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TÓM TẮT 

Trong nghiên cứu này, từ 36 chủng Streptomyces sp. phân lập từ mẫu đất và 

nước ở Nha Trang, Việt Nam, tuyển chọn được chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. 

S12.2 có hoạt tính ức chế -glucosidase cao nhất, đạt 27,49%. Chủng được nuôi 

trong môi trường lên men hoạt tính đạt 87,71%, tăng 3,2 lần. Chủng Streptomyces 

sp. S12.2 đã được xác định loài và đăng ký trình tự trên Genbank là Streptomyces 

murinus S12.2 với mã số PV300249.1. Chủng Streptomyces murinus S12.2 được 

nghiên cứu tối ưu hóa các điều kiện để nâng cao khả năng sinh tổng hợp, tinh sạch 

sơ bộ và xác định giá trị IC50 của hoạt chất ức chế - glucosidase. Phương pháp đáp 

ứng bề mặt (RSM–CCD) được áp dụng để tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy, giúp nâng 

cao đáng kể hoạt tính ức chế enzyme. Dung môi isopropanol được dùng cho quá 

trình chiết tách, trong khi các bước tinh sạch được thực hiện bằng phương pháp sắc 

ký cột silica gel và sephadex LH 20 với hệ dung môi chọn lọc bao gồm n-butanol : 

acid acetic : ethyl acetate : H₂O = 3:1:1:1, cho hiệu quả phân tách tốt. Kết quả cho 

thấy giá trị IC₅₀ của cặn chiết isopropanol là 34,12 mg/mL. Giá trị IC₅₀ của hoạt chất 

tinh sạch đạt 391,06 µg/mL trong khi hoạt chất acarbose (đối chứng dương) đạt 

30,38 µg/mL. Từ các số liệu thu được cho thấy chủng Streptomyces sp. S12.2 là 

nguồn sinh vật tiềm năng của các hợp chất ức chế - glucosidase, tạo tiền đề cho 

các nghiên cứu tiếp theo về tinh sạch sâu và xác định cấu trúc hoạt chất. 
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CHƯƠNG 1. GIỚI THIỆU 

1.1. Mở đầu 

Bệnh đái tháo đường type II là một trong nhiều bệnh chuyển hóa phổ biến và 

có xu hướng gia tăng nhanh chóng trên toàn cầu. Tăng đường huyết sau ăn kéo dài 

là nguyên nhân chính làm gia tăng biến chứng nghiêm trọng của ĐTĐ type II. Năm 

2021, theo báo cáo của Liên đoàn Đái tháo đường Quốc tế (IDF) số người trưởng 

thành mắc đái tháo đường là 537 triệu người và xu hướng sẽ tăng lên 783 triệu người 

vào năm 2045 [1]. ĐTĐ đã được xem là một đại dịch không lây nhiễm với tỷ lệ tử 

vong xếp hàng thứ 3 chỉ sau ung thư và tim mạch. 

Enzyme α-glucosidase có vai trò then chốt trong việc phân giải carbohydrate 

thành glucose, và sử dụng chất ức chế α-glucosidase  đã được chứng minh là có khả 

năng làm chậm quá trình hấp thụ glucose, hiệu quả đối với việc kiểm soát đường 

huyết. Mặc dù, các AGIs truyền thống như acarbose và voglibose có thể kiểm soát 

tốt đường huyết sau ăn, tuy nhiên những tác dụng không mong muốn của những 

thuốc này cũng phần nào hạn chế việc sử dụng chúng trên lâm sàng. Do đó, trong 

những thập kỷ gần đây, các nhà khoa học rất nỗ lực để tìm kiếm những AGIs mới, 

vừa có tác dụng điều trị tốt mà lại ít tác dụng không mong muốn. 

Các nghiên cứu chiết tách hoạt chất ức chế α-glucosidase từ thực vật đã thu 

được nhiều kết quả khả quan. Tuy vậy, hạn chế lớn của chúng là hàm lượng hoạt 

chất thấp, chu kỳ sản xuất kéo dài và chịu ảnh hưởng mạnh của điều kiện môi trường. 

Ngược lại, vi sinh vật lại có lợi thế sản xuất nhanh, linh hoạt chủ động nguồn giống 

và khả năng nhân quy mô lớn. Trong số các vi sinh vật tiềm năng, xạ khuẩn 

Streptomyces sp. là một trong các chủng đang được nghiên cứu sinh tổng hợp các 

chất ức chế α-glucosidase ứng dụng để điều trị bệnh ĐTĐ [2-4]. Ở Việt Nam, các 

nghiên cứu về hợp chất AGIs từ chủng Streptomyces sp. vẫn còn khá hạn chế. Một 

số nghiên cứu mới chỉ tập trung vào việc phân lập, tuyển chọn và tinh sạch các chất 

ức chế α-glucosidase từ các chủng vi khuẩn (Nguyễn Tiến Cường và cộng sự (2021), 

Nguyễn Thị Hiền Trang và cộng sự (2021),…) [5, 6]. Năm 2022, Nguyễn Thị Trung 

và cộng sự đã phân lập các chủng Streptomyces sp. từ cây cam Cao Phong, Hòa Bình 

và thu được chủng có hoạt tính ức chế α-glucosidase [7]. 
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Chính vì vậy, đề tài “Nghiên cứu tối ưu hóa khả năng sinh tổng hợp và tinh 

sạch chất ức chế alpha-glucosidase từ chủng Streptomyces sp. phân lập ở Việt Nam” 

được tiến hành để mở rộng nghiên cứu chủng xạ khuẩn tiềm năng này tại Việt Nam, 

định hướng điều trị ĐTĐ type II an toàn, hiệu quả. 

1.2. Mục tiêu 

1.2.1. Mục tiêu nghiên cứu 

- Tuyển chọn các chủng xạ khuẩn sinh tổng hợp hoạt chất ức chế enzyme α-

glucosidase.  

- Nâng cao khả năng sinh tổng hợp chất AGIs bằng nghiên cứu đáp ứng bề mặt 

(RSM - Response Surface Methodology). 

- Tối ưu các điều kiện nhằm tinh sạch chất ức chế α-glucosidase từ chủng 

Streptomyces sp. phân lập ở Việt Nam. 

1.2.2. Nội dung 

- Nghiên cứu sàng lọc chủng Streptomyces sp. có khả năng sinh tổng hoạt chất ức 

chế enzyme α-glucosidase. 

- Nghiên cứu các điều kiện nuôi cấy tăng khả năng sinh tổng hợp AGIs bằng tối 

ưu đáp ứng bề mặt (RSM-CCD) từ xạ khuẩn Streptomyces sp.  

- Nghiên cứu các điều kiện chiết tách, thu nhận và bước đầu tinh sạch sơ bộ hoạt 

chất ức chế α-glucosidase từ xạ khuẩn Streptomyces sp. 

- Đánh giá hoạt tính ức chế α-glucosidase và xác định giá trị IC50 của hoạt chất 

tinh sạch sơ bộ so với đối chứng dương (chất acarbose chuẩn). 
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CHƯƠNG 2. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

2.1. Chất ức chế α-glucosidase 

2.1.1. Khái niệm 

Chất ức chế α-glucosidase là các hợp chất với khả năng ức chế hoạt tính của α-

glucosidase tại bờ bàn chải ruột non, từ đó làm chậm quá trình thủy phân 

carbohydrate thành phân tử glucose. Nhờ tác động này, chúng làm giảm và trì hoãn 

sự gia tăng glucose máu sau ăn, góp phần quan trọng trong việc kiểm soát đường 

huyết ở bệnh nhân ĐTĐ type II [8].  

2.1.2. Cơ chế hoạt động  

Các chất AGIs thường mang cấu trúc tương đồng với các disaccharide hoặc 

oligosaccharide, nhờ vậy chúng có khả năng gắn tại vùng liên kết carbohydrate của 

enzyme α-glucosidase. Cơ chế ức chế của các AGIs chủ yếu là ức chế cạnh tranh, 

trong đó chất ức chế sẽ liên kết với trung tâm hoạt động của enzyme, ngăn cản sự 

gắn kết của cơ chất.  

 

Trong những trường hợp này, chất ức chế (I) có cấu trúc tương tự cơ chất, cho 

phép chiếm vị trí tại vùng hoạt động, làm giảm số lượng enzyme tự do sẵn sàng xúc 

tác phản ứng. Điều này dẫn đến tăng giá trị Km biểu kiến nhưng không ảnh hưởng 

đến Vmax của phản ứng. 

Khi gắn vào vùng hoạt động, các chất ức chế này ngăn cản sự phân cắt liên kết 

α-1,4-glycoside, từ đó làm chậm quá trình tạo glucose. Kết quả là tốc độ hấp thu 

đường tại ruột giảm, làm giảm glucose máu sau ăn mà không gây hạ đường huyết 

khi đói [9]. 

Ở mức độ phân tử, các tương tác giữa chất ức chế và enzyme bao gồm: liên kết 

hydro với các residue xúc tác (Asp, Glu); tương tác kỵ nước với vùng pocket của 

trung tâm hoạt động; tương tác π–π với các vòng thơm của enzyme. Những tương 

tác này quyết định ái lực liên kết và hiệu quả ức chế của từng hợp chất. 

Theo nhiều đánh giá, các loại thuốc có nguồn gốc AGIs phổ biến hiện nay như 
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acarbose hoặc miglitol, còn hỗ trợ tăng cường bài tiết GLP-1, giúp hạn chế cơn đói 

cũng như giảm nhu cầu ăn uống. Hơn nữa, AGIs cũng không gây ảnh hưởng đến cân 

nặng. Tuy nhiên, chúng gây ra một vài tác dụng phụ không mong muốn chủ yếu đối 

với đường tiêu hóa, như đầy hơi, tiêu chảy. Do vậy, ưu tiên hiện nay là tìm ra một 

nguồn cung cấp AGIs mới như một loại thuốc điều trị ĐTĐ hiệu quả cao và làm 

giảm các tác dụng phụ. 

 

Hình 2.1. Cơ chế hoạt động của AGIs [10] 

A – Không có AGIs: oligosaccharide phân giải thành glucose 

B – Có AGIs: ngăn cản oligosaccharide phân giải thành glucose 

2.1.3. Phân loại 

Dựa trên nguồn gốc và đặc tính hóa học, các chất ức chế α-glucosidase hiện 

nay có thể chia thành ba nhóm chính: Thuốc tổng hợp; Chất ức chế tự nhiên; Peptide 

và các dẫn xuất peptide. 

Thuốc tổng hợp và bán tổng hợp: ví dụ như acarbose (có tác dụng ức chế α-

glucosidase ở ruột); miglitol (có cấu trúc tương đồng với glucose, hấp thu tốt tại ruột 

non); voglibose (có ái lực cao với α-glucosidase). Đây là các hợp chất có cấu trúc tương 

tự oligosaccharide, cho phép chúng cạnh tranh với cơ chất tự nhiên tại trung tâm hoạt 

động của enzyme. Trong đó, acarbose là một pseudo-tetrasaccharide có khả năng gắn 

mạnh vào vùng hoạt động thông qua nhiều liên kết hydro với các amino acid xúc tác, 

từ đó ức chế hiệu quả hoạt tính enzyme [11]. 

Bên cạnh đó, nhiều hợp chất có nguồn gốc tự nhiên đã được phát hiện có khả 
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năng ức chế α-glucosidase, bao gồm: alkaloid, flavonoid, terpenoid và phenolic 

compounds được chứng minh có hoạt tính ức chế α-glucosidase. Các hợp chất này 

thường có cấu trúc đa vòng, giàu nhóm hydroxyl, cho phép tương tác với enzyme 

thông qua liên kết hydro và tương tác π–π.  

Peptide và dẫn xuất peptide: Một số peptide tự nhiên và peptide tổng hợp đã 

được kiểm tra có khả năng ức chế α-glucosidase thông qua tương tác với vùng xúc 

tác của enzyme. 

2.1.4. Ý nghĩa trong điều trị đái tháo đường 

Các chất AGIs đã được ứng dụng rộng rãi trong điều trị ĐTĐ type II, đặc biệt 

trong kiểm soát tăng glucose máu sau ăn. Khác với các loại thuốc kích thích tiết 

insulin, AGIs không gây ra triệu chứng hạ đường huyết quá mức, do cơ chế tác động 

phụ thuộc vào lượng carbohydrate được hấp thu [12]. 

Ngoài ra, việc giảm tốc độ hấp thu glucose còn giúp hạn chế sự Hình thành các 

sản phẩm glycat hóa bền vững (AGEs) và giảm stress oxy hóa, từ đó góp phần làm 

chậm tiến triển của các biến chứng vi mạch. Tuy nhiên, việc sử dụng AGIs cũng có 

thể gây ra các tác dụng phụ trên đường tiêu hóa như đầy hơi và tiêu chảy, do sự lên 

men carbohydrate chưa được tiêu hóa tại đại tràng. Điều này đưa ra một mục tiêu 

nghiên cứu các chất ức chế mới với hiệu quả cao và ít tác dụng phụ hơn. 

Ở Việt Nam, các nghiên cứu về hợp chất AGIs vẫn còn khá hạn chế. Một số 

nghiên cứu mới chỉ tập trung vào việc phân lập, tuyển chọn và tinh sạch các chất ức 

chế α-glucosidase từ các chủng vi khuẩn (Nguyễn Tiến Cường và cộng sự (2021), 

Nguyễn Thị Hiền Trang và cộng sự (2021),…) [5, 6].  

2.2.  Giới thiệu về α-glucosidase 

Alpha glucosidase là một loại enzyme thủy phân thuộc họ hydrolase, có vai trò 

xúc tác cho quá trình cắt liên kết α-1,4-glycoside ở đầu không khử của carbohydrate, 

giúp giải phóng glucose và các monosaccharide từ các oligosaccharide và 

disaccharide trong quá trình tiêu hóa [13, 14]. Đây là loại enzyme quan trọng đối với 

quá trình chuyển hóa carbohydrate, có mặt phổ biến trong các sinh vật khác nhau 

như vi khuẩn, nấm, thực vật và động vật bậc cao [15]. Do đó, α-glucosidase được 

coi là mục tiêu điều trị quan trọng trong kiểm soát tăng glucose máu sau ăn ở bệnh 
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nhân đái tháo đường type II. 

2.2.1. Cấu trúc của α-glucosidase 

Alpha glucosidase là một protein màng nằm trên bề mặt vi nhung mao của 

tế bào biểu mô ruột, thường tồn tại dưới dạng glycoprotein. Ở người, enzyme này 

bao gồm hai phức hợp chính là maltase-glucoamylase và sucrase-isomaltase, mỗi 

phức hợp chứa hai domain xúc tác với đặc điểm cấu trúc và tính đặc hiệu cơ chất 

khác nhau [16]. 

 

Hình 2.2. Cấu trúc 3D của GH13 [17] 

A –Halomonas sp. α-glucosidase và maltose (PDB, 3WY4) 

B –Streptococcus mutans DG và isomaltotriose (PDB, 2ZID) 

 

Hình 2.3. Cấu trúc 3D của GH31 [17] 

A –N-terminal maltase-glucoamylase 

B – Vùng hoạt động của N-terminal maltase-glucoamylase 

Về cấu trúc, α-glucosidase là một glycoprotein, thường tồn tại ở dạng 

homodimer hoặc monomer với khối lượng phân tử khoảng 95 - 105 kDa. Enzyme 
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này thuộc lớp glycoside hydrolase (GH), trong đó các họ GH31, GH13, GH97 là 

phổ biến nhất [18]. Trung tâm hoạt động của enzyme thường nằm trong một rãnh 

sâu, có cấu trúc dạng “pocket”, cho phép gắn đặc hiệu với đầu không khử của cơ 

chất. Các acid amin xúc tác quan trọng thường là các gốc aspartate (Asp) và 

glutamate (Glu), đóng vai trò như acid/base trong phản ứng thủy phân [19]. 

Ngoài ra, enzyme còn có các vùng glycosyl hóa, giúp ổn định cấu trúc không 

gian và tăng khả năng chống lại sự phân giải bởi protease trong môi trường tiêu hóa. 

Cấu trúc không gian ba chiều (3D) của enzyme cho phép tương tác đặc hiệu với các 

phân tử carbohydrate thông qua liên kết hydro và tương tác kỵ nước, quyết định tính 

chọn lọc cơ chất của enzyme. 

2.2.2. Chức năng của α-glucosidase 

Chức năng của α-glucosidase là tham gia vào giai đoạn cuối của quá trình tiêu 

hóa carbohydrate ở ruột non, nơi nó thủy phân các oligosaccharide, maltose, 

maltotriose và dextrin thành glucose để hấp thu vào máu. Nhờ vậy, enzyme này có 

vai trò quan trọng đối với việc điều hòa nồng độ glucose máu sau bữa ăn [8]. 

Alpha glucosidase giúp cơ thể chuyển hóa tinh bột thành dạng đường đơn, đảm 

bảo cung cấp năng lượng nhanh chóng. Tuy nhiên, sự hoạt động quá mức của 

enzyme này dẫn đến tình trạng tăng đường huyết sau ăn  – một đặc trưng của đái 

tháo đường type II. Do đó, α-glucosidase trở thành đối tượng nghiên cứu hàng đầu 

trong điều trị: các thuốc ức chế α-glucosidase (như acarbose, miglitol, voglibose,…) 

có vai trò làm chậm quá trình hấp thụ glucose, kiểm soát đường huyết sau ăn và ngăn 

ngừa biến chứng mạch máu [9].  

2.2.3. Cơ chế hoạt động của α-glucosidase 

Cơ chế xúc tác của α-glucosidase thuộc loại cơ chế giữ cấu Hình, diễn ra qua 

hai bước chính với sự Hình thành trung gian glycosyl-enzyme. 

Trong bước đầu tiên, enzyme liên kết với cơ chất (S) tại trung tâm hoạt động, 

Hình thành một phức hợp enzyme–cơ chất (ES). Một gốc acid amin (thường là Asp) 

đóng vai trò nucleophile tấn công vào carbon anomeric của liên kết glycosidic, trong 

khi một gốc Glu hoạt động như acid proton hóa nhóm rời. Kết quả là tạo thành trung 
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gian glycosyl-enzyme và giải phóng phần còn lại của phân tử cơ chất [20]. 

Trong bước thứ hai, một phân tử nước được hoạt hóa bởi residue base (Glu), 

tấn công vào trung gian này, giải phóng glucose và tái tạo enzyme ban đầu. Đặc 

điểm quan trọng của cơ chế này là giữ nguyên cấu Hình α của glucose sau phản ứng, 

khác với cơ chế đảo cấu Hình ở một số glycosidase khác. 

Cơ chế xúc tác này phụ thuộc mạnh vào độ pH môi trường, thường tối ưu ở pH 

hơi acid (khoảng 5,5–6,8), phù hợp với điều kiện trong lòng ruột non. Ngoài ra, hoạt 

tính enzyme còn chịu ảnh hưởng bởi các yếu tố như nồng độ cơ chất, sự hiện diện 

của ion kim loại và các chất ức chế enzyme. 

2.2.4. Vai trò của α-glucosidase trong điều trị đái tháo đường 

Do vai trò trung tâm trong quá trình thủy phân carbohydrate, α-glucosidase trở 

thành mục tiêu hàng đầu trong điều trị ĐTĐ type II. Các chất ức chế enzyme này 

(AGIs - α-glucosidase inhibitors) như acarbose, miglitol hoạt động bằng cách cạnh 

tranh với cơ chất tại trung tâm hoạt động của enzyme, làm chậm quá trình phân giải 

carbohydrate và hấp thụ glucose [12]. 

Hệ quả là làm giảm đỉnh glucose máu sau ăn, một yếu tố rất được coi trọng trong 

cơ chế sinh bệnh học của biến chứng mạch máu ở đái tháo đường. Từ góc độ enzyme 

học, các chất ức chế này thường có cấu trúc tương tự carbohydrate, cho phép gắn mạnh 

vào vùng hoạt động thông qua mạng lưới liên kết hydro với các xúc tác dị thể. 

2.3. Chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. 

2.3.1. Giới thiệu về Streptomyces sp. 

Streptomyces được xem là chi lớn nhất trong ngành Actinobacteria và thuộc 

họ Streptomycetaceae. Cho đến hiện nay, đã ghi nhận hơn 500 loài thuộc chi này. 

Tương tự nhiều Actinobacteria khác, Streptomyces là loài vi khuẩn Gram dương, có 

bộ gen đặc trưng với hàm lượng GC% cao. Đặc điểm nổi bật của Streptomyces là 

khả năng hình thành bào tử và tạo mùi đặc trưng do hợp chất geosmin sinh ra trong 

quá trình chuyển hóa. Đây là nhóm vi khuẩn được nghiên cứu sâu rộng và được biết 

đến phổ biến nhất trong số các xạ khuẩn (Actinomycetes).  

Streptomyces có hình thái tương đối giống nấm, vì vậy đôi khi dễ gây lầm tưởng 

https://vi.wikipedia.org/wiki/X%E1%BA%A1_khu%E1%BA%A9n
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomycetaceae&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/Vi_khu%E1%BA%A9n_Gram_d%C6%B0%C6%A1ng
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Streptomyces là nấm. Các tế bào của chúng phát triển thành dạng sợi, liên kết với 

nhau tạo nên một hệ thống mạng lưới tương tự như sợi nấm.  

Nhóm vi sinh vật này nổi bật nhờ khả năng sinh tổng hợp đa dạng các hợp chất 

thứ cấp mang hoạt tính sinh học cao, bao gồm kháng sinh, enzyme, chất chống ung 

thư và các chất ức chế enzyme. Với hệ gen lớn (thường >8 Mb) và chứa nhiều cụm 

gen sinh tổng hợp, Streptomyces được xem là “nhà máy sinh học tự nhiên” quan 

trọng trong sản xuất dược phẩm [21], như kháng sinh, thuốc chống ung thư, thuốc 

kháng virus, thuốc ức chế enzyme (trong đó có các chất ức chế α-glucosidase) và 

chất điều hòa sinh trưởng thực vật. Ước tính khoảng hai phần ba các kháng sinh mà 

nguồn gốc đến từ vi sinh vật được phát hiện cho đến nay có nguồn gốc từ 

Streptomyces, trong đó có nhiều kháng sinh quan trọng như streptomycin, 

tetracycline, erythromycin và chloramphenicol [22]. 

Điển hình, hợp chất acarbose – một thuốc điều trị ĐTĐ type II rất phổ biến hiện 

nay, được sản xuất bởi Streptomyces (cụ thể là Streptomyces glaucescens) [23]. 

Acarbose là một pseudooligosaccharide có cấu trúc tương tự cơ chất tự nhiên của α-

glucosidase, cho phép nó gắn vào trung tâm hoạt động của enzyme và ức chế cạnh 

tranh quá trình thủy phân carbohydrate. Cấu trúc đặc biệt này là kết quả của các con 

đường sinh tổng hợp phức tạp trong Streptomyces, liên quan đến nhiều enzyme xúc 

tác phản ứng glycosyl hóa và biến đổi đường [24]. 

Ngoài acarbose, nhiều chủng Streptomyces khác đã được chứng minh có khả 

năng sinh tổng hợp các hợp chất mang hoạt tính ức chế α-glucosidase. Các nghiên 

cứu gần đây đã phân lập được nhiều hợp chất mới từ Streptomyces với hoạt tính ức 

chế mạnh, mở ra tiềm năng phát triển thuốc mới có hiệu quả cao hơn và ít tác dụng 

phụ hơn so với các thuốc hiện hành [25]. 

2.3.2. Cơ chế sinh tổng hợp chất ức chế α-glucosidase ở Streptomyces sp. 

Quá trình sinh tổng hợp chất ức chế α-glucosidase trong Streptomyces sp. 

thường liên quan đến các con đường chuyển hóa carbohydrate phức tạp, trong đó 

các enzyme đóng vai trò trung tâm. Các enzyme như glycosyltransferase xúc tác việc 

gắn các đơn vị đường vào khung phân tử, tạo nên các cấu trúc tương tự 

https://vi.wikipedia.org/wiki/N%E1%BA%A5m
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oligosaccharide có khả năng tương tác với α-glucosidase. 

Ngoài ra, các enzyme biến đổi như oxidoreductase, aminotransferase và cyclase 

tham gia vào việc xây dựng cấu trúc không gian đặc thù của các AGIs, giúp tăng ái 

lực liên kết với enzyme đích. Sự phối hợp hoạt động của các enzyme này trong các 

cụm gen sinh tổng hợp cho phép Streptomyces sp. tạo ra các phân tử có tính đặc hiệu 

cao đối với α-glucosidase [26]. 

2.4. Đái tháo đường 

2.4.1. Khái niệm 

Đái tháo đường là một nhóm bệnh gây nên tình trạng rối loạn chuyển hóa không 

đồng nhất, được mô tả đặc trưng bởi tình trạng tăng glucose máu mạn tính [27]. Thời 

gian dài tăng glucose máu có thể gây ra các rối loạn chuyển hóa carbohydrate và gây 

tổn thương cho nhiều cơ quan khác nhau như tim, mạch máu, thận, mắt và thần kinh 

[28]. Đây là hội chứng bệnh có khả năng gây tử vong hàng đầu, cần được phát hiện 

và ưu tiên điều trị sớm để đảm bảo chất lượng cuộc sống. 

2.4.2. Phân loại 

Theo Hiệp hội Đái tháo đường Hoa Kỳ (ADA) năm 2021, dựa theo đặc điểm 

và tình trạng, ĐTĐ được chia làm đái tháo đường type I, type II, đái tháo đường thai 

kì và đái tháo đường do các nguyên nhân khác. 

Đái tháo đường type I là loại bệnh tự miễn, gây nên tình trạng thiếu hụt hoàn toàn 

insulin, nguyên do là hệ miễn dịch đã phá hủy tế bào β của tuyến tụy,. Bệnh thường 

được tìm thấy ở trẻ em và người trẻ tuổi, chiếm khoảng 5 - 10% tổng số ca mắc ĐTĐ. 

Đái tháo đường type II chiếm 90 - 95% các trường hợp, tình trạng bệnh đặc 

trưng bởi khả năng kháng insulin và suy giảm chức năng tiết insulin. Bệnh thường 

liên quan đến béo phì do ít vận động, chế độ ăn nhiều đường và chất béo bão hòa. 

Theo WHO (2020), tỷ lệ đái tháo đường type II toàn cầu đã tăng gấp hơn 4 lần trong 

40 năm qua, với khoảng 422 triệu người mắc bệnh vào năm 2014 và dự kiến đạt hơn 

570 triệu vào năm 2030. Tại Việt Nam, thống kê của Bộ Y tế năm 2020 cho thấy tỷ 

lệ ĐTĐ ở người trưởng thành là 5,7%, trong đó phần lớn là type II.  
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Đái tháo đường thai kì gây ra tình trạng rối loạn dung nạp đường glucose và 

được phát hiện trong thời kỳ mang thai. Cơ chế bệnh sinh chủ yếu liên quan đến tình 

trạng kháng insulin tăng cao do tác động của các hormon nhau thai như human 

placental lactogen, progesterone, cortisol, và prolactin. Theo International Diabetes 

Federation, ước tính khoảng 16,7% phụ nữ mang thai trên thế giới bị ảnh hưởng bởi 

ĐTĐ thai kỳ [1]. Ở Việt Nam, đã có một vài nghiên cứu cho thấy tỷ lệ này dao động 

từ 5 - 20% tùy theo khu vực. ĐTĐ thai kỳ không chỉ làm tăng nguy cơ biến chứng 

trong sản khoa như tiền sản giật, sinh non, thai to, mà còn làm tăng nguy cơ mẹ và 

con mắc ĐTĐ type II trong tương lai. 

Ngoài ba thể bệnh chính trên, còn có một số dạng ĐTĐ ít gặp hơn, liên quan 

đến một vài nguyên nhân xác định được. Bao gồm: khiếm khuyết di truyền chức 

năng tế bào β; khiếm khuyết di truyền tác động insulin;... Mặc dù tần suất thấp hơn 

nhiều so với ĐTĐ type II, song các dạng này có ý nghĩa lâm sàng quan trọng do liên 

quan đến các căn nguyên cụ thể và định hướng điều trị bệnh đặc hiệu. 

2.4.3. Đái tháo đường type II 

 

Hình 2.4. Cơ chế bệnh đái tháo đường type II  

 Đái tháo đường type II là một bệnh rối loạn chuyển hóa mạn tính gây ra tình 

trạng kháng insulin kết hợp với suy giảm chức năng tế bào β, dẫn đến thiếu hụt 
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insulin tương đối. Không giống ĐTĐ type I, cơ chế bệnh sinh của ĐTĐ type II mang 

tính đa yếu tố và tiến triển chậm. 

Đề kháng insulin là yếu tố trung tâm trong giai đoạn sớm của bệnh. Tình trạng 

này xảy ra khi các mô đích như gan, cơ và mô mỡ giảm đáp ứng với insulin. Ở mức 

phân tử, đề kháng insulin liên quan đến sự suy giảm hoạt động của các thành phần 

trong con đường tín hiệu insulin, đặc biệt là IRS-1 (insulin receptor substrate-1), 

PI3K và Akt, dẫn đến giảm vận chuyển glucose qua GLUT4 vào trong tế bào [29]. 

Béo phì, nổi bật là béo phì nội tạng, đóng vai trò quan trọng trong cơ chế này 

thông qua việc tăng tiết các adipokine gây viêm như TNF-α, IL-6 và giảm 

adiponectin. Các cytokine tiền viêm này gây rối loạn tín hiệu insulin và thúc đẩy 

tình trạng viêm mạn tính mức độ thấp [30]. 

Ở giai đoạn đầu, tế bào β đáp ứng bằng cách tăng tiết insulin để bù cho tình 

trạng kháng insulin. Tuy nhiên, theo thời gian, sự quá tải chức năng dẫn đến suy 

giảm tế bào β do stress oxy hóa, stress lưới nội chất và tích tụ amyloid từ amylin 

(IAPP – islet amyloid polypeptide) trong đảo tụy [31]. 

Ngoài ra, tăng sản xuất glucose tại gan (do tăng tân tạo đường) và giảm ức 

chế quá trình phân giải glycogen cũng góp phần làm tăng đường huyết. Rối loạn 

chức năng tế bào α khiến tăng tiết glucagon càng làm trầm trọng tình trạng tăng 

glucose máu [32]. 

Như vậy, cơ chế bệnh sinh của ĐTĐ type II là kết hợp của kháng insulin với 

suy giảm chức năng tế bào β, trong đó các yếu tố di truyền và lối sống, môi trường 

đều đóng vai trò quan trọng. 

2.4.4. Các biến chứng của bệnh đái tháo đường 

ĐTĐ là bệnh lý mạn tính, được mô tả đặc trưng với tình trạng tăng glucose máu 

kéo dài, dẫn đến nhiều biến chứng nghiêm trọng trên nhiều cơ quan cơ thể. Các biến 

chứng của ĐTĐ được chia thành hai nhóm chính: cấp tính và mạn tính, trong đó biến 

chứng mạn tính là nguyên nhân chủ yếu gây tàn phế và tử vong ở bệnh nhân. 

Các biến chứng cấp tính xảy ra nhanh chóng và có thể đe dọa tính mạng nếu 

không xử trí kịp thời. Phổ biến là tình trạng nhiễm toan ceton (diabetic ketoacidosis 

– DKA) và hội chứng tăng áp lực thẩm thấu (HHS) 
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Biến chứng mạn tính của ĐTĐ xuất phát từ nguyên do tăng glucose máu kéo 

dài, dẫn đến tổn thương mạch máu và rối loạn chức năng protein/enzyme nội bào. 

Bao gồm biến chứng vi mạch và biến chứng đại mạch (bệnh mạch vành, đột quỵ, 

động mạch ngoại biên). 

Tăng glucose máu kích hoạt 4 con đường chính: con đường polyol (aldose 

reductase), Hình thành AGEs, hoạt hóa PKC và tăng flux hexosamine. Các con 

đường này đều dẫn đến stress oxy hóa, rối loạn chức năng protein/enzyme và tổn 

thương tế bào nội mô [33]. 

2.4.5. Điều trị đái tháo đường 

2.4.5.1. Điều trị đái tháo đường type 1 

Đái tháo đường type I đặc trưng bởi nguyên nhân phá hủy tế bào β tụy làm 

thiếu hụt insulin hoàn toàn, do đó nguyên tắc điều trị cốt lõi là liệu pháp thay thế 

insulin. Insulin ngoại sinh được sử dụng nhằm tái lập cân bằng nội môi glucose, mô 

phỏng gần nhất sự bài tiết sinh lý của tuyến tụy. 

Về cơ chế phân tử, insulin gắn vào thụ thể insulin (IR), kích hoạt hoạt tính 

tyrosine kinase nội tại của thụ thể, dẫn đến phosphoryl hóa các protein nền như IRS1 

(insulin receptor substrate-1). Quá trình này tiếp tục hoạt hóa chuỗi tín hiệu PI3K/Akt, 

làm tăng vận chuyển chất mang glucose GLUT4 đến màng tế bào, từ đó tăng hấp thu 

glucose tại cơ và mô mỡ, đồng thời ức chế tái tạo glucose tại gan [29]. 

Các chiến lược điều trị hiện đại như bơm insulin liên tục hoặc hệ thống “tuyến 

tụy nhân tạo” cho phép kiểm soát glucose máu chính xác hơn, giảm nguy cơ hạ 

đường huyết. Bên cạnh đó, các hướng tiếp cận mới như cấy ghép tế bào đảo tụy hoặc 

liệu pháp miễn dịch nhằm bảo tồn tế bào β đang được nghiên cứu, mở ra triển vọng 

điều trị căn nguyên [34]. 

2.4.5.2. Điều trị đái tháo đường type II 

Không giống ĐTĐ type I, cơ chế điều trị ĐTĐ type II tập trung vào việc cải thiện 

đề kháng insulin và bảo tồn chức năng tế bào β. Điều trị bắt đầu bằng việc thay đổi 

thói quen sống, bao gồm chế độ ăn hợp lý và tăng cường hoạt động thể lực, nhằm cải 
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thiện độ nhạy insulin và giảm glucose máu. 

Ở mức phân tử, các thuốc hạ đường huyết tác động vào nhiều con đường khác 

nhau trong chuyển hóa glucose. Metformin, thuốc hàng đầu trong điều trị ĐTĐ type 

II, chủ yếu ức chế quá trình tái tạo glucose tại gan thông qua hoạt hóa AMPK, từ đó 

giảm sản xuất glucose nội sinh và cải thiện độ nhạy insulin [35]. 

Các thuốc nhóm sulfonylurea và meglitinide kích thích tế bào β sản sinh insulin 

bằng cách đóng kênh K_ATP phụ thuộc ATP trên màng tế bào, gây khử cực màng 

và tăng dòng Ca²⁺ nội bào, từ đó thúc đẩy bài tiết insulin. Trong khi đó, các thuốc 

nhóm thiazolidinedione (TZDs) hoạt hóa thụ thể nhân PPAR-γ, điều hòa biểu hiện 

gen liên quan đến chuyển hóa lipid và glucose, giúp cải thiện tình trạng kháng insulin 

tại mô mỡ và cơ [36]. 

Một hướng điều trị quan trọng khác là hệ incretin, bao gồm GLP-1. Các chất 

đồng vận thụ thể GLP-1 và thuốc ức chế enzyme DPP-4 giúp kéo dài hiệu quả của 

incretin, từ đó tăng sản xuất insulin phụ thuộc glucose, giảm tiết glucagon và chậm 

làm rỗng dạ dày. Cơ chế này giúp cải thiện kiểm soát đường huyết mà còn có lợi trên 

cân nặng và hệ tim mạch [37]. 

Ngoài ra, các thuốc ức chế SGLT2 tại thận làm giảm tái hấp thu glucose ở ống 

lượn gần, tăng đào thải glucose qua đường tiểu, từ đó hạ glucose máu độc lập với 

insulin. Đây là nhóm thuốc mới với nhiều lợi ích trên tim mạch và thận [38]. 

Nhìn chung, cơ chế điều trị ĐTĐ type II là sự phối hợp đa mục tiêu nhằm điều 

chỉnh các rối loạn sinh lý bệnh, trong đó việc tác động vào các enzyme và protein 

tín hiệu đóng vai trò trung tâm. Alpha glucosidase làm chậm lại quá trình hấp thụ 

glucose tại ruột, α-glucosidase tại bờ bàn chải ruột non có vai trò phân cắt tinh bột, 

disaccharide thành glucose để hấp thu. Khi dùng thuốc ức chế α-glucosidase (như 

acarbose, miglitol, voglibose), cơ chế tác động được mô tả là: Ức chế cạnh tranh 

với enzyme tại ruột non; Làm chậm thủy phân carbohydrate phức tạp thành 

glucose; Giảm tốc độ hấp thụ glucose → hạn chế tăng đường huyết sau ăn 

(postprandial hyperglycemia). Đây là cơ chế điều trị đặc hiệu nhằm kiểm soát 

đường huyết sau bữa ăn – một yếu tố quan trọng đối với phòng ngừa các biến chứng 

tim mạch ở bệnh ĐTĐ type II [9].  
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2.5. Tình hình nghiên cứu trong và ngoài nước 

Trong những năm gần đây, với sự gia tăng chóng mặt của bệnh ĐTĐ type II 

trên toàn cầu, nghiên cứu về α-glucosidase và các chất ức chế của nó đã trở thành 

một lĩnh vực trọng điểm trong sinh học phân tử, công nghệ enzyme và phát triển 

thuốc thu hút sự quan tâm mạnh mẽ. Đặc biệt, các vi sinh vật thuộc chi Streptomyces 

được xem là nguồn sinh học tiềm năng cho việc phát hiện và sản xuất các AGIs thế 

hệ mới, góp phần kiểm soát tăng glucose máu sau ăn. Các nghiên cứu được triển 

khai rộng khắp trên thế giới và tại Việt Nam, với xu hướng chuyển dịch từ khai thác 

tự nhiên sang kết hợp công nghệ sinh học hiện đại. 

2.5.1. Trên thế giới 

Các nghiên cứu về AGIs trên thế giới đã được tiến hành bắt đầu trong những năm 

1970 với việc phát hiện các hợp chất bắt nguồn từ vi sinh vật. Một trong những thành 

tựu tiêu biểu là việc phát hiện acarbose – một pseudooligosaccharide có khả năng ức 

chế α-glucosidase mạnh – được sản xuất từ các chủng vi sinh vật như Actinoplanes sp. 

và Streptomyces glaucescens [39]. Công trình nghiên cứu của Wehmeier và 

Piepersberg (2004) đã làm sáng tỏ cơ chế sinh tổng hợp acarbose, cho thấy sự tham gia 

của nhiều enzyme trong con đường chuyển hóa carbohydrate phức tạp [23]. 

Bên cạnh đó, nhiều công trình tập trung vào việc tối ưu hóa nâng cao khả năng 

sinh tổng hợp AGIs. Tadera và cộng sự (2006) đã chứng minh hoạt tính ức chế mạnh 

của các flavonoid tự nhiên đối với enzyme này [40]. Schwientek và cộng sự (2012) 

đã sử dụng phân tích hệ gene để xác định cụm gene sinh tổng hợp acarbose, mở ra 

khả năng khai thác và biến đổi các con đường này [41]. Chen và cộng sự (2016) đã 

phân lập được các hợp chất mới từ chủng Streptomyces sp. OUCMDZ-3434, được 

thu nhận từ mẫu tảo biển Enteromorpha prolifera, cho thấy khả năng sinh tổng hợp 

các chất AGIs [2]. Tiếp đó, Wei và cộng sự (2017) đã phân lập 24 hợp chất thứ cấp 

từ dịch nuôi cấy của chủng S. xanthophaeus với hoạt tính ức chế α-glucosidase 

mạnh, trong đó một số hợp chất có hiệu lực tương đương hoặc vượt trội so với chất 

đối chứng dương acarbose [3]. Abdulkhair và cộng sự (2018) tiến hành phân lập 55 

chủng xạ khuẩn biển, kết quả cho thấy 7 chủng có khả năng ức chế α-glucosidase và 
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thể hiện tiềm năng điều trị bệnh đái tháo đường. Đáng chú ý, khả năng sinh tổng hợp 

các chất ức chế của các chủng này được tăng cường sau khi xử lý bằng tia UV trong 

10 giây nhằm tạo ra các dòng đột biến có hoạt tính cao hơn [4]. 

Đáng chú ý, các phương pháp in silico như docking phân tử và mô phỏng động 

lực học phân tử đang được ứng dụng rộng rãi để nghiên cứu tương tác enzyme–chất 

ức chế và thiết kế thuốc mới. Năm 2019, Kaur và cộng sự đã sử dụng mô phỏng 

phân tử để dự đoán ái lực liên kết của các hợp chất với α-glucosidase, góp phần rút 

ngắn thời gian sàng lọc thuốc [42]. Li và cộng sự (2022) đã ứng dụng transcriptomics 

để xác định các gen điều hòa quan trọng cho quá trình sinh tổng hợp acarbose ở 

Actinoplanes sp., từ đó cải thiện hiệu suất sản xuất thông qua điều chỉnh điều kiện 

lên men [43]. Lu và cộng sự (2023) đã phân lập và tuyển chọn thành công hai chủng 

xạ khuẩn có nguồn gốc từ rừng ngập mặn là Streptomyces sp. WHUA03267 và 

Streptomyces sp. WHUA03072, trong đó cả hai đều biểu hiện hoạt tính ức chế α-

glucosidase mạnh, khẳng định tiềm năng to lớn của Streptomyces trong việc cung 

cấp nguồn hợp chất tự nhiên phục vụ điều trị đái tháo đường type II [44]. 

2.5.2. Tại Việt Nam 

Ở trong nước, các nghiên cứu về hợp chất AGIs từ chi Streptomyces tuy chưa 

phổ biến nhưng đã bước đầu thu được nhiều thành tựu đáng ghi nhận, đặc biệt trong 

việc khai thác nguồn tài nguyên sinh học bản địa. Chủng xạ khuẩn Streptomyces sp., 

là một nguồn tiềm năng cho việc tìm kiếm các chất ức chế α-glucosidase phục vụ 

điều trị đái tháo đường. Quy trình nghiên cứu thường bao gồm các bước: phân lập, 

tuyển chọn chủng, sàng lọc hoạt tính sinh học, tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy, và tiến 

tới chiết tách, tinh sạch hợp chất. 

Nguyễn Ngọc Trai và cộng sự (2018) nghiên cứu trên chủng Streptomyces sp. 

TVS1 phân lập từ đất nhiễm mặn Trà Vinh cho thấy môi trường nuôi cấy, pH và thời 

gian lên men ảnh hưởng rõ rệt đến khả năng sinh tổng hợp chất ức chế α-glucosidase 

[45]. Nguyễn Thị Trung và cộng sự (2021) nghiên cứu tối ưu hóa và tinh sạch chất 

ức chế α-glucosidase từ Streptomyces costaricanus phân lập tại Việt Nam đã chứng 

minh khả năng nâng cao hiệu suất thu nhận hoạt chất thông qua điều chỉnh điều kiện 
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nuôi cấy và quy trình tinh sạch [5]. 

Nguyễn Thị Trung và cộng sự (2022) đã phân lập 30 chủng vi sinh vật nội sinh 

từ cây có múi tại Hòa Bình, trong đó một chủng Streptomyces được tuyển chọn nhờ 

hoạt tính ức chế α-glucosidase cao (~69%) [7]. Ngoc Khanh Van Nguyen và cộng 

sự (2023) nghiên cứu theo hướng “bioassay-guided isolation” tại Việt Nam (dù chủ 

yếu trên thực vật) cũng đã phân lập thành công nhiều hợp chất có hoạt tính mạnh, 

cho thấy tiềm năng áp dụng tương tự đối với vi sinh vật [46]. Hoàng Kim Chi và 

cộng sự (2025), các chủng xạ khuẩn từ hệ sinh thái rừng ngập mặn Việt Nam cũng 

được chứng minh có khả năng ức chế α-glucosidase đáng kể, với dịch chiết đạt hiệu 

suất ức chế trên 60% [47]. Những kết quả này cho thấy tiềm năng lớn của nguồn vi 

sinh vật bản địa trong sàng lọc hoạt chất sinh học. 

Tổng thể, các nghiên cứu tại Việt Nam đã đạt được những kết quả đáng kể trong 

việc tuyển chọn và sàng lọc các chủng Streptomyces sp. có hoạt tính ức chế α-

glucosidase, đồng thời bước đầu triển khai các kỹ thuật chiết tách và tinh sạch. Tuy 

nhiên, so với quốc tế, số lượng nghiên cứu đi sâu vào phân lập cấu trúc hóa học và 

cơ chế tác dụng của hợp chất vẫn còn hạn chế. Các kết quả này cho thấy nguồn tài 

nguyên vi sinh vật trong tự nhiên, đặc biệt là ở Việt Nam, là tiềm năng quan trọng 

để khai thác các hợp chất sinh học mới, góp phần vào việc tìm kiếm và phát triển 

chất ức chế α-glucosidase từ tự nhiên. 
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CHƯƠNG 3. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

3.1. Vật liệu 

3.1.1. Chủng vi sinh vật 

36 chủng Streptomyces sp. được phân lập từ mẫu nước và đất ở vùng ven biển 

Nha Trang. Các chủng xạ khuẩn được cung cấp từ Phòng Công nghệ sinh học 

Enzyme, Viện Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

3.1.2. Hóa chất 

 Các loại hóa chất chính sử dụng trong nghiên cứu bao gồm α-glucosidase, p-

nitrophenyl-α-D-glucopyranoside, chất acarbose chuẩn (Sigma); cao nấm men, cao 

malt (Bio Basic Canada INC); các loại dung môi n-butanol, ethylacetate, acid acetic, 

chloroform, dichlomethane, n-hexan, methanol, isopropanol và ethanol (Trung 

Quốc); silica gel 60, Sephadex LH 20 và bản mỏng silica gel 60 F254 20x20 (Merck, 

Đức)… Các hóa chất sử dụng trong thí nghiệm đều ở dạng tinh khiết. 

 Thành phần môi trường ISP2 (g/L) bao gồm: 4 cao nấm men, 10 cao malt, 4 

glucose. Bổ sung 20 agar nếu là môi trường thạch ISP2. Môi trường lên men (g/L) 

bao gồm 16 cao nấm men, 4 glucose điều kiện pH 6,5. 

3.1.3. Thiết bị & vật tư 

 Các thiết bị và vật tư chính phục vụ đề tài bao gồm: box cấy vi sinh Clean 

Bench TCV.02, cân phân tích BL150S, lò vi sóng, hệ thống elisa, máy lắc nuôi cấy 

Wise Cube, máy vortex OSI, nồi khử trùng ES-315, tủ hút, máy cất cô quay (Buchi), 

tủ âm, máy đo pH-827, máy khuấy từ,… được cung cấp tại Viện Sinh học; kính hiển 

vi điện tử quét phát xạ trường FE-SEM Hitachi-S4800 cung cấp bởi Viện Vật liệu, 

Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam; máy ly tâm để bàn hãng Hanil 

Combi 408 (Hàn Quốc) và máy ủ nhiệt khô Labnet AccuBlockTM Digital (Mỹ) cung 

cấp tại Phòng nghiên cứu R&D, Công ty Cổ phần Sinh học phân tử GeneViet. 

3.2. Địa điểm và thời gian thực hiện đề tài 

3.2.1. Địa điểm 

Đề tài được thực hiện tại Phòng Công nghệ sinh học Enzyme – Viện Sinh học 

– Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

3.2.2. Thời gian nghiên cứu 
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Luận văn này được thực hiện từ tháng 08 năm 2025 đến tháng 05 năm 2026 

trong nội dung của đề tài: “Sàng lọc, tinh sạch, xác định cấu trúc và cơ chế kích hoạt 

AMPK trong tế bào mô mỡ 3T3-L1 của một vài hoạt chất thứ cấp mới mà ức chế -

glucosidase có nguồn gốc từ Aspergillus, Oceanimonas và Streptomyces phân lập ở 

Việt Nam”, mã số: 106.02-2023.47, Quỹ phát triển khoa học và công nghệ quốc gia 

(Nafosted), giai đoạn 2024-2026. 

3.3. Phương pháp nghiên cứu 

 Với mục tiêu của đề tài, chúng tôi đưa ra nội dung nghiên cứu được thực hiện 

theo sơ đồ sau: 

 

Hình 3.1. Sơ đồ nghiên cứu 
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3.3.1. Phân loại chủng 

Các chủng xạ khuẩn được phân loại dựa trên đặc điểm hình thái, đặc điểm sinh 

hóa và trình tự gene 16S rRNA. Hình thái khuẩn lạc được xác định sử dụng kính 

hiển vi điện tử FE-SEM (Hitachi-S4800, Nhật Bản) và tiến hành tại Viện Vật liệu, 

Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. Trình tự gen 16S rRNA được 

khuếch đại với phản ứng PCR [26] sử dụng cặp mồi có trình tự: 27F.1: 5’-

TAACACATGCAAGTCGAACG-3’ và 1429R.1: 5’-GGTGTGACGGGCGGT 

GTGTA-3’. Kết quả trình tự được kiểm tra trên máy ABI PRISM 3100. Phần mềm 

DNAStar và BLAST được sử dụng để phân tích trình tự nucleotide. 

3.3.2. Nuôi cấy và tuyển chọn các chủng xạ khuẩn có khả năng sinh tổng hợp 

chất ức chế α-glucosidase 

Chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. được hoạt hóa trên môi trường ISP2 agar ở 

điều kiện 28°C – 30°C trong thời gian 5 ngày. Sau đó được nhặt nuôi giống cấp 1 

trong môi trường ISP2 lỏng ở 28ºC, lắc 200 vòng/phút trong 24 giờ, rồi chuyển sang 

môi trường mới cùng loại và tiếp tục nuôi lắc ở cùng điều kiện trong 7 ngày. Sau 7 

ngày nuôi cấy, dịch nuôi cấy ngoại bào được ly tâm ở 10000 vòng/phút trong 10 

phút, thu dịch trong thử hoạt tính ức chế α-glucosidase để làm tiêu chí tuyển chọn 

chủng vi sinh vật sinh tổng hợp các hoạt chất ức chế α- glucosidase mạnh. 

3.3.3. Lên men chủng xạ khuẩn sinh tổng hợp AGIs  

Chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. đã tuyển chọn được hoạt hóa trong môi 

trường ISP2 lỏng ở nhiệt độ 28-30°C, lắc 200 vòng/phút. Sau 48-72 giờ, chủng được 

cấy chuyền trên đĩa thạch ISP2, ủ ở nhiệt độ phòng trong 5-7 ngày cho đến khi Hình 

thành khuẩn lạc rõ và bào tử phát triển đầy đủ. Sau đó, xạ khuẩn được nuôi cấy trong 

môi trường lên men ở điều kiện nhiệt độ 28-30°C, lắc 200 vòng/phút trong 5 ngày 

[7]. Dịch nuôi cấy ngoại bào được ly tâm ở 10000 vòng/phút trong 10 phút, thu dịch 

trong để xác định hoạt tính ức chế α-glucosidase. 

3.3.4. Xác định hoạt tính ức chế enzyme α-glucosidase  

α-glucosidase là enzym xúc tác phản ứng thủy phân liên kết α-1,4-glycosid. Cơ 

chất được dùng trong thí nghiệm này là p-nitrophenyl-α-D-glucopyranosid (pNPG); 
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khi bị enzyme phân giải sẽ giải phóng ra p-nitrophenyl có màu vàng, hấp thụ mạnh 

tại bước sóng 405 nm. Khi có sự hiện diện của chất ức chế, hoạt tính của α-

glucosidase sẽ bị suy giảm một phần, dẫn đến lượng p-nitrophenyl tạo thành thấp 

hơn so với mẫu không chứa chất ức chế. Giá trị mật độ quang khi đo tại bước sóng 

405 nm được xác định cho sự thay đổi này [48].  

Trong mỗi giếng phản ứng, bổ sung 40 µL đệm 0,1 M potasium phosphate 

pH 6,9; thêm 100 µL α-glucosidase 1-2 U/mL đã được pha trong cùng loại đệm. 

Sau đó, thêm 10 µL dung dịch mẫu (mẫu đối chứng thay bằng đệm 0,1 M potasium 

phosphate pH 6,9). Hỗn hợp ủ ở 30ºC trong 10 phút và lắc ở tốc độ 300 vòng/phút. 

Tiếp theo, bổ sung thêm 50 µL cơ chất pNPG (pha trong cùng loại đệm), trộn đều 

hỗn hợp và tiếp tục ủ ở 25ºC trong 5 phút, lắc 300 vòng/phút. Giá trị OD đo tại 

bước sóng 405 nm ở thời điểm ban đầu (0 phút) và sau 5 phút sau khi bổ sung cơ 

chất. Nồng độ ức chế α-glucosidase (%) được tính theo công thức: 

 

Trong đó:  

ΔODcontrol - là độ biến thiên giá trị OD405 nm ở thời điểm 0 phút và 5 phút 

của mẫu đối chứng. 

ΔODsample - là độ biến thiên giá trị OD405 nm ở thời điểm 0 phút và 5 phút 

của mẫu thử. 

3.3.5. Phương pháp nghiên cứu tối ưu khả năng sinh tổng hợp chất AGIs bằng 

phương pháp đáp ứng bề mặt   

3.3.5.1. Nguyên lý 

Phương pháp đáp ứng bề mặt là tập hợp các kĩ thuật toán học và thống kê để quy 

hoạch thực nghiệm. Một trong các ứng dụng phổ biến của phương pháp này là tối ưu 

hóa giá trị đầu ra (đáp ứng) chịu ảnh hưởng của nhiều yếu tố (biến) bằng cách tìm ra 

các điểm (trong giới hạn của mỗi biến) mà tại đó đáp ứng được dự đoán là tối ưu [6].  
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3.3.5.2. Quy trình 

Toàn bộ quy trình sử dụng phần mềm Design expert 10.0.0® của Stat-Ease Inc. 

USA, tiến hành lần lượt các bước như sau: 

Xác định hàm đáp ứng, biến và phạm vi nghiên cứu: Hàm đáp ứng được chọn 

là hoạt tính ức chế α-glucosidase (IU/mL). Ba yếu tố RSM-CCD được lựa chọn để 

tối ưu là nồng độ cao nấm men, nồng độ glucose và độ pH, các yếu tố này được thiết 

kế theo 5 mức: -α, -1, 0, +1, +α tương ứng phạm vi nghiên cứu. 

Bảng 3.1. Nồng độ ba yếu tố dùng trong RSM-CCD 

Biến thực 
Đơn 

vị 

Biến mã 

hóa 

Phạm vi 

nghiên 

cứu 

Mức 

-1,316 (-α) -1 0 +1 +1,316 (+α) 

Yeast extract (g/L) A 5,0 – 20,0 0,26 5,0 12,5 20,0 22,37 

Glucose (g/L) B 2,0 – 10,0 0,74 2,0 6,0 10,0 11,26 

Độ pH  C 6,0 – 8,0 5,68 6,0 7,0 8,0 8,32 

Quy hoạch thực nghiệm: Kế hoạch thực nghiệm gồm 20 thí nghiệm tương ứng 

20 môi trường với các nồng độ khác nhau của các yếu tố tối ưu. Tiến hành nuôi cấy 

chủng Streptomyces sp. trong các môi trường này, ly tâm môi trường lên men ở 

10000 rpm trong 10 phút, thu dịch nổi và xác định hoạt tính bằng phương pháp chuẩn 

độ pH tự động. 

Thiết lập phương trình hồi quy: Từ kết quả nghiên cứu, thiết lập một phương 

trình hồi quy đặc trưng cho sự phụ thuộc của hàm đáp ứng Y vào các biến A, B, C. 

Mô hình được biểu diễn qua phương trình bậc 2: 

Y = bo + b1A + b2B + b3C + b11A
2 + b22B

2 + b33C
2 + b12AB + b23BC + b13AC 

Trong đó: b1, b2, b3 là các hệ số bậc 1;  

                 b11, b22, b33 là các hệ số bậc 2;  

                 b12, b23, b13 là các hệ số tương tác của từng cặp yếu tố;  

                 A, B, C, A2, B2, C2, AB, BC, AC là các biến độc lập. 
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Xây dựng mô hình tối ưu: Cài đặt các yêu cầu riêng cho từng biến (tối thiểu, tối 

đa, trong khoảng giới hạn) sau đó xây dựng một mô hình tối ưu từ phương trình hồi 

quy gồm các phương án tương ứng với các môi trường thỏa mãn yêu cầu cài đặt và 

mức kì vọng của phương án.  

Số liệu được phân tích bằng chương trình Design expert 7.0.0® của Stat-Ease 

Inc. USA. Từ kết quả phân tích, lựa chọn phương án tối ưu là phương án thỏa mãn 

đồng thời 2 điều kiện: hoạt tính ức chế α-glucosidase cao và mức kì vọng cao. 

Bảng 3.2. Kế hoạch thực nghiệm theo RSM-CCD để tối ưu hóa hoạt tính ức chế 

alpha glucosidase của hợp chất sinh tổng hợp 

Thí nghiệm A B C 

Hoạt tính ức chế AGIs (%) 

Thực  nghiệm 
Suy từ mô 

hình 

1 1,000 -1,000 -1,000 45,08  

2 0,000 0,000 -1,316 57,8  

3 0,000 0,000 0,000 76,8  

4 1,316 0,000 0,000 57,8  

5 0,000 -1,316 0,000 45,4  

6 -1,000 1,000 1,000 42,48  

7 -1,000 1,000 -1,000 70,0  

8 1,000 -1,000 1,000 46,2  

9 -1,316 0,000 0,000 31,2  

10 -1,000 -1,000 1,000 9,68  

11 0,000 0,000 0,000 80,48  

12 0,000 0,000 0,000 78,08  

13 0,000 0,000 1,316 46,6  

14 0,000 0,000 0,000 77,2  

15 0,000 1,316 0,000 84,88  
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16 -1,000 -1,000 -1,000 4,2  

17 0,000 0,000 0,000 75,68  

18 1,000 1,000 1,000 37,76  

19 0,000 0,000 0,000 78,6  

20 1,000 1,000 -1,000 55,84  

3.3.6. Phương pháp nghiên cứu lựa chọn các dung môi tách chiết 

Dịch ngoại bào được chiết với các dung môi hữu cơ có độ phân cực khác nhau 

để khảo sát chọn lựa các dung môi có khả năng tách các hoạt chất AGIs tốt nhất. 

Các dung môi được sử dụng có độ phân cực khác nhau: n-butanol, ethyl acetat, 

chloroform, dichlomethane, n-hexan, methanol và isopropanol với tỉ lệ nguyên liệu 

: dung môi (v/v) là 1:1, lắc 1 giờ (lặp lại 3 lần), thu pha dung môi. Pha dung môi 

được kiểm tra bằng sắc ký lớp mỏng và xác định hoạt tính ức chế α-glucosidase. 

3.3.7. Phương pháp sắc ký lớp mỏng  

Nguyên tắc: Phương pháp sắc ký lớp mỏng dựa trên sự phân bố khác nhau của 

các chất giữa hai pha: pha tĩnh (là lớp chất hấp phụ được phủ mỏng trên bề mặt kính 

hoặc nhôm) và pha động (là hệ dung môi thích hợp chứa trong bình kín, bên trong 

đặt bản mỏng). Dưới tác dụng của lực mao dẫn, dung môi pha động di chuyển dọc 

theo pha tĩnh, đồng thời kéo theo các cấu tử trong mẫu. Do mỗi chất có tốc độ di 

chuyển khác nhau nên chúng được tách riêng, Hình thành các vết tại những vị trí 

khác nhau trên bản mỏng. Khả năng phân tách của từng chất thường được đánh giá 

thông qua giá trị Rf , phản ánh tốc độ di chuyển của chất [49]. 

 

 Trong đó : 

a – Khoảng cách di chuyển của chất cần phân tích 

b – Khoảng cách di chuyển của dung môi 

Các chất sau khi tách trên bản mỏng có thể được phát hiện bằng các phản ứng 
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tạo màu đặc trưng và đối chiếu với chất chuẩn. Trong trường hợp sự phân tách chưa 

rõ ràng, có thể điều chỉnh thành phần hoặc tỷ lệ các dung môi trong pha động để cải 

thiện hiệu quả. Việc bổ sung dung môi kém phân cực hoặc tăng tỷ lệ của chúng sẽ 

làm các hợp chất ít phân cực di chuyển nhanh hơn khỏi vị trí ban đầu, và ngược lại. 

Cách tiến hành: 

- Chuẩn bị bản TLC: Sử dụng bản mỏng silica gel 60 F254 (phổ biến nhất), 

có lớp mỏng đồng đều dày 0,2 – 0,25 mm, sấy bản mỏng (khoảng 110ºC) bằng máy 

sấy hoặc tủ sấy nếu độ ẩm hơn 60%. 

- Tra mẫu: Kẻ vạch xuất phát cho mẫu, cách mép dưới của bản mỏng khoảng 

1,0 - 1,5 cm. Sử dụng micropipet (5 - 10 μL) để lấy mẫu và chấm lên các vị trí đã 

đánh dấu trên bản mỏng. Các điểm chấm cần nhỏ gọn, tập trung, tránh lan rộng nhằm 

đảm bảo độ phân giải cao. Sau đó, để các vết chấm khô hoàn toàn (có thể sấy khô) 

trước khi tiến hành bước tiếp theo. 

- Chạy sắc ký: Đặt cân bằng bản gel đã chấm mẫu vào bình sắc ký có nắp kín. 

Lưu ý mức dung môi cần luôn thấp hơn vạch xuất phát của mẫu. Dung môi rửa giải 

(pha động) dâng lên nhờ mao dẫn, kéo theo các phân tử mẫu di chuyển với tốc độ 

khác nhau. Khi dung môi di chuyển gần tới mép trên của bản sắc ký (khoảng cách 

3/4 chiều dài bản) thì ngừng quá trình sắc ký. Bản gel được lấy ra, sấy khô và đánh 

dấu vị trí dung môi. 

- Hiển thị và phân tích kết quả: Các vết chất được quan sát bằng phản ứng 

nhuộm màu đặc trưng dưới tác dụng của thuốc thử hóa học. Khoảng cách di chuyển 

của các vết được đo, từ đó tính giá trị Rf  để nhận diện hợp chất. 

3.3.8. Tách chiết và tinh sạch hoạt chất ức chế α-glucosidase 

Sau khi thu được dịch lên men, tiến hành thí nghiệm chiết xuất dịch ngoại bào 

với các dung môi hữu cơ có độ phân cực khác nhau để khảo sát chọn lựa các dung 

môi có khả năng tách các hoạt chất ức chế α-glucosidase tốt nhất. Sau khi khảo sát, 

quá trình tinh sạch hoạt chất có hoạt tính ức chế α-glucosidase từ môi trường nuôi 

cấy của chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. S12.2 được mô tả tóm tắt như Hình 3.2. 
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Hình 3.2. Sơ đồ tóm tắt quá trình tinh sạch hợp chất ức chế α-glucosidase 

3.3.8.1. Nghiên cứu lựa chọn các hệ dung môi pha động cho sắc ký  

Tiến hành sắc ký lớp mỏng đối với mẫu dịch lên men và dịch chiết cuối bằng 5 

hệ dung môi khác nhau với các tỷ lệ khác nhau, nhằm đánh giá khả năng tách các 

thành phần có trong mẫu trên bản mỏng silica gel. 

(1) n-butanol : acid acetic : H2O = 3:1:1 

(2) n-butanol : ethanol : H2O = 5:3:2 

(3) isopropanol : ethylacetate : H2O = 3:1:1 

(4) n-butanol : methanol : H2O = 5:3:2 

(5) n-butanol : acid acetic : ethylacetate : H2O = 3:1:1:1 

3.3.8.2. Phương pháp sắc ký cột silica gel 60 

Nguyên lý của sắc ký cột silica gel 60 dựa trên sự khác biệt về ái lực của các 

phân tử mẫu đối với pha tĩnh (silica gel) và pha động (dung môi rửa giải). Các phân 

tử có độ phân cực cao sẽ tương tác mạnh với bề mặt silica gel, di chuyển chậm hơn 
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trong cột; ngược lại, các phân tử ít phân cực hoặc kỵ nước hơn sẽ được rửa giải ra 

khỏi cột nhanh hơn khi sử dụng dung môi phù hợp. Sự lựa chọn dung môi và hệ 

dung môi có vai trò quyết định đến khả năng phân tách, thường được xây dựng dựa 

trên nguyên tắc tăng dần độ phân cực (gradient elution) [50]. 

Cách tiến hành:  

- Chuẩn bị cột: đặt 1 lớp bông thủy tinh dưới đáy cột rồi đổ từ từ hỗn hợp silica 

gel và hệ dung môi lựa chọn, gõ nhẹ thành cột để loại bỏ bọt khí. Để ổn định cột 

khoảng 1-2 giờ. Sau đó mở khóa cột cho dung môi dư chảy từ từ đến mặt phẳng cột. 

- Nạp mẫu lên cột: Hòa tan cặn chiết với 3 mL methanol. Nhẹ nhàng cho mẫu 

lên cột. Rửa cột bằng dung môi để đảm bảo mẫu đi vào lớp silica gel.  

- Rửa giải: Bổ sung thêm hệ dung môi lựa chọn và duy trì ở tốc độ dòng chảy 

khoảng 25 mL/giờ.  

- Thu phân đoạn: Thu dịch rửa giải theo từng ống. Mỗi phân đoạn được thu với 

thể tích 2 mL. Các phân đoạn sau đó được kiểm tra độ tinh sạch bằng phương pháp 

TLC và đánh giá hoạt tính. 

3.3.8.3. Phương pháp sắc ký cột lọc gel Sephadex LH 20 

 Cơ chế tách của Sephadex LH 20 dựa trên sự khác biệt về kích thước và mức 

độ tương tác giữa các phân tử với mạng lưới gel. Các phân tử có kích thước lớn sẽ 

di chuyển nhanh hơn và được rửa giải trước, trong khi các phân tử nhỏ hơn hoặc có 

tương tác mạnh hơn với pha tĩnh sẽ bị giữ lại lâu hơn trong cột. Ngoài ra, các tương 

tác π–π và liên kết hydro giữa gel và các hợp chất giàu vòng thơm cũng góp phần 

vào quá trình phân tách [51]. 

Cách tiến hành:  

- Chuẩn bị cột: Cân khoảng 5mg Sephadex LH 20 và ngâm trong methanol 

khoảng 2-4 giờ. Dùng đũa thủy tinh khuấy nhẹ để trương nở gel hoàn toàn và loại 

bỏ bọt khí. Đặt 1 lớp bông thủy tinh dưới đáy cột rồi đổ từ từ hỗn hợp gel đã trương 

nở, gõ nhẹ thành cột để loại bỏ bọt khí. Để ổn định cột khoảng 1-2 giờ, đảm bảo 

không có bọt khí và bề mặt gel phẳng. Sau đó mở khóa cột cho methanol dư chảy từ 
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từ đến mặt phẳng cột. 

- Chuẩn bị và nạp mẫu lên cột: hòa tan cặn chất cần tinh sạch trong 1-2 mL 

methanol sau đó nạp mẫu nhẹ nhàng lên cột. Rửa cột bằng methanol để đảm bảo 

mẫu đi vào lớp gel Sephadex LH 20.  

- Rửa giải: bổ sung liên tục dung môi methanol và duy trì tốc độ dòng chảy 

khoảng 0,2-1 mL/phút. Chú ý không làm thay đổi đột ngột tốc độ dòng chảy. 

- Thu phân đoạn: Thu dịch rửa giải theo từng ống. Mỗi phân đoạn được thu với 

thể tích 2 mL. Các phân đoạn sau đó được kiểm tra độ tinh sạch bằng sắc ký đồ TLC.  

3.3.9. Xác định giá trị IC50 

IC50 (nồng độ gây ức chế 50% hoạt tính) là một chỉ số dùng để đánh giá khả 

năng ức chế của một chất đối với chức năng sinh học hoặc quá trình hóa sinh cụ thể. 

Đây là thông số định lượng phản ánh lượng chất ức chế cần thiết để làm giảm 50% 

hoạt động của một hệ sinh học hoặc thành phần sinh học nhất định. Thành phần này 

có thể bao gồm enzyme, tế bào, thụ thể tế bào hoặc vi sinh vật.  

Các bước xác định IC50  bao gồm : (1) Chuẩn bị các dung dịch mẫu thử với dải 

nồng độ khác nhau; (2) Đo hoạt tính ức chế α-glucosidase của từng mẫu; (3) Thiết 

lập phương trình đường chuẩn với hệ số tương quan R² gần bằng 1 được xem là tối 

ưu; (4) Từ đó xác định nồng độ mẫu tương ứng với mức ức chế 50% hoạt tính. 

3.3.10. Xử lý số liệu 

Phần mềm DNAStar: xử lý kết quả giải trình tự DNA.  

Phần mềm Excel: xử lý số liệu thống kê, các giá trị được biểu diễn dưới dạng 

𝑋̅ ± SD (𝑋̅ là giá trị trung bình, SD là độ lệch chuẩn của các giá trị đo).  

Phần mềm Design-Expert 7: xử lý số liệu tối ưu đáp ứng ma trận. 
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CHƯƠNG 4. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

4.1. Tuyển chọn chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. có khả năng sinh tổng hợp 

chất ức chế α-glucosidase 

4.1.1. Tuyển chọn chủng xạ khuẩn có hoạt tính ức chế α-glucosidase 

  Dựa vào những đặc điểm chung về hình thái của xạ khuẩn, sau khi phân lập từ 50 

mẫu đất và 50 mẫu nước thu thập ở ven vùng bờ biển Nha Trang, chúng tôi thu được 36 

chủng xạ khuẩn thuộc vào chi Streptomyces sp. Các chủng xạ khuẩn sau khi được hoạt 

hóa trên môi trường ISP2 agar được nhặt nuôi giống cấp 1 ở 28ºC, lắc 200 vòng/phút 

trong 24 giờ, sau đó chuyển sang môi trường ISP2 lỏng và tiếp tục nuôi lắc ở cùng điều 

kiện trong 7 ngày. Sau 7 ngày nuôi cấy, dịch nuôi cấy ngoại bào được ly tâm ở 10000 

vòng/phút trong 10 phút, thu dịch trong để thử hoạt tính ức chế α-glucosidase. 

Bảng 4.1. Hoạt tính ức chế α-glucosidase của các chủng Streptomyces sp. 

STT Chủng 
Hoạt tính ức chế α-

glucosidase (%) 
STT Chủng 

Hoạt tính ức chế α-

glucosidase (%) 

1 S12.2 27,49 ±1,21 19 H08 âm tính 

2 S21 21,47 ±0,84 20 H09 7,98 ±0,22 

3 S37 âm tính 21 H10 6,92 ±0,48 

4 S39 7,30 ±0,46 22 H11 4,77 ±0,14 

5 S23 âm tính 23 H12 âm tính 

6 S50 âm tính 24 H13 26,35 ±1,43 

7 S11 âm tính 25 H14 âm tính 

8 S13 24,42 ±1,52 26 H15 âm tính 

9 S70 21,20 ±0,66 27 H16 21,75 ±1,90 

10 S74 23,18 ±1,84 28 H17 19,36 ±0,5 

11 S2 âm tính 29 H18 9,30 ±0,50 

12 H01 6,60 ±0,46 30 H19 4,38 ±0,90 

13 H02 âm tính 31 H20 âm tính 
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14 H03 24,90 ±1,23 32 H21 âm tính 

15 H04 âm tính 33 H22 âm tính 

16 H05 âm tính 34 H23 âm tính 

17 H06 âm tính 35 H24 âm tính 

18 H07 âm tính 36 H25 âm tính 

 Kết quả thu được ở Bảng 4.1 cho thấy trong tổng số 36 chủng xạ khuẩn phân lập 

được đã sàng lọc ra 16 chủng có hoạt tính ức chế α-glucosidase, trong đó chủng S12.2 

có hoạt tính ức chế α-glucosidase là cao nhất đạt 27,49%.  

Các nghiên cứu gần đây đã cho thấy tiềm năng đáng kể của xạ khuẩn, đặc biệt 

là chi Streptomyces, trong việc sinh tổng hợp các hợp chất ức chế α-glucosidase có 

ý nghĩa trong điều trị đái tháo đường. Abdulkhair và cộng sự (2018) khi tiến hành 

phân lập 55 chủng xạ khuẩn biển đã cho thấy 7 chủng có khả năng ức chế α-

glucosidase. Trong đó, chủng mạnh nhất, được đánh dấu là AD-7, được xác định là 

Streptomyces coelicolor, có hoạt tính ổn định trong điều kiện khảo sát [4]. Nguyễn 

Thị Trung và cộng sự (2022) cũng cho thấy tiềm năng tương tự khi đã phân lập 30 

chủng vi sinh vật nội sinh từ cây có múi tại Hòa Bình, trong đó chủng Streptomyces 

costaricanus EBL.HB6 được tuyển chọn nhờ hoạt tính ức chế α-glucosidase cao 

(68,98%) [7]. Lu và cộng sự (2023) đã phân lập và tuyển chọn thành công hai chủng 

xạ khuẩn có nguồn gốc từ rừng ngập mặn là Streptomyces sp. WHUA03267 và 

Streptomyces sp. WHUA03072, trong đó cả hai đều biểu hiện hoạt tính ức chế α-

glucosidase mạnh (~80%), khẳng định tiềm năng to lớn của Streptomyces trong việc 

cung cấp nguồn hợp chất tự nhiên phục vụ điều trị đái tháo đường type II [44]. Kết 

quả này không chỉ khẳng định nguồn vi sinh vật nội sinh là một hướng khai thác 

tiềm năng mà còn cho thấy sự hiện diện phổ biến của các chủng Streptomyces sp. có 

hoạt tính sinh học trong các hệ sinh thái khác nhau. 

4.1.2. Đặc điểm hình thái 

 Hình ảnh khuẩn lạc và hình ảnh SEM của chủng Streptomyces sp. S12.2 với 

các đặc điểm đặc trưng như: khuẩn lạc phát triển nhanh, nhiệt độ 28C, hệ sợi khí 
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sinh có màu trắng ngà. Đĩa giá thể được hình thành, phát triển thành từng khối trên 

bề mặt đệm nấm, có màu ngà, cấu trúc cứng, kích thước dao động từ 1–3 mm, hình 

dạng từ đĩa đến gần hình cầu hoặc hơi kéo dài.  

Cuống sinh bào tử có dạng hình trụ, kích thước khoảng 5,0–1,5 × 2,0–5,0 µm, 

phân bố xen kẽ với các sợi sinh dưỡng. Bào tử có dạng elip, không màu khi còn non, 

sau đó chuyển sang màu vàng xanh khi trưởng thành, có một vách ngăn ngang, với 

7–9 rãnh dọc; kích thước phổ biến khoảng 20–26 × 10–15 µm. Quá trình trưởng 

thành của bào tử diễn ra tương đối chậm.  

Đối với xạ khuẩn thì các đặc điểm về hình thái khuẩn lạc, khuẩn ty, chuỗi 

bào tử, đặc điểm bào tử, số lượng bào tử, sự phân chia cành trên một cuống 

bào tử là các đặc điểm quan trọng được sử dụng trong phân loại và nghiên cứu. 

 

 

                A                    B 

Hình 4.1. Hình ảnh khuẩn lạc (A) và hình ảnh SEM x 10 000 (B) của chủng xạ 

khuẩn Streptomyces sp. S12.2 được hoạt hóa trên môi trường ISP2 agar  

4.1.3. Phân tích trình tự 16S rRNA từ chủng Streptomyces sp. S12.2 

Kết quả chiết DNA tổng số của chủng Streptomyces sp. S12.2 được kiểm tra 

điện di với gel agarose 0,8%. Kết quả biểu thị trên Hình 4.2A cho thấy DNA tương 

đối sạch, không bị đứt gãy, đảm bảo cho các nghiên cứu chuyên sâu về nhân dòng 

và đọc trình tự. Phản ứng PCR được khuếch đại bằng cặp mồi 27F và 1429R, sau 

khi kiểm tra điện di, sản phẩm thu được có kích thước khoảng 926 bp. 

Kết quả trên cho thấy sản phẩm PCR sau khi được gắn vào vector pJET 

1.2/blunt và biến nạp vào tế bào E. coli DH5 đã được tách plasmid (Hình 4.2C) và 
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cắt để kiểm tra bằng cặp enzyme cắt hạn chế Xbal và XhoI. Sản phẩm cắt ở Hình 

4.2D cho một đoạn có kích thước ~3kb (2974 bp)) tương ứng với kích thước vector 

pJET1.2, và một đoạn có kích thước ~1,0 kb (926 bp) tương ứng với đoạn 16S rRNA 

được nhân lên, do vậy plasmid tái tổ hợp có khả năng mang gene chèn. 

  
 

 
 

A B C D 

Hình 4.2. Ảnh điện di 

 (A) Điện di đồ sản phẩm DNA (1-2: mẫu DNA tổng số tách ra từ chủng 

Streptomyces sp.S12.2); (B) và sản phẩm PCR đoạn gene 16S rRNA với khuôn 

DNA tách chiết từ chủng Streptomyces sp. S12.2 (1-2: mẫu sản phẩm PCR từ 

khuôn DNA chủng Streptomyces sp. S12.2; M: Marker); (C) Điện di đồ Sản phẩm 

plasmid (1,3: plasmid có phân đoạn chèn từ chủng Streptomyces sp. S12.2; 2: 

plasmid đối chứng); (D) Sản phẩm cắt vector tái tổ hợp bằng Xbal và XhoI (1,2: 

từ chủng Streptomyces sp. S12.2; M: Marker) 

So sánh trình tự đoạn gene 16S rRNA của chủng Streptomyces sp. S12.2 so 

với một số trình tự gene 16S rRNA của các chủng Streptomyces sp. đã công bố trên 

Genbank cho thấy, chủng Streptomyces sp. S12.2 có quan hệ họ hàng gần gũi với 

một số đại diện thuộc chi Streptomyces sp. Phân tích số liệu bằng phần mềm 

DNAstar cho thấy chủng Streptomyces sp. S12.2 được phân lập ở mẫu đất Nha Trang 

Việt Nam có độ tương đồng 99,89% với Streptomyces murinus (số hiệu truy cập 

OQ564377.1 và PV249309.1) (Hình 4.3) trên ngân hàng Genbank. Như vậy có thể 

kết luận chủng Streptomyces sp. S12.2 là chủng Streptomyces murinus S12.2 và 

chủng này được đăng ký trên Genbank với tên là chủng Streptomyces murinus 

EBL140325 với mã số PV300249.1. 
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Hình 4.3. Cây phát sinh chủng loài của gen 16S rRNA chủng Streptomyces sp. 

S12.2 với các chủng tham chiếu trong Genbank 

(GU827523.1: Streptomyces sp. INBIO2579, KF194354.1: Streptomyces sp. 

HW56, AB088069.1: Streptomyces sp. TP.A0274, OQ564377.1: Streptomyces 

murinus CL12, PV249309.1: Streptomyces murinus ZMA01 và KY558704.2: 

Streptomyces sp.RB17; Chủng Actinoplanes sp. bao gồm các mã NR.024681.1 và 

NR 118336.1. Chủng Bacillus sp. bao gồm các mã HQ 236066.1, GQ871509.1, 

EU236066.1 và EU231630.1) 

Hiện nay, đa số các nhà nghiên cứu đều chấp nhận nguyên tắc phân loại mà 

theo đó các cá thể có độ tương đồng của gene 16S rRNA lớn hơn 99% được xếp 

cùng một đơn vị phân loài (operational taxonomic unit). Với nguyên tắc như vậy 

cùng với các dữ liệu so sánh trên, các chủng Streptomyces murinus phân lập ở Việt 

Nam tương ứng được xác định chính xác là loài Streptomyces murinus EBL140325. 

4.1.4. Kết quả lên men chủng Streptomyces sp. S12.2  

Chủng Streptomyces murinus S12.2 với hoạt tính ức chế α-glucosidase đạt 

cao nhất trong các chủng khảo sát (27,49%) được nuôi lên men trong môi trường 

bao gồm cao nấm men 16 g/L, glucose 4 g/L, pH 6,5. Sau khi lên men ở điều kiện 

200 vòng/phút, nhiệt độ 28°C trong thời gian 5 ngày. Dịch chiết ngoại bào có hoạt 

tính ức chế α-glucosidase là 87,71%, tăng gấp >3 lần so với môi trường ISP2 ban đầu 

(Hình 4.4), trong khi đối chứng dương acarbose đạt 53,85%. 
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Hình 4.4. Hoạt tính AGIs của mẫu dịch lên men so với đối chứng acarbose 

(Ghi chú: ISP2 - lên men bằng môi trường ISP2; MTTU - lên men bằng môi 

trường tối ưu) 

 Thành phần môi trường lên men có ảnh hưởng quyết định đến khả năng sinh 

tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp của xạ khuẩn, đặc biệt là các hợp chất ức chế 

α-glucosidase. Trong nghiên cứu này, điều kiện tối ưu gồm glucose 4 g/L, cao nấm 

men 16 g/L và pH 6,5 cho thấy hiệu quả rõ rệt trong việc kích thích chủng 

Streptomyces sp. sinh tổng hợp hoạt chất ức chế α-glucosidase. 

Sanchez và cộng sự (2002) đã tối ưu hóa lên men trên Streptomyces sp. cũng 

cho thấy việc kiểm soát nồng độ carbon ở mức vừa phải là yếu tố quan trọng để tăng 

năng suất sản xuất hợp chất sinh học. Trong khi đó, nguồn nitơ hữu cơ có thể kích 

thích biểu hiện các cụm gen sinh tổng hợp chất thứ cấp ở xạ khuẩn, đặc biệt đối với 

các hợp chất có cấu trúc chứa nitrogen [52]. Nguyễn Tiến Cương và cộng sự (2021) 

đã chứng minh việc tối ưu hóa môi trường nuôi cấy đã giúp tăng đáng kể khả năng 

sinh tổng hợp chất ức chế α-glucosidase từ các chủng vi sinh vật [5]. Nguyễn Thị 

Trung và cộng sự (2022) cho thấy pH môi trường 6,5 được xem là tối ưu cho cả sinh 

trưởng và hoạt tính enzyme của Streptomyces. Nồng độ pH này phù hợp với khoảng 

pH tối ưu đã được ghi nhận cho nhiều chủng xạ khuẩn sinh tổng hợp chất ức chế α-

glucosidase tại Việt Nam (khoảng 5–10) [7]. Nguyễn Hồng Ngọc và cộng sự (2023) 
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cũng cho thấy tiềm năng lớn của vi sinh vật và nguồn tự nhiên trong việc tạo ra các 

chất ức chế α-glucosidase, với sự kết hợp giữa nuôi cấy, LC-MS và docking phân tử 

để sàng lọc hợp chất [53]. Điều này khẳng định rằng việc tối ưu môi trường lên men 

là bước then chốt nhằm nâng cao hiệu quả khai thác các hợp chất có giá trị dược học.  

Tóm lại, sự kết hợp giữa glucose 4 g/L, cao nấm men 16 g/L và pH 6,5 đã tạo 

điều kiện thuận lợi cho cân bằng giữa sinh trưởng và sinh tổng hợp chất thứ cấp, phù 

hợp với xu hướng tối ưu hóa đã được ghi nhận trong và ngoài nước. 

4.2. Tối ưu hóa thành phần môi trường nuôi cấy theo RSM 

Dựa vào kết quả môi trường tối ưu từng yếu tố trên, chúng tôi lựa chọn ba yếu 

tố RSM-CCD là nồng độ cao nấm men, nồng độ glucose và độ pH 6,5 làm ba biến 

để tối ưu giá trị đáp ứng là hoạt tính ức chế α-glucosidase.  

Từ đó, bài toán tối ưu được thiết lập dựa trên một phương trình hồi quy xác 

định với phương pháp quy hoạch thực nghiệm là hàm mô tả sự phụ thuộc của hoạt 

tính ức chế AGIs của hoạt chất sinh tổng hợp được vào các nhân tố nồng độ cao nấm 

men, độ pH và nồng độ glucose trong quá trình biểu hiện. Điều kiện ràng buộc là 

giới hạn của vùng nghiên cứu. 

Bảng 4.2. Phân tích phương sai (ANOVA) 

Std. Dev. 2,74 R-Squared 0,9920 

Mean 55,09 Adj R-Squared 0,9861 

C.V. % 4,97 Pred R-Squared 0,9596 

PRESS 414,81 Adeq Precision 43,845 

Sau khi phân tích phương sai (ANOVA), phần mềm  Design–Expert đã xây 

dựng một phương trình hồi quy để mô tả mối quan hệ giữa hoạt tính ức chế AGIs 

với các biến mã hóa như sau: 

  Y = 77,39 + 8,16A + 13,34B – 4,69C – 12,04AB – 6,52BC – 18,42A2 – 6,51B2 – 

13,98C2   

Trong đó: Y là hoạt tính ức chế AGIs (%) 
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                 A, B, C lần lượt là các biến mã hóa cho nồng độ cao nấm men, nồng 

độ glucose và độ pH 

Hệ số hồi quy (R2) thu được đạt 0,9920, cho thấy 99,20% dữ liệu thực nghiệm 

phù hợp với giá trị dự đoán của mô Hình. Giá trị R2 lớn hơn 0,75 chứng tỏ mô hình 

có độ tương thích cao với kết quả thực nghiệm, đồng thời phản ánh mối tương quan 

chặt chẽ rõ ràng giữa các yếu tố thí nghiệm và hoạt chất ức chế AGIs sinh tổng hợp. 

Tỷ lệ tín hiệu so với nhiễu đạt 44,845 > 4 cho thấy tín hiệu thu được là đáng tin cậy 

và đủ mạnh. Hệ số biến thiên (CV) của thí nghiệm ở mức thấp (4,97%) chứng minh 

độ phân tán của hoạt tính ức chế AGIs thấp. 

Trong khảo sát, phương trình hồi quy thể hiện hoạt tính enzyme tái tổ hợp chịu 

ảnh hưởng bậc 1 của cả ba nhân tố nghiên cứu A, B, C, và chịu ảnh hưởng của đồng 

thời hai cặp yếu tố nồng độ cao nấm men - nồng độ glucose (A*B) và nồng độ 

glucose - độ pH (B*C), cặp yếu tố nồng độ cao nấm men - độ pH có ảnh hưởng 

không đáng kể (A*C). 

Ảnh hưởng của các yếu tố độc lập có thể được giải thích dựa vào phương trình 

hồi quy. Nồng độ glucose có ảnh hưởng tích cực bậc 1 đối với hoạt tính ức chế AGIs 

nhưng lại có ảnh hưởng tiêu cực bậc 2 đối với hoạt tính ức chế này. Điều này có thể 

giải thích là do khi nồng độ đường ở trong môi trường quá cao sẽ làm tăng áp suất 

thẩm thấu và hoạt độ nước thấp, dẫn đến ức chế sự phát triển, hấp thu oxi của vi sinh 

vật. Tương tự đối với nồng độ cao nấm men cũng như vậy, khi sử dụng cao nấm 

men ở nồng độ cao, hàm lượng muối và các chất hòa tan tạo ra áp suất thẩm thấu 

lớn, rút nước từ trong tế bào ra ngoài ngoài, gây mất nước và ức chế sự phát triển.  

Độ pH có ảnh hưởng tiêu cực thấp nhất đến hoạt tính ức chế AGIs so với hai 

yếu tố còn lại. Có thể khoảng khảo sát pH từ 6,0 – 8,0 là khoảng ưa thích với đa số 

các loài xạ khuẩn, nên ảnh hưởng của dải pH khảo sát đến sự sinh trưởng và tổng 

hợp chênh lệch không lớn. Tác động đồng thời của yếu tố này cùng với nồng độ cao 

nấm men được xác định là ảnh hưởng không lớn đến hàm mục tiêu, nên sau phương 

trình rút gọn cặp yếu tố này đã được loại bỏ qua thống kê. 
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Hình 4.5. Mặt đáp ứng hoạt tính ức chế AGIs theo nồng độ cao nấm men và 

nồng độ đường glucose 

 

 

Hình 4.6. Mặt đáp ứng hoạt tính ức chế AGIs theo nồng độ glucose và độ pH 

Design-Expert® Software

AGI
Design points above predicted value
Design points below predicted value
84.88

4.2

X1 = A: CNM
X2 = B: Glucose

Coded Factor
C: pH = 0.000

  -1.00

  -0.50

  0.00

  0.50

  1.00

-1.00  

-0.50  

0.00  

0.50  

1.00  

18  

34.75  

51.5  

68.25  

85  
  

A
G

I 
 

  A: CNM    B: Glucose  

Design-Expert® Software

AGI
Design points above predicted value
Design points below predicted value
84.88

4.2

X1 = B: Glucose
X2 = C: pH

Coded Factor
A: CNM = 0.00

  -1.00

  -0.50

  0.00

  0.50

  1.00

-1.000  

-0.500  

0.000  

0.500  

1.000  

41  

52.5  

64  

75.5  

87  

  
A

G
I 

 

  B: Glucose    C: pH  



38 

 

 

Mặt đáp ứng thể hiện trong Hình 4.5 và Hình 4.6 cho thấy sự tương tác của 

từng cặp yếu tố và từ đó tính toán giá trị tối ưu của từng yếu tố làm cho hàm lượng 

đáp ứng đạt cực đại. Xử lý kết quả bằng phần mềm đã thu được 7 giải pháp cho hoạt 

tính ức chế AGIs được cao nhất, mô hình đã dự đoán hoạt tính ức chế AGIs tối đa 

đạt được ở giải pháp số 1 là 86,672 % ở các giá trị yếu tố nồng độ cao nấm men 

(11,71 g/L), độ pH (6,6), và nồng độ glucose (10 g/L). 

Phương pháp bề mặt đáp ứng (RSM) kết hợp thiết kế tâm xoay trung tâm (CCD) 

được áp dụng trong nghiên cứu này nhằm tối ưu hóa các điều kiện ảnh hưởng đến 

hoạt tính ức chế α-glucosidase. Kết quả thực nghiệm cho thấy hoạt tính AGIs biến 

thiên trong khoảng từ 4,2% đến 84,88%, phản ánh sự ảnh hưởng đáng kể của các 

yếu tố khảo sát cũng như sự tồn tại của các tương tác phi tuyến giữa chúng. Điều 

này phù hợp với bản chất của quá trình sinh tổng hợp hợp chất thứ cấp ở vi sinh vật, 

vốn chịu tác động đồng thời của nhiều yếu tố như dinh dưỡng và môi trường. 

Việc áp dụng RSM–CCD cho phép xây dựng mô hình hồi quy bậc hai nhằm 

mô tả mối quan hệ giữa các biến độc lập và đáp ứng. Ưu điểm nổi bật của phương 

pháp này là khả năng đánh giá đồng thời các yếu tố riêng lẻ và sự tương tác giữa các 

yếu tố, trong khi phương pháp cổ điển (OFAT) không thể thực hiện được. Nhiều 

nghiên cứu đã khẳng định rằng RSM là một công cụ hiệu quả để tối ưu hóa các quá 

trình lên men phức tạp, giúp giảm số lượng thí nghiệm nhưng vẫn đạt được độ chính 

xác cao trong dự đoán [54]. 

 Kết quả của nghiên cứu này cho thấy sự phù hợp tốt giữa giá trị dự đoán và 

giá trị thực nghiệm, chứng minh tính tin cậy của mô hình. Xu hướng này cũng được 

ghi nhận trong nhiều công bố trước đây. Ví dụ, nghiên cứu trên chủng Actinobacillus 

succinogenes cho thấy sai số giữa một giá trị dự đoán và một giá trị thực nghiệm chỉ 

dao động từ 3,02% đến 6,38%, khẳng định về khả năng tính toán chính xác của mô 

hình RSM–CCD [55]. Tương tự, trong nghiên cứu tối ưu hóa môi trường nuôi cấy, 

hoạt tính enzyme dự đoán đạt 2210,76 U/g và giá trị thực nghiệm đạt 2207,19 U/g, 

cho thấy sự sai lệch không đáng kể [56]. 

 Đặc biệt, hiệu quả của RSM–CCD trong việc nâng cao hiệu suất sinh tổng 
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hợp đã được chứng minh rõ ràng qua nhiều hệ vi sinh vật khác nhau. Nghiên cứu 

trên Streptomyces sp. cho thấy hoạt tính β-mannanase tăng từ 74,83 IU/mL lên 

415,96 IU/mL sau tối ưu hóa, tương đương mức tăng 5,5 lần [57]. Một nghiên cứu 

khác ghi nhận năng suất α-amylase tăng khoảng 90% sau khi áp dụng RSM–CCD 

[58]. Ngoài ra, trong các nghiên cứu về xạ khuẩn, việc tối ưu hóa bằng RSM đã giúp 

tăng sản lượng các hợp chất thứ cấp như rapamycin khoảng 45% (từ 151,9 mg/L lên 

220,7 mg/L) và fungichromin đạt tới 5741,7 mg/L. 

 Các kết quả trên cho thấy một xu hướng chung là RSM–CCD không chỉ giúp 

xác định điều kiện tối ưu mà còn làm tăng đáng kể hiệu suất sinh tổng hợp các hợp 

chất có hoạt tính sinh học. Điều này được đánh giá hoàn toàn phù hợp với kết quả 

của nghiên cứu hiện tại, khi hoạt tính ức chế α-glucosidase được cải thiện rõ rệt sau 

tối ưu hóa. 

 Một điểm đáng chú ý là các yếu tố trong mô hình không chỉ tác động độc lập 

mà còn tương tác lẫn nhau, thể hiện qua các hệ số bậc hai và hệ số tương tác trong 

phương trình hồi quy. Hiện tượng này đã được xác nhận rộng rãi đối với các nghiên 

cứu lên men vi sinh vật, trong đó sự thay đổi nhỏ về thành phần môi trường có thể 

ảnh hưởng đáng kể đến quá trình trao đổi chất và sinh tổng hợp sản phẩm [59]. Do 

đó, việc sử dụng RSM–CCD là cần thiết để xác định chính xác vùng tối ưu thay vì 

chỉ khảo sát từng yếu tố riêng lẻ. 

4.3. Tinh sạch hoạt chất ức chế α-glucosidase từ chủng Streptomyces sp. S12.2 

4.3.1. Lựa chọn các dung môi chiết  

Từ các kết quả trên, chủng Streptomyces murinus S12.2 được lựa chọn lên 

men trong môi trường tối ưu RSM gồm glucose 10 g/L, cao nấm men 11,71 g/L, pH 

6,6. Sau khi thu được dịch lên men, tiến hành chiết xuất dịch ngoại bào bằng các 

dung môi hữu cơ có độ phân cực khác nhau để khảo sát chọn lựa dung môi có khả 

năng tách các hoạt chất ức chế α-glucosidase tốt nhất. Việc lựa chọn này dựa trên 

đặc tính hóa học của các hợp chất mục tiêu cũng như nguyên tắc phân cực trong hóa 

học hợp chất tự nhiên. 
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Các dung môi được sử dụng bao gồm: n-butanol, ethylacetate, chloroform, 

dichlomethan, n-hexan, methanol, isopropanol với tỉ lệ nguyên liệu và dung môi là 

1:1, lắc 200 vòng/phút trong 1 giờ, chiết 3 lần ở nhiệt độ phòng, thu được pha dung 

môi và pha nước. Pha dung môi được kiểm tra sắc ký đồ TLC và xác định hoạt tính 

ức chế α-glucosidase (Hình 4.7). 

 

Hình 4.7. Hoạt tính AGIs của các pha dung môi khác nhau khi chiết lỏng-lỏng 

với dịch lên men 

Kết quả trên Hình 4.7 cho thấy trong bảy loại dung môi khảo sát thì dung môi 

isopropanol cho hoạt tính ức chế α-glucosidase cao nhất, đạt 96%. Tiếp theo là dung 

môi methanol đạt 72%. Trong khi các dung môi khác chỉ đạt từ 12-56% (Hình 4.7). 

Hai dung môi methanol và isopropanol đều có khả năng hòa tan tốt tất cả các 

hợp chất phân cực và bán phân cực, đặc biệt là các hợp chất chứa nhóm hydroxyl 

hoặc vòng thơm như flavonoid, alkaloid và các dẫn xuất phenolic [40, 60]. Điều này 

dẫn đến tăng độ tinh sạch tương đối của phân đoạn làm hoạt tính sinh học tăng mạnh. 

So với methanol hoặc ethanol, isopropanol có độ kỵ nước cao hơn, giúp tăng khả 

năng chiết các hợp chất có tính chất trung gian giữa phân cực và không phân cực. 

Điều này đặc biệt phù hợp với các hợp chất ức chế α-glucosidase, vốn thường có cấu 

trúc đa dạng và mang cả đặc tính phân cực lẫn kỵ nước [40, 61]. Ngoài ra, 

isopropanol cũng ít bay hơi hơn methanol, giúp hạn chế thất thoát mẫu trong quá 

trình xử lý. 
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Kết quả thu được trong nghiên cứu cho thấy dung môi isopropanol có khả năng 

thu nhận hiệu quả các hợp chất có hoạt tính sinh học từ chủng Streptomyces murinus 

S12.2, thể hiện qua hoạt tính ức chế α-glucosidase đáng kể của dịch chiết ban đầu 

với 96%, trong khi đó dung môi methanol cho hoạt tính thấp hơn với 72%. Xu hướng 

này phù hợp với các nghiên cứu trước đây, trong đó các dung môi alcohol bậc trung 

được ghi nhận có hiệu quả tốt trong chiết xuất hợp chất thứ cấp từ vi sinh vật [61]. 

Từ đó ghi nhận trong các dung môi được khảo sát, isopropanol cho hiệu quả 

tách chiết thu được hoạt tính AGIs cao nhất, đạt 96%. Qua kết quả khảo sát, chúng 

tôi sử dụng dung môi isopropanol để tiến hành các bước tinh sạch tiếp theo nhằm 

xác định hoạt tính AGIs từ chủng Streptomyces murinus S12.2. 

4.3.2. Tinh sạch hoạt chất ức chế α-glucosidase 

4.3.2.1. Lựa chọn các hệ dung môi pha động chạy sắc ký cột silica gel 60 

Kiểm tra TLC với 2 mẫu dịch đồng thời là dịch lên men (LM) và dịch chiết 

(DC) nhằm lựa chọn hệ dung môi sắc ký pha động. Việc lựa chọn này dựa trên đặc 

tính hóa học của các hợp chất mục tiêu cũng như nguyên tắc phân cực trong hóa học 

hợp chất tự nhiên. Bản mỏng thu được sau TLC được nhuộm màu bằng hơi iod, thu 

được kết quả ở Hình 4.8. 

Từ kết quả sắc ký đồ TLC (Hình 4.8) cho thấy khả năng tách các chất trong các 

mẫu dịch chiết ở các hệ dung môi khác nhau. Kết quả cho thấy hệ dung môi (1), (2) 

và (4) cho khả năng tách chất không rõ ràng, băng vết bị kéo vệt. Hệ dung môi (3) 

tuy băng vết gọn và rõ ràng hơn nhưng khả năng tách chất không tốt, chỉ tách được 

1 vết có Rf = 0,71. Trong khi đó, hệ dung môi (5) cho khả năng tách chất tốt, băng 

vết cũng gọn, rõ ràng. Mẫu dịch chiết qua hệ dung môi (5) thu được 5 vết lần lượt 

có hệ số là Rf1 = 0,45; Rf2 = 0,61; Rf3 = 0,69; Rf4 = 0,77 và Rf5 = 0,85. Từ đó, chúng 

tôi lựa chọn hệ dung môi (5) n-butanol : acid acetic : ethylacetate : H2O = 3:1:1:1 để 

tạo thành một hệ pha đa thành phần có khả năng phân tách tốt các hợp chất dựa trên 

sự khác biệt về độ phân cực và khả năng phân bố giữa các pha làm dung môi để tiến 

hành bước đầu tinh sạch qua cột sắc ký silica gel 60. 

Trong hệ này, n-butanol đóng vai trò là dung môi hữu cơ có độ phân cực trung 
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bình, giúp hòa tan các hợp chất mục tiêu; ethyl acetate góp phần điều chỉnh độ phân 

cực của pha hữu cơ; trong khi nước và acid acetic tạo môi trường phân cực và điều 

chỉnh pH của hệ dung môi. 

 

Hình 4.8. Sắc ký đồ TLC hai mẫu dịch lên men (LM) và dịch chiết (DC) chạy 

trong 5 hệ dung môi khác nhau 

(Ghi chú: (a) dịch lên men, (b) dịch chiết lỏng;  

Thành phần các hệ dung môi lần lượt là: (1) n-butanol : acid acetic : H2O = 

3:1:1; (2) n-butanol : ethanol : H2O = 5:3:2; (3) isopropanol : ethylacetate : 

H2O = 3:1:1; (4) n-butanol : methanol : H2O = 5:3:2; (5) n-butanol : acid 

acetic : ethylacetate : H2O = 3:1:1:1) 

Mangold và cộng sự (1969) đã chứng minh sự có mặt của acid acetic trong hệ 

dung môi đóng vai trò quan trọng trong việc ổn định các hợp chất có nhóm chức dễ 

ion hóa, đồng thời hạn chế hiện tượng kéo vệt trên TLC bằng cách giảm tương tác 

mạnh giữa hợp chất và pha tĩnh silica gel. Hostettmann và cộng sự (1986) cũng kết 

luận hệ dung môi này giúp cải thiện độ phân giải giữa các hợp chất có cấu trúc tương 

tự, đặc biệt là các hợp chất phenolic hoặc alkaloid yếu [62, 63]. Sarker và cộng sự 

(2012) đã công bố hệ dung môi chứa n-butanol – acid acetic – nước thường được sử 

dụng trong phân tích và tinh sạch các hợp chất tự nhiên có hoạt tính sinh học [64]. 

Kết quả sắc ký đồ TLC trong nghiên cứu cho thấy hệ dung môi n-butanol : 

acid acetic : ethylacetate : H2O = 3:1:1:1 cho khả năng tách tốt, với các băng vết rõ 

nét và ít chồng lấp. Điều này phù hợp với các công bố trước đây. Tuy nhiên, việc sử 
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dụng hệ dung môi đa thành phần cũng đòi hỏi kiểm soát chặt chẽ tỷ lệ pha và điều 

kiện thực nghiệm, do sự thay đổi nhỏ về thành phần có thể ảnh hưởng đến khả năng 

phân tách. Ngoài ra, sự có mặt của nước trong hệ dung môi có thể làm giảm tốc độ 

bay hơi, kéo dài thời gian xử lý mẫu. 

Tóm lại, việc lựa chọn isopropanol làm dung môi tách chiết và hệ dung môi 

n-butanol : acid acetic : ethyl acetate : H₂O (3:1:1:1) trong quá trình tinh sạch là phù 

hợp với đặc tính hóa học của các hợp chất AGIs từ chủng Streptomyces murinus 

S12.2. Sự lựa chọn này đã góp phần nâng cao hiệu quả thu nhận và phân tách hoạt 

chất, đồng thời phù hợp với các nguyên tắc và xu hướng nghiên cứu trong lĩnh vực 

hóa học hợp chất tự nhiên. 

4.3.2.2. Tinh sạch hoạt chất ức chế α-glucosidase qua cột silica gel 60 

 Sau khi kiểm tra bằng TLC và chọn được hệ dung môi phù hợp để làm pha 

động chạy sắc ký cột bao gồm n-butanol : acid acetic : ethylacetate : H2O = 3:1:1:1. 

Tiến hành bước tiếp theo tinh sạch sơ bộ lần đầu qua cột silica gel 60. 

  

Hình 4.9. Sắc ký lớp mỏng các phân đoạn qua cột silica gel 60 với hệ dung 

môi n-butanol : acid acetic : ethylacetate : H2O = 3:1:1:1 

(DC: Dịch chiết; các phân đoạn thu được sau khi tinh sạch qua cột) 
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Sau khi qua cột, thu được 35 phân đoạn, mỗi phân đoạn 2 mL. Lựa chọn các 

phân đoạn cách đoạn từ phân đoạn 11 đến phân đoạn 27 (là vùng phân đoạn được 

dự đoán có hợp chất ức chế α-glucosidase) để kiểm tra vùng phân chất bằng TLC 

với hệ dung môi số (5) đã lựa chọn và kiểm tra hiện màu bằng hơi iod. 

Kết quả sắc ký đồ TLC (Hình 4.9) cho thấy vùng phân đoạn từ 13 đến 17 thu 

được 3 băng vết rõ nổi bật lần lượt là Rf1 = 0,46; Rf2 = 0,54 và Rf3 = 0,77. Từ đó 

chúng tôi tiếp tục kiểm tra sắc ký đồ TLC cho các phân đoạn từ 12 đến 17 và đo hoạt 

tính ức chế α-glucosidase để đánh giá phân đoạn chứa hoạt chất AGIs mong muốn. 

Sắc ký đồ TLC cũng cho thấy các phân đoạn thu được sau khi qua cột so với 

dịch chiết thu được kết quả với các vết băng rõ và gọn hơn, không bị kéo vệt chứng 

tỏ rằng qua quá trình tinh sạch sơ bộ đã loại bỏ một số tạp không tan trong dung môi 

này. Tuy nhiên, ở giai đoạn đầu sử dụng silica gel 60, các hợp chất được phân tách 

chủ yếu dựa trên độ phân cực. Kết quả sắc ký đồ TLC cho thấy vẫn tồn tại hiện 

tượng kéo vệt và chồng lấp băng vết, chứng tỏ các hợp chất có cấu trúc tương tự 

chưa được phân tách hoàn toàn. Hiện tượng này là phổ biến trong nghiên cứu hợp 

chất tự nhiên do cơ chế hấp phụ mạnh nhưng độ chọn lọc hạn chế của silica gel đối 

với các hợp chất có cấu trúc tương đồng [65]. 

 

Hình 4.10. Hoạt tính AGIs của các phân đoạn sau khi qua cột silica gel 60 
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Các phân đoạn từ 12 đến 17 được đo hoạt tính để kiểm tra khả năng ức chế α-

glucosidase (Hình 4.10). Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế α-glucosidase cho thấy 

phân đoạn 13 và 14 có hoạt tính AGIs cao nhất, lần lượt là 96,15% và 88,46%. 

Vì kết quả băng vết khá tương đồng (Hình 4.9), lại có nồng độ hoạt tính ức 

chế α-glucosidase cao, chúng tôi quyết định gộp 2 phân đoạn 13 và 14 để tiếp tục 

tiến hành tinh sạch bước tiếp theo qua cột Sephadex LH 20. 

4.3.2.3. Tinh sạch qua cột Sephadex LH 20 lần 1 

 Để tiếp tục loại bỏ các tạp chất (Hình 4.9) sau khi qua cột silica gel 60, cột 

Sephadex LH 20 được sử dụng để tinh sạch lần hai. Kết quả thu được 12 phân đoạn, 

mỗi phân đoạn thể tích 2 mL. Sử dụng sắc ký bản mỏng TLC để kiểm tra độ tinh 

sạch cho các phân đoạn từ 2 đến 11 (Hình 4.11) và đo hoạt tính ức chế α-glucosidase 

cho các phân đoạn lựa chọn. 

 

Hình 4.11. Sắc ký đồ TLC các phân đoạn qua cột Sephadex LH 20 lần 1 

Kết quả kiểm tra sắc ký bản mỏng TLC của các phân đoạn qua cột Sephadex 

LH 20 lần 1 cho thấy khả năng cải thiện đáng kể hiệu quả phân tách. Các phân đoạn 

thu được sau bước này cho thấy băng vết rõ nét hơn, giảm hiện tượng kéo vệt và tạp 
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chất. Đặc biệt, các phân đoạn 7 và 8 thể hiện hoạt tính ức chế α-glucosidase cao 

(Hình 4.12), đồng thời có băng vết đặc trưng trên TLC (Rf = 0,77), chứng tỏ sự tập 

trung của hợp chất mục tiêu. Hiệu quả này có thể được giải thích bởi cơ chế hoạt 

động lai của Sephadex LH 20, kết hợp giữa lọc theo kích thước và tương tác hấp 

phụ, đặc biệt là tương tác π–π với các hợp chất có vòng thơm [62]. 

Hiệu quả của Sephadex LH 20 trong tinh sạch hợp chất thứ cấp đã được chứng 

minh trong nhiều nghiên cứu trước đây. Cos và cộng sự (2006) đã kết luận sephadex 

LH 20 đặc biệt hiệu quả trong phân lập các hợp chất phenolic và flavonoid nhờ khả 

năng tương tác chọn lọc với hệ vòng thơm, đồng thời giúp nâng cao độ tinh sạch 

trước khi phân tích cấu trúc [66]. Điều này phù hợp với kết quả thu được trong 

nghiên cứu hiện tại. 

Bên cạnh đó, hoạt tính sinh học của các phân đoạn sau tinh sạch vẫn được duy 

trì hoặc tăng cường, cho thấy quy trình tinh sạch không làm biến tính hoặc phân hủy 

hợp chất mục tiêu. Tadera và cộng sự (2006) đã chứng minh rằng nhiều hợp chất tự 

nhiên như flavonoid có khả năng ức chế enzyme α-glucosidase với giá trị IC₅₀ dao 

động trong khoảng 10–200 µM [40]. Ren và cộng sự (2923) cũng chứng minh các 

hợp chất có nguồn gốc vi sinh vật cũng đã được ghi nhận có khả năng ức chế enzyme 

này thông qua nhiều cơ chế khác nhau [61]. 

 

Hình 4.12. Hoạt tính AGIs của các phân đoạn qua cột LH 20 lần 1 
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Từ kết quả sắc ký đồ TLC các phân đoạn qua cột sephadex LH 20 lần 1, chúng 

tôi lựa chọn hai phân đoạn 7 và 8 để tiến hành đo nồng độ ức chế α-glucosidase. Kết 

quả thu được mô tả ở Hình 4.12. 

Đối chiếu kết quả kiểm tra qua TLC (Hình 4.11) và đo nồng độ ức chế α-

glucosidase (Hình 4.12) cho thấy phân đoạn 7 có hoạt tính AGIs là 58,22% trong 

khi phân đoạn 8 cho hoạt tính 41,12%. Chúng tôi tiếp tục tiến hành gộp các phân 

đoạn này để chạy cột Sephadex LH 20 lần 2 nhằm loại bỏ tạp chất.  

4.3.2.4. Tinh sạch qua cột Sephadex LH 20 lần 2 

 Phân đoạn 7 và 8 qua cột LH 20 lần 1 được gộp cô quay, hòa trong 2mL đệm 

methanol và tiến hành qua cột Sephadex LH 20 lần 2. Kết quả thu được 13 phân 

đoạn, mỗi phân đoạn thể tích 2 mL. Sử dụng sắc ký bản mỏng TLC để kiểm tra độ 

tinh sạch cho các phân đoạn từ 6 đến 13, kết quả mô tả trong Hình 4.13. 

 

Hình 4.13. Sắc ký đồ TLC các phân đoạn qua cột Sephadex LH 20 lần 2 

Kết quả sắc ký bản mỏng TLC các phân đoạn qua cột Sephadex LH 20 lần 2 

cho thấy khả năng phân tách và loại bỏ tạp chất tốt. Các phân đoạn thu được sau 
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bước này cho thấy khả năng tinh sạch tốt, băng vết rõ, giảm đáng kể các hiện tượng 

kéo vệt và tạp chất. Chúng tôi thu phân đoạn từ 8-11 qua cột LH 20 để cất cô quay 

thu cặn chiết và xác định giá trị IC50. Kết quả tổng quát về hiệu suất thu hồi và hoạt 

tính ức chế α-glucosidase của các mẫu từ dịch nuôi cấy đến sản phẩm tinh sạch cuối 

cùng được trình bày trong Bảng 4.3.  

Bảng 4.3. Tóm tắt quá trình tinh sạch thu nhận hoạt chất ức chế α-glucosidase từ 

chủng Streptomyces sp. S12.2 

Mẫu 
Khối lượng 

cắn khô (mg) 

Hiệu suất 

thu hồi (%) 

Hoạt tính ức chế 

α-glucosidase (%) 

Dịch lên men 1270  87,71 

Dịch chiết isopropanol 419 32,99 96 

Silica gel 60 35,2 2,77 80,72 

Sephadex LH 20 lần 1 9,7 0,76 68,22 

Sephadex LH 20 lần 2 5,3 0,42 41,12 

Chi Streptomyces được xem là nguồn phong phú các hợp chất thứ cấp có hoạt 

tính sinh học. Theo Berdy, hơn 70% các hợp chất kháng sinh tự nhiên có nguồn gốc 

từ chi này, cùng với nhiều chất ức chế enzyme có giá trị [67]. Một số nghiên cứu đã 

phân lập thành công các hợp chất AGIs từ Streptomyces với hoạt tính đáng kể, với 

giá trị IC₅₀ trong khoảng 20–150 µg/mL [68]. Ngoài ra, các nghiên cứu khác cũng 

cho thấy hoạt tính ức chế α-glucosidase tăng rõ rệt sau các bước tinh sạch, chứng 

minh hiệu quả của quy trình phân lập đa bước [5]. 

Việc kết hợp tinh sạch qua cột silica gel 60 và Sephadex LH 20 trong nghiên 

cứu này phù hợp với quy trình tinh sạch đa bước đã được áp dụng rộng rãi trong lĩnh 

vực hóa sinh hợp chất tự nhiên. Trong đó, silica gel đóng vai trò phân tách sơ bộ 

theo độ phân cực, trong khi Sephadex LH 20 giúp tinh sạch sâu, loại bỏ các hợp chất 

có cấu trúc tương tự [62, 64]. Cách tiếp cận này đã được chứng minh là hiệu quả 

trong nhiều nghiên cứu phân lập hợp chất sinh học. 
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Tuy nhiên, quy trình tinh sạch hiện tại vẫn tồn tại một số hạn chế như thời gian 

thực hiện kéo dài và khả năng thất thoát mẫu trong quá trình thu phân đoạn. Ngoài 

ra, độ tinh sạch đạt được có thể chưa đủ để xác định cấu trúc hóa học bằng các 

phương pháp phổ hiện đại như NMR hoặc MS. Do đó, trong các nghiên cứu tiếp 

theo, cần kết hợp thêm các kỹ thuật sắc ký có độ phân giải cao như HPLC để nâng 

cao độ tinh sạch [64]. 

4.4. Xác định giá trị IC50 của mẫu dịch chiết và hoạt chất tinh sạch 

4.4.1. Giá trị IC50 của dịch chiết bởi isopropanol 

 Sau khi thu dịch lên men, dịch ngoại bào chiết bằng dung môi isopropanol, 

dịch chiết cất cô quay thu được 100 mg cắn khô. Tiến hành pha loãng cặn với 10 

nồng độ tăng dần, lần lượt là 10, 20, 30, …, 100 mg/mL bởi dung môi methanol. 

Các mẫu được kiểm tra hoạt tính ức chế α-glucosidase và xây dựng phương trình hồi 

quy bằng biểu đồ scatter trên excel, kết quả được biểu thị trên Hình 4.14. Từ đó tính 

được giá trị IC50.   

 

Hình 4.14. Xây dựng đường chuẩn hoạt tính AGIs của dịch chiết isopropanol 

Giá trị IC50 là thông số quan trọng phản ánh khả năng ức chế enzyme của một 

hợp chất, trong đó IC50 càng thấp thì hoạt tính ức chế càng mạnh. Trong nghiên cứu 

này, giá trị IC50 của dịch chiết thô từ chủng Streptomyces murinus sp. S12.2 được 

xác định là 34,53 mg/mL. 
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4.4.2. Giá trị IC50 của sản phẩm tinh sạch cuối 

 Các phân đoạn có hoạt tính AGIs (phân đoạn 8-11 qua cột Sephadex LH 20 

tinh sạch lần hai) được gộp lại, cô quay thu cặn. Lượng cặn thu được đem hòa lại 

với dung môi methanol ở 6 nồng độ khác nhau. Xác định hoạt tính ức chế enzyme 

α-glucosidase và xây dựng phương trình hồi quy bằng biểu đồ scatter thu được kết 

quả trên Hình 4.15. Từ đó tính được giá trị IC50 = 396,3 µg/mL. 

 

Hình 4.15. Xây dựng đường chuẩn hoạt tính ức chế α-glucosidase của sản 

phẩm tinh sạch 

 

 

Hình 4.16. Xây dựng đường chuẩn hoạt tính AGIs của chất acarbose chuẩn 
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Với phương pháp tương tự, xây dựng phương trình đường chuẩn hoạt tính ức 

chế α-glucosidase của chất acarbose tinh khiết (Sigma) và tính giá trị IC50. Kết quả 

được biểu thị trên Hình 4.16. Qua đó xác định giá trị IC50 của chất acarbose tinh 

khiết = 30,38 µg/mL. 

Kết quả này cho thấy quá trình tinh sạch đã làm tăng đáng kể hoạt tính ức chế 

enzyme α-glucosidase. Cụ thể, giá trị IC₅₀ giảm khoảng 87 lần sau tinh sạch (từ 34,53 

mg/mL xuống còn 396,3 µg/mL), chứng tỏ sự gia tăng đáng kể hàm lượng hoặc độ 

tinh khiết của hợp chất có hoạt tính trong mẫu. Điều này phù hợp với nguyên lý của 

quá trình tinh sạch, trong đó các tạp chất không có hoạt tính được loại bỏ, giúp làm 

giàu các hợp chất mục tiêu và từ đó làm tăng hiệu quả sinh học. 

Tuy nhiên, khi so sánh với đối chứng dương là chất acarbose chuẩn, hoạt tính 

của mẫu nghiên cứu vẫn thấp hơn đáng kể. Cụ thể, IC50 của mẫu tinh sạch cao hơn 

khoảng 13 lần so với acarbose (396,3 so với 30,38 µg/mL). Điều này cho thấy mặc 

dù các hợp chất AGIs từ chủng Streptomyces sp. S12.2 có hoạt tính ức chế enzyme, 

nhưng hiệu lực vẫn chưa đạt mức của thuốc chuẩn thương mại. 

Sự khác biệt này có thể được giải thích bởi một số yếu tố. Thứ nhất, acarbose là 

một chất ức chế enzyme đã được tinh sạch và tối ưu hóa cấu trúc, có khả năng tương 

tác mạnh với trung tâm hoạt động của enzyme α-glucosidase. Trong khi đó, mẫu tinh 

sạch trong nghiên cứu có thể vẫn là hỗn hợp của nhiều hợp chất, trong đó chỉ một phần 

có hoạt tính mạnh. Thứ hai, các hợp chất tự nhiên thường có hoạt tính sinh học ở mức 

trung bình nhưng có ưu điểm về độ an toàn và khả năng ứng dụng lâu dài [69]. 

So sánh với các nghiên cứu trước đây cho thấy kết quả thu được là hợp lý. Theo 

Tadera và cộng sự (2006), nhiều hợp chất flavonoid tự nhiên có hoạt tính ức chế α-

glucosidase với IC50 ở mức µM đến mM, tùy thuộc vào cấu trúc [40]. Ngoài ra, các 

nghiên cứu về hợp chất từ vi sinh vật cũng được ghi nhận giá trị IC50 thường cao 

hơn so với các chất chuẩn như acarbose, đặc biệt ở giai đoạn chưa tinh sạch hoàn 

toàn [61]. Điều này cho thấy các hợp chất trong nghiên cứu vẫn còn tiềm năng được 

cải thiện hoạt tính thông qua các bước tinh sạch sâu hơn hoặc biến đổi cấu trúc. 

Một điểm đáng chú ý là sự giảm mạnh IC50 sau quá trình tinh sạch chứng tỏ 
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phương pháp phân lập được áp dụng là hiệu quả. Điều này cũng gợi ý rằng các hợp 

chất có hoạt tính cao đã được tập trung vào một số phân đoạn nhất định, tạo cơ sở cho 

việc tiếp tục tinh sạch và xác định cấu trúc hóa học trong các nghiên cứu tiếp theo. 

Tuy nhiên, cần lưu ý rằng giá trị IC50 có thể bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố như 

điều kiện thí nghiệm, độ tinh khiết của enzyme, nồng độ cơ chất và phương pháp đo. 

Do đó, việc so sánh trực tiếp với các nghiên cứu khác cần được thực hiện một cách 

thận trọng [66]. 
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CHƯƠNG 5. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

5.1. Kết luận 

- Trong tổng số 36 chủng xạ khuẩn phân lập được đã sàng lọc ra 16 chủng có 

hoạt tính ức chế α-glucosidase, trong đó chủng S12.2 có hoạt tính ức chế α-

glucosidase là cao nhất đạt 27,49%. 

- Mô hình tối ưu đáp ứng bề mặt RSM-CCD khẳng định các yếu tố khảo sát có 

ảnh hưởng đáng kể và có sự tương tác lẫn nhau, đồng thời đã dự đoán hoạt tính ức 

chế AGIs tối đa đạt được là 86,672 % ở các giá trị yếu tố nồng độ cao nấm men 

(11,71 g/L), độ pH (6,6), và nồng độ glucose (10 g/L). 

- Trong 7 dung môi khảo sát cho quá trình chiết tách, đã lựa chọn được dung 

môi isopropanol phù hợp nhất, cho hiệu suất tách tốt nhất. Và trong 5 hệ dung môi 

khảo sát cho tinh sạch chất ức chế α-glucosidase, đã lựa chọn được hệ dung môi n-

butanol : acid acetic : ethyl acetate : H₂O (3:1:1:1).  

- Đã tinh sạch được hoạt chất có hoạt tính ức chế α-glucosidase. Sau khi qua 

cột silica gel 60 và sephadex LH 20 đã thu được phân đoạn có hệ số Rf = 0,77 với 

giá trị IC50 đạt 396,3 µg/mL so với IC50 của acarbose là 30,38 µg/mL. 

5.2. Kiến nghị 

 Từ các kết quả nghiên cứu hiện tại, một số hướng nghiên cứu tiếp theo được 

đề xuất như sau: 

- Tiếp tục tinh sạch sâu hơn các phân đoạn có hoạt tính cao bằng các kỹ thuật 

sắc ký có độ phân giải cao như HPLC hoặc prep-HPLC nhằm thu nhận hợp chất đơn 

lẻ và nâng cao độ tinh khiết. 

- Tiến hành xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất có hoạt tính bằng các 

phương pháp phổ hiện đại như NMR, MS và IR, từ đó làm rõ bản chất hóa học của 

các chất AGIs thu nhận được. 

- Mở rộng nghiên cứu theo hướng tối ưu hóa quy mô lớn và cải tiến quy trình 

nuôi cấy nhằm nâng cao hiệu suất sinh tổng hợp hoạt chất từ chủng Streptomyces 

sp. S12.2. 
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PHỤ LỤC 

1. Danh sách chủng xạ khuẩn nghiên cứu 

STT Tên chủng STT Tên chủng STT Tên chủng 

1 Streptomyces sp. S12.2 13 Streptomyces sp. H02 25 Streptomyces sp. H14 

2 Streptomyces sp. S21 14 Streptomyces sp. H03 26 Streptomyces sp. H15 

3 Streptomyces sp. S37 15 Streptomyces sp. H04 27 Streptomyces sp. H16 

4 Streptomyces sp. S39 16 Streptomyces sp. H05 28 Streptomyces sp. H17 

5 Streptomyces sp. S23 17 Streptomyces sp. H06 29 Streptomyces sp. H18 

6 Streptomyces sp. S50 18 Streptomyces sp. H07 30 Streptomyces sp. H19 

7 Streptomyces sp. S11 19 Streptomyces sp. H08 31 Streptomyces sp. H20 

8 Streptomyces sp. S13 20 Streptomyces sp. H09 32 Streptomyces sp. H21 

9 Streptomyces sp. S70 21 Streptomyces sp. H10 33 Streptomyces sp. H22 

10 Streptomyces sp. S74 22 Streptomyces sp. H11 34 Streptomyces sp. H23 

11 Streptomyces sp. S2 23 Streptomyces sp. H12 35 Streptomyces sp. H24 

12 Streptomyces sp. H01 24 Streptomyces sp. H13 36 Streptomyces sp. H25 

 

2. Kết quả thử hoạt tính ức chế α-glucosidase của mẫu dịch lên men  

Mẫu Nồng độ (%) Sai số 

Đo lần 1 92,31 1,21 

Đo lần 2 83,33 0,99 

Đo lần 3 87,5 0,8 

Trung bình 87,71 1 

 

3. Kết quả thử hoạt tính ức chế α-glucosidase tại các nồng độ khác nhau của dịch 

chiết isopropanol 

STT Nồng độ (mg/mL) Hoạt tính ức chế α-glucosidase (%) 

1 10 37,04±0,38 

2 20 37,96±0,72 

3 30 41,67±0,57 

4 40 59,26±0,95 
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5 50 60,19±0,66 

6 60 66,67±1,12 

7 70 70,37±0,92 

8 80 81,48±0,67 

9 90 89,81±0,72 

10 100 96±0,35 

 

4. Kết quả thử hoạt tính ức chế α-glucosidase tại các nồng độ khác nhau của acarbose 

tinh khiết 

STT Nồng độ (µg/mL) Hoạt tính ức chế α-glucosidase (%) 

1 20 44,05±0,14 

2 30 46,72±0,51 

3 40 57,82±0,42 

4 50 63,06±0,52 

5 60 70,12±0,37 

6 70 81,96±0,5 

7 80 87,07±0,21 

8 90 89,14±0,46 

 

5. Kết quả thử hoạt tính ức chế α-glucosidase tại các nồng độ khác nhau của mẫu 

tinh sạch cuối 

STT Nồng độ (µg/mL) Hoạt tính ức chế α-glucosidase (%) 

1 200 35.94±0,25 

2 400 50.78±0,69 

3 500 57.81±0,67 

4 600 64,06±1,10 

5 800 71,88±0,59 

6 1000 78.13±0,56 

 

 




























