 2 µg/mL. Tiếp theo, bổ sung 50 µL huyền phù vi sinh 

vật vào mỗi giếng và ủ ở 37°C trong 24 giờ. Mỗi thí nghiệm được thực hiện 

lặp lại 3 lần (n = 3). Trong đó, ciprofloxacin được sử dụng làm đối chứng 

dương đối với vi khuẩn và cycloheximide được dùng cho nấm. 

2.2.8. Phương pháp xử lý số liệu nghiên cứu 

Toàn bộ thí nghiệm được tiến hành lặp lại 3 lần và số liệu được ghi 

nhận bằng cách tính giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn qua phần mềm 

Microsoft Excel 2016. 



25 

Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KẾT QUẢ PHÂN LẬP VÀ TUYỂN CHỌN CÁC CHỦNG VI NẤM 

CÓ HOẠT TÍNH ỨC CHẾ MỘT SỐ CHỦNG VI SINH VẬT KIỂM 

ĐỊNH TỪ TRẦM TÍCH ĐẦM PHÁ TAM GIANG - CẦU HAI  

Từ các mẫu trầm tích thu thập tại các vị trí lấy mẫu như đã liệt kê ở 

mục 2.2.1, đã phân lập được 106 khuẩn lạc (chủng) có hình thái vi nấm trên 4 

loại môi trường đặc trưng cho phân lập vi biển và ven biển (PYGA, 

Sabouranud, Czapek-Dox, PDA) theo thí nghiệm đã nêu ở mục 2.2.2. Kết quả 

phân lập cho thấy trên môi trường Sabouranud phân lập được nhiều khuẩn lạc 

vi nấm nhất, hình thái, màu sắc khuẩn lạc đa dạng nhất, tiếp theo là đến môi 

trường PDA, Czapek-Dox, và ít nhất là môi trường PYGA (Hình 3.1). 

  

  

Hình 3.1. Hình ảnh vi nấm trên 4 môi trường phân lậpTại đầm phá Tam Giang - 

Cầu Hai, độ mặn ở khu vực gần cửa biển và rừng ngập mặn có giá trị cao hơn 

so với các điểm khác trong đầm phá, các điểm gần với các cửa sông có độ 

mặn biến động cao phụ thuộc vào từng mùa. Mùa mưa, độ mặn nằm trong 

khoảng: 11.000 mg/L TDS, mùa khô: 753 - 25.950 mg/L TDS (Báo cáo tổng 

kết đề tài VAST.NĐP.13/14-15). Trong thí nghiệm này, chúng tôi lấy mẫu 
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vào thời điểm giao mùa để có thể thu được nhiều vi nấm trong các mẫu 

nghiên cứu (trầm tích), nồng độ muối trong các môi trường phân lập đã 

được thiết lập ở các tỷ lệ 0,5 %; 1,5 %; 2,5 % và 4,0 %.  

Kết quả cho thấy, với các môi trường có nồng độ muối 0,5 % và 4,0 % 

không ghi nhận sự phát sinh của vi nấm. Ở nồng độ 1,5 % có sự xuất hiện 

nhưng không đa dạng trong khi đó ở nồng độ 2.5 % xuất hiện nhiều và đa 

dạng. Điều này có thể được giải thích bởi sự chênh lệch áp suất thẩm thấu 

giữa môi trường nuôi cấy và điều kiện sống tự nhiên của các vi nấm trong 

trầm tích đầm phá. Nồng độ muối quá thấp hoặc quá cao có thể ảnh hưởng 

đến quá trình trao đổi chất, cân bằng ion và hoạt động enzyme của tế bào 

nấm, từ đó hạn chế khả năng sinh trường và phát triển [23]. Nhiều nghiên cứu 

đã chỉ ra rằng các vi nấm có nguồn gốc từ môi trường biển và vùng nước lợ 

thường thích nghi tốt ở khoảng độ mặn trung bình, giúp duy trì áp suất thẩm 

thấu ổn định và tạo điều kiện thuận lợi cho quá trình sinh tổng hợp các chất 

chuyển hóa thứ cấp [35] [18]. Như vậy nồng độ muối 2,5% được lựa chọn là 

ngưỡng tỷ lệ muối thích hợp cho môi trường nuôi cấy vi nấm. 

Sàng lọc hoạt tính đối kháng của 7 chủng vi sinh vật kiểm định (2 

chủng vi khuẩn Gram dương và 4 chủng vi khuẩn Gram âm) với 106 chủng vi 

nấm phân lập được cho thấy, 05 chủng vi nấm đối kháng với B. cereus ATCC 

11778, trong đó 01 chủng đối kháng cả B. cereus ATCC 11778 và P. putida 

ATCC3326K1, 01 chủng đối kháng cả B. cereus ATCC 11778 và S. aureus 

ATCC 6538; 02 chủng đồng đối kháng S. aureus ATCC 6538 và P. putida 

ATCC3326K1; và 01 chủng đồng đối kháng B. cereus ATCC 11778, S. 

aureus ATCC 6538, P. putida ATCC3326K1,  và S. typhimurium ATCC 

14028, chủng này kí hiệu là TG3-SaN5, được phân lập ở phá Tam Giang, vị 

trí thu mẫu trầm tích giữa đầm. Việc chỉ có một số lượng nhỏ chủng vi nấm 

biểu hiện hoạt tính đối kháng là hiện tượng thường gặp trong các nghiên cứu 

sàng lọc vi sinh vật từ môi trường tự nhiên. Mặc dù nhiều chủng vi nấm có 

khả năng sinh tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp, nhưng không phải tất cả 

các hợp chất này đều có hoạt tính kháng khuẩn hoặc được biểu hiện trong 

điều kiện nuôi cấy khảo sát [72]. Khả năng đối kháng mạnh của chủng TG3-

SaN5 cho thấy chủng này có tiềm năng sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp có 

hoạt tính sinh học với phổ kháng khuẩn tương đối rộng. Điều này đặc biệt có 

ý nghĩa trong bối cảnh nhu cầu tìm kiếm các hợp chất kháng sinh mới từ 



27 

nguồn vi sinh vật tự nhiên ngày càng gia tăng nhằm đối phó với tình trạng 

kháng kháng sinh của vi khuẩn gây bệnh [73]. 

Mặt khác, chủng TG3-SaN5 được phân lập từ mẫu trầm tích khu vực 

giữa đầm phá Tam Giang, nơi thường chịu tác động đồng thời của các yếu tố 

môi trường như biến động độ mặn, hàm lượng chất hữu cơ và sự cạnh tranh 

sinh học giữa các quần thể vi sinh vật. Những áp lực sinh thái này có thể thúc 

đẩy vi nấm phát triển các cơ chế cạnh tranh, trong đó có khả năng sản sinh 

các hợp chất kháng khuẩn để giành ưu thế sinh tồn [37]. Vì vậy, việc lựa chọn 

chủng TG3-SaN5 để định danh và nghiên cứu phân lập các hợp chất thứ cấp 

là hoàn toàn phù hợp và có cơ sở khoa học. 

Chủng TG3-SaN5 có biểu hiện khả năng ức chế lại với  4 chủng vi sinh 

vật kiểm định nên được lựa chọn để định danh xác định tên loài và phân lập 

hợp chất thứ cấp (Hình 3.2). 

Bảng 3.1. Các chủng vi nấm phân lập có hoạt tính đối kháng (D - d = mm) 

 

TT 

 

       Chủng kiểm định 

 

Chủng   

 phân lập 

B. cereus 

ATCC 

11778 

S. aureus 

ATCC 6538 

E. coli 

ATCC 

11105 

P. putida 

3326K1 

S. typhimurium 

ATCC 14028 

E. aerogenes 

ATCC 

13048 

C. 

abicans 

ATCC 

10231 

1 CH3-SaN6 10,3 ± 2,1 - - - - - - 

2 HT-SaN5 11,0 ± 3,6 15,0 ± 0,6 - - - - - 

3 TG3-PDN1 21,0 ± 1,0 - - - - - - 

4 TG2-SaN2 - 10,0 ± 3,6 -  13,0 ± 3,6  - - 

5 TG2-SaN3 20,3 ± 0,6 - - - - - - 

6 TG3-SaN3 14,7 ± 0,6  - 20,7 ± 2,0 - - - 

7 TG3-SaN4 - 12,0 ± 0,6 - 10,0 ± 1,0 - - - 

8 TG3-SaN5 17,3 ± 0,6 23,0 ± 1,0 - 20,0 ± 1,0 18,0 ± 1,0 - - 
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Hình 3.2. Đối kháng của TG3-SaN5 với 4 loại vi khuẩn kiểm định 

3.2. KẾT QUẢ ĐỊNH DANH MỘT SỐ CHỦNG VI NẤM CÓ HOẠT 

TÍNH CAO ĐƯỢC TUYỂN CHỌN 

3 chủng vi nấm có hoạt tính đối kháng cao nhất được lựa chọn để định 

danh bằng hình thái và sinh học phân tử. Các chủng gồm HT-SaN5, TG3-

SaN3, và TG3-SaN5. Kết quả định danh hình thái các chủng nghiên cứu được 

thể hiện dưới Bảng 3.2. 
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Bảng 3.2. Bảng phân loại vi nấm bằng hình thái khuẩn lạc và bào tử 

Kí hiệu 

chủng 

Hình thái khuẩn 

lạc 
Hình thái bào tử 

Hình ảnh khuẩn 

lạc 
Hình ảnh bào tử Tên loài 

HT-SaN5 Khuẩn lạc hình 

thành trên môi 

trường Czapek thạch 

sinh trưởng nhanh, 

đạt 5,0 - 6,0 cm/7 

ngày ở 25 oC, bề 

mặt khuẩn lạc tạo 

các khía hình tia 

nhẹ, xốp bông dạng 

len với hệ sợi nền 

màu trắng xen lẫn 

màu vàng, mang 

nhiều các cấu trúc 

sinh bào tử ở vùng 

trung tâm. Lúc đầu 

có màu lục nâu tối 

sau chuyển sang 

Cuống sinh bào tử trần 

kích thước thước thay 

đổi, thường từ 500 - 900 

μm nhưng có thể 2 - 

3mm, thành dày khoảng 

1 μm, nhưng có thể đến 

2,0 μm, nhẵn; bọng hình 

cầu hoặc gần cầu, kích 

thước thay đổi, 25 - 50 

μm đường kính nhưng 

thường sắp xếp từ 10 - 70 

μm hoặc 80 μm; thể bình 

hai tầng, bao phủ toàn bộ 

bề mặt bọng; ở các bọng 

nhỏ thường chỉ có 1 thể 

bình sinh ra trên 1 cuống, 

như vách ngăn ngang, có 

 

 

 

 

Aspergillus niger  
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màu nâu chocolate; 

mặt trái không màu 

hoặc tạo vùng có 

màu vàng sáng sau 

chuyển sang màu 

nâu đến nâu đỏ khi 

già; có mùi nhẹ như 

mùi sơn ête hoặc 

mùi nấm rơm; giọt 

tiết không có hoặc 

ít. 

màu nâu đậm. Cuống thể 

bình thường 10 - 20 μm x 

4,5 - 7,0 μm nhưng sắp 

xếp từ <5 - 40 μm x 3,0 -

4,0 μm; bào tử trần hình 

cầu, gần cầu, nhẵn đến 

ráp dị thường, kích thước 

thay đổi 3,5 - 5,0 μm 

hoặc thậm chí đến 6,0 

μm nhưng hầu hết 4,0 - 

4,5 μm. 

TG3-

SaN3 

Khuẩn lạc trên môi 

trường Czapek thạch 

phát triển nhanh, 4,5 

- 5,5 cm/10 ngày ở 

nhiệt độ 25 oC, xốp 

bông; đầu sinh bào 

tử trần hình tia hoặc 

tẽ ra thành vài cột 

lỏng, màu xanh lục 

Cuống sinh bào tử trần 

nhẵn đến gai ráp, không 

màu, kích thước 80 -1500 

μm  x 6,5 - 21 μm; bọng 

hình cầu, gần cầu, quả lê 

hoặc hình thuôn dài, kích 

thước 16 - 50 μm rộng. 

Thể bình 1 tầng, 2 tầng 

hoặc cả hai có cùng trên 

 

 

 

 

 

 

Aspergillus oryzae 

(Ahlburg) Cohn 

var. effusus 

(Tiraboschi) Ohara 
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hoặc vàng chanh, hệ 

sợi nấm màu trắng; 

giọt tiết có màu 

vàng nhạt. 

một bọng, cuống thể bình 

bao phủ hầu khắp bề mặt 

bọng, kích thước 5,2 - 36 

μm x 2,5 - 9,5 μm; thể 

bình 4,0 - 14 μm x 2,5 - 

7,0 μm, không màu đến 

màu vàng nhạt; thể bình 

của đầu một tầng bao phủ 

½  đến toàn bộ bề mặt 

bọng. Bào tử trần hình 

cầu, gần cầu, trứng, kích 

thước 2,8 - 6,2 μm rộng, 

với bề mặt nhẵn đến ráp. 

TG3-

SaN5 

Khuẩn lạc trên môi 

trường Czapek phát 

triển nhanh, 5,0 - 6,5 

cm/10 ngày ở nhiệt 

độ 25 oC, hệ sợi nấm 

màu trắng, màu 

vàng nhạt, màu 

Cuống sinh bào tử trần 

thưa thớt, thường đơn 

độc chỉ một thể bình hoặc 

tạo thành vòng 1 tầng 

gồm 2 - 3 thể bình. Thể 

bình thon nhọn hoặc hình 

thuôn dài, kích thước 8,0 

 

 

 

 

 

Talaromyces 

stipitatus (Thom) 

C. R. Benjamin 
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hồng đến đỏ nhạt; 

giọt tiết tạo thành 

giọt nhỏ, màu vàng 

nhạt; mặt trái màu 

nâu cam đến màu 

cam xám. 

- 35 μm x 1,8 - 2,8 μm, 

nhẵn. Bào tử trần hình 

elip đến hình trụ tròn, 

kích thước 4,0 - 7,5 x 2,5 

- 4,5 μm, nhẵn, không 

màu, tạo thành chuỗi đơn 

ngắn. Thể quả túi hình 

cầu, màu vàng nhạt, hình 

thành sau 10 - 14 ngày, 

nhiều, tạo thành một lớp 

trên bề mặt khuẩn lạc, 

kích thước 150 - 380 μm; 

túi bào tử (asci) tạo 

chuỗi, hình gần cầu, 7,0 - 

8,3 x 6,3 - 7,2 μm, không 

màu; bào tử túi 

(ascospore) hình elip với 

1 gờ xích đạo, nhẵn, 

không màu, 4,0 - 4,8 x 

2,5 - 3,2 μm. 

       



33 

03 chủng vi nấm được định loài dựa trên nhờ kỹ thuật sinh học phân tử. 

DNA tổng số của các chủng được tách, tinh sạch và kiểm tra bằng điện di trên 

gel agarose 1% (Hình 3.3a). Band điện di cho thấy DNA sạch, không có hiện 

tượng đứt gãy và tỷ lệ A260/A280 đo bằng máy quang phổ là 1.82, 1.83, và 

1.82 tương ứng với các chủng HT-SaN5, TG3-SaN3, và TG3-SaN5, với giá 

trị trên cho thấy sản phẩm DNA tổng số đã đáp ứng yêu cầu để tiếp tục tiến 

hành quá trình PCR với các điều kiện được mô tả trên phần phương pháp. Sau 

khi quá trình PCR kết thúc, sản phẩm khuếch đại vùng gen ITS được kiểm tra 

trên gel agarose 1% thu được 01 băng sáng rõ, đặc hiệu, có kích thước ~ 250 

bp so với maker, phù hợp với sản phẩm dự kiến (Mục 4 - Phụ lục). Trình tự 

gen được xác định trên máy giải trình tự (ABI PRISM 3100, Applied 

Bioscience). 

Trình tự gen được xử lý bằng phần mềm Bioedit và so sánh với cơ sở 

dữ liệu của NBCI thông qua công cụ BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Kết quả thu được cho thấy trình tự gen ITS 

của chủng HT-SaN5 có độ tương đồng 100% với loài Aspergillus niger chủng 

IRIFREAB9, chủng TG3-SaN3 có độ tương đồng 100% với loài Aspergillus 

oryzae chủng 79-SQU, và chủng TG3-SaN5 có độ tương đồng 100% với loài 

Talaromyces sp. chủng PPLF1, 97.33% với loài Talaromyces stipitatus chủng 

2RA1 trong ngân hàng gen NCBI. Trình tự gen và kết quả so sánh trình tự 3 

chủng được trình bày trong phần Phụ lục 1. Như vậy, từ kết quả định danh 

hình thái và định danh bằng sinh học phân tử có thể khẳng định chủng HT-

SaN5 là Aspergillus niger, chủng TG3-SaN3 là Aspergillus oryzae, và chủng 

TG3-SaN5 là  Talaromyces stipitatus. 
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Hình 3.3. Cây phân loại 3 chủng vi nấm tuyển chọn 

Cây phát sinh chủng loại được xây dựng dựa trên trình tự vùng ITS cho 

thấy các chủng vi nấm phân lập từ trầm tích đầm phá Tam Giang – Cầu Hai 

thuộc hai chi chính là Aspergillus và Talaromyces. Đây là hai nhóm vi nấm 

thường gặp trong các hệ sinh thái biển, ven biển và trầm tích, đồng thời được 

ghi nhận là nguồn sinh tổng hợp phong phú các hợp chất thứ cấp có hoạt tính 

sinh học [74] [75]. 

Trong nhóm Aspergillus, chủng TG3-SaN3 tạo thành một nhánh riêng 

cùng với Aspergillus oryzae isolate 79-SQU với giá trị bootstrap đạt 99%, cho 

thấy sự tương đồng di truyền rất cao giữa hai trình tự. Giá trị bootstrap lớn 

hơn 70% thường được xem là bằng chứng đáng tin cậy cho mối quan hệ phát 

sinh chủng loại [76]. Do đó, kết quả này cho thấy TG3-SaN3 có khả năng 

thuộc hoặc có quan hệ rất gần với loài A. oryzae. Đây là loài vi nấm có ý 

nghĩa quan trọng trong công nghiệp thực phẩm và công nghệ sinh học nhờ 
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khả năng sinh tổng hợp nhiều enzyme ngoại bào như amylase, protease và 

lipase [77]. 

Tương tự, chủng HT-SaN5 được xếp cùng nhánh với Aspergillus niger 

strain IRIFREAB9 với giá trị bootstrap 99%, chứng tỏ mức độ tương đồng 

cao về trình tự ITS. Tuy nhiên, nút phân nhánh liên kết giữa nhóm A. oryzae 

và nhóm A. niger chỉ đạt giá trị bootstrap 53%, phản ánh sự hỗ trợ thống kê ở 

mức trung bình cho mối quan hệ giữa các nhóm trong chi Aspergillus. Mặc dù 

vậy, sự phân nhóm riêng biệt của HT-SaN5 với chủng tham chiếu A. niger 

vẫn được hỗ trợ mạnh mẽ, cho phép định danh chủng này thuộc nhóm 

Aspergillus niger [78]. 

Một điểm đáng chú ý là chủng tham chiếu Talaromyces sp. HN21-3C 

nằm ở vị trí trung gian giữa nhóm Aspergillus và các nhóm Talaromyces còn 

lại. Điều này có thể xuất phát từ mức độ tương đồng tương đối cao của vùng 

ITS giữa một số loài thuộc họ Trichocomaceae hoặc do số lượng trình tự 

tham chiếu được sử dụng trong phân tích còn hạn chế. Samson và cộng sự 

trong công bố vào năm 2021 cho rằng vùng ITS đôi khi chưa đủ khả năng 

phân tách hoàn toàn các loài gần nhau trong chi Talaromyces và cần kết hợp 

thêm các chỉ thị phân tử khác như BenA, CaM hoặc RPB2 để nâng cao độ 

phân giải [79]. 

Trong nhóm Talaromyces, chủng TG3-SaN5 tạo thành một nhánh riêng 

cùng với Talaromyces sp. strain PPLF1 với giá trị bootstrap rất cao (96%). 

Kết quả này cho thấy TG3-SaN5 có quan hệ phát sinh gần gũi với các chủng 

thuộc chi Talaromyces. Ngược lại, nhánh chứa Talaromyces sp. ZH154 và 

Talaromyces sp. isolate A.1.15 chỉ được hỗ trợ bởi giá trị bootstrap 35%, 

phản ánh độ tin cậy thấp của mối quan hệ giữa hai trình tự này. Theo Hall 

(2013), các nút có bootstrap dưới 50% thường không được xem là có sự hỗ 

trợ mạnh và cần được diễn giải thận trọng [79]. 

Nhìn chung, cây phát sinh chủng loại cho thấy ba chủng nghiên cứu 

được phân bố vào hai nhóm phân loại khác nhau. Chủng TG3-SaN3 có quan 

hệ gần gũi với Aspergillus oryzae, chủng HT-SaN5 gần với Aspergillus niger, 

trong khi chủng TG3-SaN5 thuộc nhóm Talaromyces sp.. Sự phân tách rõ 

ràng giữa hai chi Aspergillus và Talaromyces phù hợp với hệ thống phân loại 

hiện đại của lớp Eurotiomycetes [78]. Kết quả này không những góp phần xác 

định vị trí phân loại của các chủng vi nấm phân lập mà còn là cơ sở cho các 
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nghiên cứu tiếp theo về khả năng sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính sinh 

học từ các chủng vi nấm có nguồn gốc từ trầm tích đầm phá Tam Giang – Cầu 

Hai. 

Kết quả định danh trên cho thấy chủng HT- SaN5 và TG3-SaN3 thuộc 

chi Aspergillus và chủng TG3-SaN5 thuộc chi Talaromyces, chúng thuộc 

ngành Ascomycota - đây là ngành ghi nhận được nhiều chủng vi nấm nhất ở 

biển theo nghiên cứu của Manohar và các cộng sự [72]. Đáng chú ý, các chi 

Aspergillus và Penicillium thường được công bố là chi sản sinh ra đa dạng các 

hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học cao [73] [79]. 

3.3. KẾT QUẢ XÁC ĐỊNH CÁC ĐIỀU KIỆN LÊN MEN THÍCH HỢP 

CHỦNG VI NẤM TALAROMYCES STIPITATUS 

Trong 3 chủng định danh, chủng Talaromyces stipitatus (TG3-SaN5) 

được lựa chọn để tiến hành nghiên cứu các thông số lên men nhằm thu hồi 

lượng cao chiết chất lượng tốt, đáp ứng cho quá trình phân lập hợp chất do có 

hoạt tính mạnh nhất và đối kháng đồng thời 4 chủng vi khuẩn kiểm định.  

Lên men chìm là phương pháp phổ biến được sử dụng để nghiên cứu 

thu hồi các chất chuyển hóa thứ cấp, bao gồm kháng sinh và các hợp chất có 

hoạt tính sinh học. Ưu điểm của phương pháp này là tiến hành lên men lỏng 

trong bình kín đảm bảo vô trùng và tránh bị lây nhiễm. Việc tối ưu hóa và 

kiểm soát các thông số lên men thích hợp đóng vai trò quan trọng trong việc 

nâng cao hiệu suất sinh tổng hợp các hợp chất mong muốn.  

Các điều kiện len men quan trọng thường được nghiên cứu là thành 

phần môi trường, tỷ lệ giống ban đầu, nhiệt độ và thời gian lên men. Trong 

đó, nguồn carbon và nitơ là các yếu tố dinh dưỡng thiết yếu, quyết định đến 

khả năng sinh trưởng và sinh tổng hợp chất chuyển hóa của vi nấm. Nhiều 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng cùng một chủng vi nấm nhưng khi nuôi cấy trên các 

môi trường khác nhau có thể cho sinh khối và hoạt tính sinh học khác biệt 

đáng kể. 

Nhiệt độ cũng là yếu tố quan trọng, ảnh hưởng trực tiếp đến hoạt tính 

enzyme, tốc độ trao đổi chất và sự phát triển của vi sinh vật. Ở nhiệt độ cao, 

khí CO₂ sinh ra dễ thoát ra khỏi môi trường, làm thay đổi trạng thái cân bằng 

của hệ; trong khi đó, ở nhiệt độ thấp, một số chất có thể không hòa tan hoàn 

toàn, ảnh hưởng đến hiệu quả lên men. Vi nấm phát triển bình thường ở 

khoảng nhiệt từ 10 - 30 °C và sinh trưởng, phát triển tốt nhất trong khoảng 25 - 32°C. 



37 

Bên cạnh đó, thời gian lên men cũng cần được xác định phù hợp để thu 

nhận tối đa các chất chuyển hóa thứ cấp. Do đặc điểm thành tế bào chứa 

chitin, vi nấm thường có tốc độ sinh trưởng chậm hơn so với vi khuẩn, và quá 

trình tích lũy các hợp chất thứ cấp có thể kéo dài từ 15 - 20 ngày hoặc lâu 

hơn, tùy thuộc vào từng chủng cụ thể [80] [81] [82]. 

Thử nghiệm các thông số lên men được thực hiện như phần phương 

pháp mô tả. Kết quả thể hiện dưới Bảng 3.3, Bảng 3.4. Kết quả thu được cho 

thấy chủng Talaromyces stipitatus lên men thích hợp nhất ở các điều kiện: 

môi trường PDA, tỷ lệ giống 3%, nhiệt độ 28 oC, và thời gian lên men 15 ngày. 

Bảng 3.3. Tổng hợp các thông số lên men ảnh hưởng đến khối lượng cao chiết vi 

nấm Talaromyces stipitatus (g/L) 

 

1 

Ảnh hưởng của môi trường lên men 

Cz-D PI Sa PDA Sa1 

0,312 ± 0,3 0,390 ± 0.6 1,210 ± 0,2 1,846 ± 0,5 0,180 ± 0,1 

 

2 

Ảnh hưởng của tỷ lệ giống ban đầu 

1% 3% 7% 10% 15% 

0,368 ± 0,4 1,815 ± 0,2 1,646 ± 0,2 1,537 ± 0,1 0,933 ± 0,3 

 

3 

Ảnh hưởng của nhiệt độ lên men 

18 oC 23 oC 28 oC 35 oC 42 oC 

0,311 ± 0,1 0,497 ± 0,1 1,832 ± 0,3 1,088 ± 0,5 0,795 ± 0,4 

 

4 

Ảnh hưởng của thời gian lên men 

5 ngày 10 ngày 15 ngày 20 ngày 25 ngày 

0,125 ± 0,2 0,766 ± 0,4 1,843 ± 0,3  1,689 ± 0,3 1,543 ± 0,6 

 

Bảng 3.4. Tổng hợp các thông số lên men ảnh hưởng đến hoạt tính ức chế vi khuẩn 

kiểm định của cao chiết vi nấm Talaromyces stipitatus  

(D - d = mm) 

1 Môi trường lên men  

 
B. cereus 

ATCC 11778 

P. putida 

3326K1 

S. aureus 

ATCC 6538 

S. typhimurium 

ATCC 14028 

Cz-D 12,8  ± 0,3  18,2 ± 0,6  20,7 ± 0,6   15,2 ± 0,6  
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PI   12,8 ± 0,4    19,3 ± 0,5    23,3 ± 0,6   16,4 ± 0,6  

Sa  17,5± 0,5   20,3 ± 0,5    23,3 ± 0,6      18,7 ± 0,6  

PDA  17,9 ± 0,8  21,7 ± 0,2    27,7 ± 0,6      19,2 ± 0,6  

Sa1   16,8 ± 0,3    20,3 ± 1,1     26,3 ± 0,6       18,1 ± 1,0  

2 Tỷ lệ giống ban đầu 

 B. cereus 

ATCC 11778 

P. putida 

3326K1 

S. aureus 

ATCC 6538 

S. typhimurium 

ATCC 14028 

1%  5,4 ± 0,6   6,9 ± 0,3    10,7 ± 0,6      9,2 ± 0,6  

3%  17,3 ± 0,2   20,5 ± 0,5    23,6 ± 0,3      18,5 ± 0,6  

7%  16,8 ± 0,5   20,0 ± 1,0    22,5 ± 0,3      17,9 ± 0,3  

10%  15,8 ± 0,6   18,6 ± 0,6    20,2 ± 0,5     15,8 ± 0,2  

15%  15,8 ± 0,9  18,5 ± 0,3    20,3 ± 0,5      15,5 ± 0,5  

3 Nhiệt độ lên men 

 B. cereus 

ATCC 11778 

P. putida 

3326K1 

S. aureus 

ATCC 6538 

S. typhimurium 

ATCC 14028 

18 oC  5,2 ± 0,3  15,5 ± 0,3  18,6 ± 0,2   11,2 ± 0,2  

23 oC   10,3 ± 0,5    18,4 ± 0,2    20,6 ± 0,4   13,1 ± 0,6  

28 oC  16,9 ± 0,4  20,8 ± 0,7    23,2 ± 0,5     18,0 ± 0,3  

35 oC  12,6± 0,3  16,3 ± 0,3    16,4 ± 0,3     15,5 ± 0,2 

42 oC   6,5 ± 0,5    13,1 ± 0,1    12,1 ± 0,6       10,3 ± 0,2  

4 Thời gian lên men 

 B. cereus 

ATCC 11778 

P. putida 

3326K1 

S. aureus 

ATCC 6538 

S. typhimurium 

ATCC 14028 

5 ngày 6,5  ± 0,2 12,6 ± 0,6  13,8 ± 0,2   12,8 ± 0,6 

10 ngày   10,3 ± 0,5  15,5 ± 0,5    15,6 ± 0,5   13,6 ± 0,2 

15 ngày  17,2 ± 0,3  21,2 ± 0,6   25,3 ± 0,3    18,4 ± 0,5  

20 ngày  13,8 ± 0,2 14,3 ± 0,1    18,6 ± 0,2      12,8 ± 0,2  

25 ngày   13,4 ± 0,6   12,8 ± 0,2     16,5 ± 0,3       12,3 ± 0,3  
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3.4. KẾT QUẢ PHÂN LẬP HỢP CHẤT THỨ CẤP TỪ CHỦNG VI 

NẤM TUYỂN CHỌN 

Dịch lên men vi nấm Talaromyces stipitatus được chiết 3 lần bằng 

dung môi ethyl acetate, cất loại dung môi dưới áp suất thấp, bằng máy cô 

quay, thu được cặn chiết ethyl acetate. Cặn chiết ethyl acetate này phân tách 

trên cột sắc kí silica gel áp dụng hệ dung môi gradien n-hexane/acetone 

(100/0 – 0/100 v/v), gộp các phần có sắc đồ TLC tương tự nhau thu được 3 

phân đoạn lần lượt là N5A, N5B, và N5C. Tiếp tục tiến hành tách phân đoạn 

N5B, sử dụng cột sắc ký RP-18 (pha đảo), hệ dung môi sử dụng là 

acetone/nước (2/1, v/v) gộp các phần có sắc đồ TLC tương tự nhau nhận được 

bốn phân đoạn nhỏ hơn được kí hiệu là N5B-1, N5B-2, N5B-3, và N5B-4.  

Tiến hành phân tách các phân đoạn trên bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao 

HPLC (thực hiện trên hệ HPLC Agilent 1260 kết nối với cột HPLC J’sphere 

H-80, 250 mm × 20 mm) hệ dung môi rửa giải 95% methanol trong nước, pha 

động có tốc độ dòng 3 mL/phút). Đối với phân đoạn N5B-3 thu nhận lại được 

hợp chất 1 (5.2 mg, tR 42.9 phút). Đối với phân đoạn N5B-2 nhận được 4 

phân đoạn nhỏ hơn được kí hiệu là N5B-2.1, N5B-2.2, N5B-2.3, và N5B-2.4. 

Sau đó, từ phân đoạn N5B-2.1 thu được hợp chất 2 (3.5 mg, tR 91.1 phút), 

hợp chất 3 (5.3 mg, tR 104.5 phút), hợp chất 4 (4.6 mg, tR 109.6 phút). Phân 

đoạn N5B-2.4 thu được hợp chất 6 (5.2 mg, tR 39.1 phút). Phân đoạn N5B-

2.3 được áp dụng với hệ dung môi 98% methanol trong nước thu được hợp 

chất 5 (5.5 mg, tR 52.6 phút).  

Phân đoạn N5C được tiến hành phân tách trên cột RP-18, áp dụng hệ 

dung môi acetone/nước (2/1, v/v) gộp các phần có sắc đồ TLC tương tự nhau 

nhận được 2 phân đoạn nhỏ hơn được kí hiệu là N5C-1 và N5C-2. Sau đó, 

phân đoạn N5C-1 được tiến hành phân đoạn bằng cột sắc kí pha thường áp 

dụng hệ dung môi n-hexane/ethyl acetate (5/1, v/v) gộp các phần có sắc đồ 

TLC tương tự nhau nhận được 4 phân đoạn nhỏ hơn được kí hiệu là N5C-1.1, 

N5C-1.2, N5C-1.3, và N5C-1.4. Phân đoạn N5C-1.2 với hệ dung môi rửa giải 

55% methanol trong nước thu được hợp chất 7 (3.7 mg, tR 38.2 phút). Hợp 

chất 8 (6.7 mg, tR 32.9 phút) thu được từ phân đoạn N5C-1.4 nhờ phân tách 

trên HPLC. Sơ đồ phân lập các hợp chất được mô tả dưới Hình 3.4.  

Kết quả phân lập cho thấy chủng vi nấm Talaromyces stipitatus có khả 

năng sinh tổng hợp nhiều hợp chất thứ cấp với độ phân cực khác nhau. Việc 
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sử dụng ethyl acetate để chiết xuất dịch lên men là lựa chọn phù hợp do dung 

môi này có khả năng hòa tan tốt nhiều nhóm chất chuyển hóa thứ cấp của vi 

nấm như polyketide, terpenoid, steroid và các dẫn xuất phenolic, đồng thời dễ 

dàng loại bỏ dưới áp suất giảm để thu nhận cao chiết thô [78]. Quá trình phân 

tách kết hợp giữa sắc ký cột pha thường silica gel, sắc ký pha đảo RP-18 và 

sắc ký lỏng hiệu năng cao bán điều chế (semi-preparative HPLC) đã cho phép 

phân tách hiệu quả các hợp chất dựa trên sự khác biệt về độ phân cực, khả 

năng hấp phụ và thời gian lưu. Đây là phương pháp phân lập được áp dụng 

phổ biến trong nghiên cứu các hợp chất tự nhiên từ vi sinh vật nhằm thu nhận 

các chất ở độ tinh sạch đủ cho việc xác định cấu trúc bằng các phương pháp 

phổ hiện đại [84]. Nhiều nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng các loài thuộc 

chi này là nguồn sản sinh đa dạng các hợp chất có hoạt tính sinh học như 

anthraquinone, azaphilone, meroterpenoid, steroid và các dẫn xuất polyketide, 

trong đó nhiều hợp chất thể hiện hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm và chống 

oxy hóa đáng chú ý [85] [86].  

 

Hình 3.4. Sơ đồ phân đoạn và tinh sạch hợp chất từ vi nấm Talaromyces stipitatus. 

Hợp chất phân lập được tiến hành pha trong DMSO để đạt được nồng 
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độ 10 mg/mL như đã miêu tả tại phần phương pháp. Để xác định MIC 

(Minimum Inhibitory Concentration). Các mẫu sau khi được ủ 37 oC qua 

đêm. Tiến hành ghi nhận giá trị OD tại bước sóng 625 nm và giá trị MIC 

được xác định tại giếng nồng độ có giá OD (đã trừ giếng đối chứng) âm. Điều 

đó có nghĩa là sau 24 giờ nuôi cấy thì dịch chiết thô có khả năng ức chế từ 97 

- 99 % vi khuẩn kiểm định. Các giếng có OD âm lại được hút 10 µL để tiếp 

tục nuôi cấy trên các đĩa thạch LB mới. Tác dụng ức chế vi khuẩn được xác 

định khi mật độ khuẩn lạc ≤ 3 khuẩn lạc với việc sử dụng nồng độ kháng sinh 

tối thiểu. 
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Bảng 3.5. Giá trị MIC của 8 hợp chất phân lập (µg/mL). 

STT 
Tên hợp 

chất 

Gram dương Gram âm Nấm men 

B. cereus 

ATCC 11778 

S. aureus 

ATCC 6538 

E. coli 

ATCC 11105  

P. putida 

ATCC3326K1 

S. typhimurium 

ATCC 14028  

E. aerogenes 

ATCC 13048 

C. abicans 

ATCC 10231 

1 1 64 >256 256 >256 128 >256 >256 

2 2 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 

3 3 128 >256 >256 >256 256 >256 >256 

4 4 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 

5 5 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 

6 6 128 64 >256 256 >256 >256 >256 

7 7 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 

8 8 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 

Streptomycin 128 256 32 256 128 256 - 

Cyclohexamide - - - - - - 32 

Chú thích: “-” không thử nghiệm 
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Từ bảng kết quả 3.5 cho thấy, 3/8 hợp chất phân lập được có hoạt tính 

đối kháng vi khuẩn kiểm định gồm hợp chất 1, hợp chất 3 và hợp chất 6. Hợp 

chất 1 thể hiện hoạt tính đối kháng B. cereus ATCC 11778, E. coli ATCC 

11105, và S. typhimurium ATCC 14028, với giá trị MIC từ 64 - 256 µg/mL; 

hợp chất 3 có khả năng ức chế B. cereus ATCC 11778, S. typhimurium 

ATCC 14028, với giá trị MIC thu nhận được lần lượt là 128 và 256 µg/mL, 

tương ứng; hợp chất 6 thể hiện hoạt tính đối kháng B. cereus ATCC 11778, 

S. aureus ATCC 6538 và P. putida ATCC3326K1, với giá trị MIC là 128, 64 

và 256 µg/mL, tương ứng. Trong tự nhiên, nhiều hợp chất thứ cấp đóng vai 

trò như các phân tử tín hiệu sinh học, chất điều hòa sinh trưởng hoặc tham gia 

vào các tương tác sinh thái khác thay vì biểu hiện hoạt tính kháng khuẩn trực 

tiếp [87]. Kết quả này phù hợp với nhiều nghiên cứu trước đây cho thấy các 

hợp chất chuyển hóa thứ cấp có nguồn gốc từ nấm sợi thường biểu hiện hoạt 

tính mạnh hơn trên vi khuẩn Gram dương do cấu trúc thành tế bào của nhóm 

vi khuẩn này đơn giản hơn, không có lớp màng ngoài lipopolysaccharide như 

vi khuẩn Gram âm, từ đó tạo điều kiện cho các phân tử kháng khuẩn thâm 

nhập vào tế bào dễ dàng hơn [88]. Do đó, hợp chất 1, 3, 6 được lựa chọn để 

tiến hành thí nghiệm xác định cấu trúc hợp chất. 

3.5. KẾT QUẢ PHÂN TÍCH CẤU TRÚC HÓA HỌC CỦA 3 HỢP 

CHẤT LỰA CHỌN 

3.5.1. Emodin (1) 

 

Hình 3.5. Công thức cấu tạo và phân tích HMBC của hợp chất 1  

Hợp chất 1 thu được dưới dạng bột vô định hình, có màu vàng nhạt. 

Phân tích phổ 1H-NMR của hợp chất này nhận thấy một số tín hiệu gồm một 

nhóm methyl tại δH 2.43 (s) và bốn tín hiệu proton thuộc vòng thơm tại δH 

7.58 (s), 7.23 (d, J = 2.4 Hz), 7.06 (s), 6.59 (d, J = 2.4 Hz). Phổ 13C-NMR của 

hợp chất 1 cho biết các tín hiệu của 15 carbon; trong đó tín hiệu tại giá trị δC 

21.6 được quy kết cho nhóm methyl. Mười bốn tín hiệu carbon còn lại đều 

thuộc vùng carbon olefin từ δC 108.8 đến δC 190.9, trong đó hai tín hiệu 
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carbon δC 183.1 và δC 190.9 được quy kết cho nhóm carbonyl. Từ các kết quả 

trên, kết luận được là hợp chất 1 thuộc nhóm anthraquinone. Tương tác 

HMBC từ H-4 (δH 7.58)/ H-5 (δH 7.23) tới C-10 (δC 183.1) cho phép quy kết 

hai nhóm olefinic methine C-4 và C-5 qua đó cho phép xác định hai nhóm 

olefinic methine còn lại lần lượt là C-2 và C-7. Tiếp đó tương tác hai chiều 

HMBC từ H3-15 (δH) tới C-2 (δC 124.7)/ C-3 (δC 148.6)/ C-4 (δC 121.4) cho 

thấy nhóm methyl liên kết tại C-3. Giá trị tín hiệu về độ chuyển dịch hóa học 

của C-1 (δC 162.5), C-6 (δC 165.5), và C-8 (δC 166.2) cho thấy các carbon này 

liên kết với nhóm hydroxy. Qua kết quả phân tích trên, công thức cấu tạo của 

hợp chất 1 được xác định là 3-methyl-1,6,8-trihydroxyanthraquinone - hay 

còn được biết đến là emodin - với tác dụng kháng virus cúm A và cúm B 

thông qua con đường ức chế hoạt động của enzyme neuraminidase.  

Bảng 3.6. Số liệu phổ NMR của hợp chất Emodin 

STT δC
# δC

a,b δH
a,c (mult., J = Hz) 

1 161.27 162.5 - 

2 123.94 124.7 7.06 (s) 

3 148.06 148.6 - 

4 120.30 121.4 7.58 (s) 

5 108.66 110.0 7.23 (d, 2.4) 

6 165.49 165.5 - 

7 107.75 108.8 6.59 (d, 2.4) 

8 164.32 166.2 - 

9 189.47 190.9 - 

10 181.08 183.1 - 

11 134.85 132.5 - 

12 108.70 109.8 - 

13 113.12 114.1 - 

14 132.56 133.7 - 

15 21.39 21.6 2.43 (s) 

aĐo trong CD3OD+CDCl3, 
b150MHz, c600MHz, # δC của emodin đo 

trong DMSO-d6 theo tài liệu tham khảo [89] 
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3.5.2. (22E,24R)-ergosta-4,7,22-trien-3-one (3) 

 

Hình 3.6. Công thức cấu tạo của hợp chất 3 

Hợp chất 3 phân lập được dưới dạng gôm trong suốt. Phân tích phổ 1H-

NMR nhận thấy các tín hiệu đặc trưng cho hợp chất nhóm sterol, bao gồm tín 

hiệu được nhận dạng của hai nhóm methyl dạng singlet tại δH 0.61 và δH 1.18, 

tín hiệu của ba nhóm methyl dạng douplet tại δH 0.92 (d, J = 7.0 Hz), δH 0.85 

(d, J = 7.0 Hz), δH 0.84 (d, J = 7.0 Hz) bốn proton olefin trong đó có hai 

proton thuộc nhóm vinyl với hằng số tương tác J lớn (15.6 Hz) đại diện cho 

cấu hình trans. Tiếp đó, trên phổ 13C-NMR của hợp chất này nhận thấy tín 

hiệu tương ứng với 28 carbon, gợi ý cho cấu trúc khung ergostane sterol. Bên 

cạnh đó, sự xuất hiện của tín hiệu carbon carbonyl tại δC 199.3 được xác định 

cho nhóm carbonyl tại C-3. Sáu tín hiệu carbon olefin còn lại trong đó một tín 

hiệu ở vùng trường thấp δC 169.0 đặc trưng cho sự xuất hiện của cấu trúc α,β-

ketone không bão hòa, gợi ý cho liên kết đôi tại vị trí C-4/C-5 liên hợp với 

nhóm carbonyl tại C-3. Sự xuất hiện của hai proton thuộc nhóm vinyl với cấu 

hình trans và dạng tín hiệu double douplet của mỗi proton này (H-22 và H-

23) cho phép quy kết một liên kết đôi dạng trans tại C-22/C-23 thường gặp ở 

mạnh nhánh trong các hợp chất sterol. Liên kết đôi còn lại, với tín hiệu cộng 

hưởng của một proton olefin ở δH 5.19 (br s) cho thấy đây là liên kết đôi bị thế 

ba vị trí, dự đoán tại C-7/C-8. Từ dữ liệu phân tích phổ NMR cho phép dự 

đoán cấu trúc hóa học của hợp chất 3 là ergosta-4,7,22-trien-3-one. Đối chiếu 

với các dữ liệu phổ đã công bố trước đây cho hợp chất này nhận thấy các dữ 

liệu phổ NMR của chất 3 hoàn toàn đúng với các dữ liệu đã công bố cho hợp 

chất (22E,24R)-ergosta-4,7,22-trien-3-one [89].  Trước đó, (22E,24R)-

ergosta-4,7,22-trien-3-one được công bố ở chủng vi nấm nội sinh 

Colletotrichum sp. phân lập từ loài Ilex canariensis, có khả năng ức chế vi 

sinh vật kiểm định trên chủng Escherichia coli, Bacillus megaterium, 
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Microbotryum violaceum, Chlorella fusca [89].  Như vậy, hợp chất 3 được 

xác định là (22E,24R)-ergosta-4,7,22-trien-3-one. 

Bảng 3.7. Giá trị phổ NMR của hợp chất 3. 

STT δC
# δC

a,b δH
a,c (mult., J = Hz) 

1 33.2 33.2 1.91-1.97 (m) 

2 34.1 34.1 2.35-2.36 (m) 

3 199.3 199.3 - 

4 122.7 122.7 5.79 (d, 1.8) 

5 169.0 169.0 - 

6 32.9 32.9 3.14 (br d, 18.0)/2.66 (br d, 18.0) 

7 115.6 115.6 5.19 (br s) 

8 139.5 139.5 - 

9 45.9 45.9 2.22-2.23 (m) 

10 38.0 38.1 - 

11 22.0 22.0 1.63-1.67 (m)/1.72-1.76 (m) 

12 39.0 39.0 1.73-1.76 (m)/1.84-1.86 (m) 

13 43.4 43.4 - 

14 55.0 55.0 1.90-1.92 (m) 

15 22.8 22.8 1.28-1.32 (m)/1.64-1.68 (m) 

16 28.0 28.0 1.38-1.42 (m)1.76-1.79 (m) 

17 55.8 55.8 1.38-1.42 (m) 

18 12.2 12.2 0.61 (s) 

19 21.3 21.3 1.18 (s) 

20 40.4 40.4 2.02-2.05 (m) 

21 21.1 21.1 1.03 (d, 6.0) 

22 135.4 135.4 5.17 (dd, 15.6, 6.0) 

23 132.2 132.1 5.23 (dd, 15.6, 6.0) 

24 42.8 42.8 1.85-1.89 (m) 

25 33.1 33.1 1.46-1.52 (m) 

26 19.9 19.9 0.85 (d, 7.0) 

27 19.6 19.6 0.84 (d, 7.0) 

28 17.6 17.6 0.92 (d, 7.0) 

aĐo trong CDCl3, 
b150MHz, c600MHz,*)Tín hiệu bị che khuất,  

#)δC của (22E,24R)-
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ergosta-4,7,22-trien-3-one đo trong CDCl3 theo tài liệu tham khảo [89] 

3.5.3. 3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-6,22-diene (6) 

 

Hình 3.7. Công thức cấu tạo của hợp chất 6 

Hợp chất 6 thu được dưới dạng gôm trong suốt. Phân tích phổ cộng 

hưởng từ hạt nhân 1H-NMR của hợp chất 6 cũng cho thấy cấu tạo của hợp 

chất này cũng thuộc nhóm ergostane sterol, bao gồm bao gồm tín hiệu của hai 

nhóm methyl dạng singlet cộng hưởng tại δH 0.83 và δH 0.90, tín hiệu của ba 

nhóm methyl dạng douplet tại δH 0.91 (d, J = 6.6 Hz), δH 0.84 (d, J = 6.6 Hz) 

và δH 0.82 (d, J = 6.6 Hz) bốn proton olefin trong đó có hai proton thuộc 

nhóm vinyl với hằng số tương tác J lớn (15.6 Hz) đại diện cho cấu hình trans 

và hai proton olefin còn lại thuộc hệ tương tác spin AB với hằng số J = 8.4 

Hz. Phân tích phổ 13C-NMR của hợp chất 6 nhận thấy tín hiệu cộng hưởng 

của 28 carbon đặc trưng cho khung egostane sterol. Khác với hợp chất 6, ở 

hợp chất 6 không nhận thấy xuất hiện tín hiệu carbon carbonyl thay vào đó là 

sự xuất hiện của carbon oxymethine tại δC 66.5 và tín hiệu proton tại δH 3.94-

3.97 (m). Điều này cho thấy C-3 ở hợp chất 6 mang nhóm hydroxy. Ngoài ra, 

giá trị hằng số tương tác spin lớn (axial-axial) giữa H-3 và H-4 (J = 13.0 Hz) 

cho phép quy kết cấu hình tương đối của nhóm hydroxy tại C-3 là cấu hình 

beta. Sự xuất hiện của hai tín hiệu carbon bậc 3 liên kết với oxy tại δC 82.2 và 

δC 79.4 đồng thời phân tích 1H-NMR cũng nhận thấy có hai tín hiệu cộng 

hưởng proton olefin thuộc hệ tương tác AB cho phép dự đoán sự xuất hiện 

của vòng cầu peroxide hình thành giữa carbon C-5 và carbon C-8, và liên kết 

đôi giữa carbon C-6 và carbon C-4. Cấu trúc mạch nhánh ở hợp chất 6 hoàn 

toàn tương tự với hợp chất 3 thể hiện ở sự giống nhau về các tín hiệu phổ 

NMR của phần mạch nhánh (C-20 tới C-28) giữa hai hợp chất này. Từ những 

phân tích trên cho thấy cấu tạo của hợp chất 6 là 3β-hydroxy-5,8-

epidioxyergosta-6,22-diene. Tiến hành tra cứu dữ liệu phổ đã công bố cho 
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hợp chất 3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-6,22-diene và so sánh với các dữ 

liệu phổ tương ứng của hợp chất 6 nhận thấy các dữ liệu phổ tương tự nhau 

[71]. Như vậy, hợp chất 6 được kết luận là 3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-

6,22-diene - hay còn được biết với một số tên gọi khác như ergosterol 

peroxide, 5α,8α-peroxyergosterol, hay ergosterol endoperoxide,... Nhiều công 

bố khoa học đã cho biết rằng hợp chất này có hoạt tính gây độc tế bào ung 

thư, kháng vi sinh vật, và ức chế sự phát triển của ấu trùng sốt rét.     

Bảng 3.8. Số liệu phân tích NMR của chất 6. 

STT δC
# δC

a,b δH
a,c (mult., J = Hz) 

1 35.06 34.7 
1.69 (dd, 13.2, 3.0, 3.0) 

1.96-2.00 (m) 

2 30.47 30.1 
1.92 (dd, 13.2, 13.0) 

1.54-1.56 (m) 

3 66.84 66.5 3.94-3.97 (m) 

4 37.29 36.9 
1.95 (dd, 13.2, 13.0) 

2.11 (ddd, 13.2, 5.4, 2.4) 

5 83.10 82.2 - 

6 135.80 135.4 6.24 (d, 8.4) 

7 131.12 130.7 6.50 (d, 8.4) 

8 79.82 79.4 - 

9 51.43 51.1 1.50-1.52 (m) 

10 37.33 37.0 - 

11 23.77 23.4 1.21-1.25 (m)/1.52-1.54 (m) 

12 39.70 39.4 1.23-1.28 (m)/1.94-1.96 (m) 

13 44.93 44.6 - 

14 52.05 51.7 1.37-1.40 (m)/1.82-1.84 (m) 

15 21.01 20.6 1.48-1.49 (m)/1.54-1.56 (m) 

16 29.05 28.6 1.38-1.40 (m)1.81-1.84 (m) 

17 56.55 56.2 1.22-1.26 (m) 

18 13.25 12.9 0.83 (s) 

19 18.57 18.2 0.90 (s) 

20 40.14 39.7 2.03-2.04 (m) 

21 21.26 20.9 1.00 (d, 6.0) 
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22 135.58 135.2 5.14 (dd, 15.6, 6.0) 

23 132.40 132.3 5.22 (dd, 15.6, 6.0) 

24 43.14 42.8 1.85-1.86 (m) 

25 33.44 33.1 1.46-1.52 (m) 

26 20.03 19.6 0.84 (d, 6.6) 

27 20.34 19.9 0.82 (d, 6.6) 

28 17.95 17.6 0.91 (d, 6.6) 

aĐo trong CDCl3, 
b150MHz, c600MHz, 

#)δC của 3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-6,22-

diene đo trong CDCl3 theo tài liệu tham khảo [90] 

Trong những năm gần đây, nghiên cứu và phát triển các hợp chất sinh 

học từ vi sinh vật đã trở thành một lĩnh vực quan trọng không chỉ trong công 

nghiệp dược phẩm mà còn trong lĩnh vực điều trị các bệnh lý phức tạp như 

ung thư và các bệnh nhiễm trùng do vi khuẩn và nấm. Các hợp chất Emodin, 

(22E,24R)-ergosta-4,7,22-trien-3-one, và 3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-

6,22-diene là ba ví dụ điển hình về các hợp chất sinh học với tiềm năng ứng 

dụng rộng rãi.  

Emodin, một hợp chất thuộc nhóm anthraquinone, cũng đã được tách 

chiết từ các vi sinh vật như nấm Aspergillus và xạ khuẩn Streptomyces. 

Emodin không chỉ có khả năng kháng nhiều loại vi sinh vật gây bệnh, bao 

gồm các vi khuẩn như Staphylococcus aureus và Escherichia coli, mà còn 

cho thấy hiệu quả rõ rệt trong việc ngừng sự phát triển của tế bào ung thư, đặc 

biệt là ung thư vú, ung thư gan và ung thư đại tràng. Cơ chế tác động của 

emodin chủ yếu thông qua việc ức chế các yếu tố tăng trưởng, can thiệp vào 

chu trình tế bào và điều chỉnh các con đường tín hiệu sinh học liên quan đến 

sự phát triển và sống sót của tế bào ung thư [91]. Ngoài ra, emodin còn thúc 

đẩy quá trình apoptosis (chết tế bào theo chương trình), làm giảm khả năng 

lan rộng và di căn của tế bào ung thư [92]. Các nghiên cứu cũng đã chứng 

minh rằng emodin có tác dụng mạnh mẽ trong việc ngừng các quá trình tăng 

trưởng tế bào, từ đó giúp hạn chế sự phát triển của các khối u, đặc biệt trong 

các loại ung thư phổ biến như ung thư vú và ung thư gan [93]. Hơn nữa, với 

các đặc tính kháng vi khuẩn và kháng nấm, emodin được coi là một ứng viên 

sáng giá trong việc phát triển các liệu pháp điều trị ung thư và các bệnh nhiễm 

trùng do vi sinh vật.  

(22E,24R)-ergosta-4,7,22-trien-3-one, một hợp chất steroid thuộc nhóm 
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ergosterol, có cấu trúc phân tử phức tạp và chủ yếu được tìm thấy trong các 

loài nấm và vi khuẩn thuộc chi Penicillium, Aspergillus, và Streptomyces 

[94]. Hợp chất này có cấu trúc đặc biệt với các liên kết đôi ở vị trí 4, 7 và 22 

trong vòng sterol, cùng với nhóm carbonyl ở vị trí 3 [95]. Các nghiên cứu đã 

chỉ ra rằng hợp chất này không chỉ có khả năng kháng vi khuẩn và nấm mà 

còn sở hữu những hoạt tính sinh học đáng chú ý khác, bao gồm khả năng ức 

chế sự phát triển của tế bào ung thư. Cơ chế tác động của (22E,24R)-ergosta-

4,7,22-trien-3-one trong việc chống ung thư chủ yếu thông qua việc điều 

chỉnh chu trình tế bào và kích thích quá trình apoptosis, từ đó làm giảm sự 

phát triển và di căn của tế bào ung thư [96] [97]. Ngoài ra, hợp chất này cũng 

tác động lên các con đường tín hiệu điều hòa chu trình tế bào và can thiệp vào 

sự sinh tổng hợp protein của tế bào ung thư, từ đó hạn chế sự tăng trưởng và 

sự di chuyển của tế bào ung thư, đặc biệt trong các loại ung thư gan và ung 

thư vú [96]. Các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng hợp chất này có khả năng làm 

gia tăng sự tự chết của các tế bào ung thư, giúp ngăn chặn sự lan rộng của 

khối u trong cơ thể [97]. Nhờ vào các đặc tính này, (22E,24R)-ergosta-4,7,22-

trien-3-one đang được nghiên cứu như một ứng viên tiềm năng trong việc 

phát triển các liệu pháp điều trị ung thư. 

3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-6,22-diene là một hợp chất sterol 

thuộc nhóm ergosterol, được tìm thấy chủ yếu trong các loài nấm như 

Ganoderma lucidum và Trametes versicolor. Một số nghiên cứu đã chứng 

minh, hợp chất này có khả năng ức chế nhiều loại vi khuẩn và nấm kháng 

thuốc như Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Candida albicans và Aspergillus niger [94] [98] [99]. Đối với 

khả năng chống ung thư, 3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-6,22-diene thể hiện 

hiệu quả rõ rệt trong việc ức chế sự phát triển của tế bào ung thư vú, ung thư 

gan và ung thư đại tràng. Cơ chế tác động của hợp chất này chủ yếu liên quan 

đến việc điều chỉnh các con đường tín hiệu tế bào, bao gồm việc ức chế hoạt 

động của các yếu tố điều hòa như NF-κB, đồng thời kích thích quá trình 

apoptosis và ức chế sự tăng sinh của tế bào ung thư [100] [101]. Nghiên cứu 

của Wang et al. (2020) còn cho thấy hợp chất này có thể tác động lên các 

protein điều hòa chu trình tế bào, giúp kiểm soát sự phát triển của tế bào ung 

thư và giảm khả năng di căn, từ đó hỗ trợ hiệu quả điều trị các loại ung thư 

khó điều trị như ung thư gan, ung thư tụy [102] [103]. 
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Các hợp chất Emodin, (22E,24R)-ergosta-4,7,22-trien-3-one, và 3β-

hydroxy-5,8-epidioxyergosta-6,22-diene đều là những hợp chất có hoạt tính 

sinh học mạnh mẽ và được nghiên cứu nhiều trong các lĩnh vực như kháng vi 

sinh vật và chống ung thư [103] [104] [105]. Tuy nhiên, tại Việt Nam, nghiên 

cứu về các hợp chất này còn khá hạn chế trên đối tượng vi sinh vật, chủ yếu 

được phân lập từ thực vật, như Emodin đã được phân lập từ cây Cốt khí 

[106]. Hai hợp chất còn lại chưa có nghiên cứu nào được công bố. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Đề tài đã phân lập được 106 chủng vi nấm từ trầm tích đầm phá Tam 

Giang - Cầu Hai và tuyển chọn được 8 chủng có hoạt tính ức chế ít nhất một 

chủng vi sinh vật kiểm định. Trong đó, ba chủng có hoạt tính cao nhất (HT-

SaN5, TG3-SaN3 và TG3-SaN5) được lựa chọn để định danh bằng đặc điểm 

hình thái và sinh học phân tử, góp phần xác định vị trí phân loại và đánh giá 

tiềm năng sinh tổng hợp các hợp chất kháng vi sinh vật. 

Đối với chủng TG3-SaN5 đã được định danh là chủng Talaromyces 

stipitatus, là chủng có hoạt tính mạnh nhất, các điều kiện lên men thích hợp 

đã được xác định là: môi trường PDA, tỷ lệ giống 3%, nhiệt độ 28°C và thời 

gian lên men 15 ngày, cho hiệu suất thu nhận cao chiết và hoạt tính kháng 

khuẩn cao nhất. 

Từ cao chiết của chủng Talaromyces stipitatus, đã phân lập được 8 hợp 

chất thứ cấp, trong đó có 3 hợp chất thể hiện hoạt tính kháng khuẩn. Cấu trúc 

của các hợp chất hoạt tính được xác định là Emodin (1), (22E,24R)-ergosta-

4,7,22-trien-3-one (3) và 3β-hydroxy-5,8-epidioxyergosta-6,22-diene (6). Kết 

quả nghiên cứu cho thấy vi nấm từ trầm tích đầm phá Tam Giang - Cầu Hai là 

nguồn tiềm năng cho việc tìm kiếm các hợp chất tự nhiên có hoạt tính sinh 

học phục vụ y sinh và công nghệ sinh học. 

KIẾN NGHỊ 

1. Nghiên cứu sâu hơn về cơ chế tác động, độc tính và khả năng ứng 

dụng của các hợp chất đã phân lập được. 

2. Nghiên cứu cơ chế sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp ở những 

chủng vi nấm có hoạt tính sinh học cao (khai thác các cụm gen liên quan và 

tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy nhằm nâng cao hiệu suất thu nhận hợp chất). 
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1 

PHỤ LỤC 

1. Trình tự gen của chủng HT-SaN5 

TGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCT

GTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTC

GCCGTCCCCCTCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGC

ACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGT

AGGA 

 

2. Trình tự gen của chủng TG3-SaN3 

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGG

GTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGT

TGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCC

CGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAG

TGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAA

TGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG

ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGA

ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAG

CGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTC

CCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCG

TCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCC

GGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGACCT

CGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA 



2 

 

3. Trình tự gen của chủng TG3-SaN5 

GGCACCGGAGGGAGGCTCGCGGCCACCTCCCACCCTTGTCTC

ATATACCTGTTGCTTCGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCG

TAAAAAAGAAAAATGGTTAACTTTTGGGGAATAATATTTTCTTACC

AAGACCAAAAGAAACCCCATAAAAACTAAAAATTGAAATCAAAT

GGATCAACAAAATGATAACATTAGCAGTATAAAACGTGCCTATAC

TGTCAATAACTATCTATTACTTACTTTAACATATTTCTGATTTGACA

AAGCTTTATTGACAAATTCAATCAATACTTTTCTCCAATTAAAAAG

GTAAAACTGTACTTCACAAAAACCCTCAGGAGCCGTCCCTCTCCTA

CACGAAATCG
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4. Điện di đồ sản phẩm DNA và PCR trên gel agarose 1% 

(a)   (b)   

 (a): M: thang Marker 1 kb của Invitrogen; 1, 2, 3: ADN tổng số của 

chủng HT-SaN5, TG3-SaN3, TG3-SaN5, tương ứng. 

(b): M: thang Marker 100 bp của Invitrogen; 1, 2, 3: Sản phẩm PCR 

5. Phân tích 1H-NMR của Emodin 
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6. Phân tích 13C-NMR của Emodin 

 

7. Phân tích HSQC của Emodin 
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8. Phân tích HMBC của Emodin 

 

9. Phổ 1H-NMR của hợp chất 3 
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10. Phân tích 1H-NMR giãn rộng của hợp chất 3 
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11. Phân tích 13C-NMR của hợp chất 3 

 

12. Phân tích 13C-NMR giãn rộng của hợp chất 3 
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13. Phân tích 1H-NMR của hợp chất 6 
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14. Phân tích 13C-NMR của hợp chất 6 
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15. Phân tích 13C-NMR giãn rộng của hợp chất 6 

 

 

 

 

 

 

 


