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TÓM TẮT
Enzyme thủy phân polysaccharide đóng một vai trò quan trọng trong khám phá chức năng sinh học của 

các oligosaccharit. Mặc dù đã có nhiều báo cáo về enzyme có nguồn gốc từ vi sinh vật có khả năng cắt mạch 
polysaccharit từ rong biển nhưng nghiên cứu về các enzyme được sinh tổng hợp từ   xạ khuẩn thì còn rất hạn 
chế. Trong nghiên cứu này, có 20 chủng xạ khuẩn phân lập được từ rong nâu, trong đó chủng S1 được chứng 
minh là sinh tổng hợp enzyme alginate lyase có hoạt tính cao nhất với đường kính vòng tròn phân giải alginate 
đến 55 mm. Điều kiện thích hợp cho quá trình lên men sinh alginate lyase của chủng S1 là bổ sung 2% bột 
rong mơ Sargassum sp. và 2% muối NaCl, xạ khuẩn được nuôi cấy ở 30oC trên máy lắc với tốc độ 150 rpm/
phút trong vòng 6 ngày. Phân tích trình tự 16S rRNA xác định chủng S1 là chủng Streptomyces sampsonii với 
độ tương đồng là 99,85% khi so sánh với trình tự gen 16S rRNA của các loài xạ khuẩn có sẵn trên Genbank.  

Từ khóa: Aginate lyase, rong biển, xạ khuẩn.

ABSTRACT
Polysaccharide-degrading enzymes have played an important role in discovering of biological functional 

unsaturated oligosaccharides. Although many such enzymes that can degrade polysaccharides from seaweed 
have been reported, the enzymes extracted from actinobacteria are rather limited. In this study, there are 
20 strains of actinobacteria isolated from brown seaweed, in which strain S1 showed the highest activity of 
alginate lyase with an alginolytic zone on an alginate agar plate of 55 mm. The optimum culture conditions 
for strain S1 contained the main ingredients of Sargassum sp. seaweed powder 2% and NaCl 2%; it was 
incubated at 30oC with sharking at 150 rpm within 6 days. Strain S1 was identifi ed as Streptomyces sampsonii 
by 16S rRNA sequence analysis, with 99.85% similarity compared with 16S rRNA sequences of actinobacterial 
species on Genbank.

Key words: Alginate lyase, seaweed, actinobacteria.

I. TỔNG QUAN
Alginate là thành phần chính trong thành 

tế bào của rong nâu, và là một polysacarit 
tuyến tính bao gồm 1,4 -D-mannuronate và 
-L-guluronate được sắp xếp theo các trình tự 
khác nhau với các vùng đồng nhất của block 
mannuronate (poly-M) hoặc block guluronate 
(poly-G), hoặc hỗn hợp mannuronate và 
guluronate (poly-MG) [1] [2]. Sự khác nhau 
của cấu trúc alginate là do sự khác nhau về 
kích thước của các block và tỷ lệ M/G, điều 
này phụ thuộc vào nguồn rong biển [3]. Lee 
and Mooney [4] tổng kết rằng có khoảng 200 

loại alginate khác nhau đang được sản xuất. 
Alginate thường có khối lượng phân tử từ 500 
kDa đến 1000 kDa [5]. Hàm lượng alginate 
trong rong nâu chiếm đến khoảng 40 – 47% 
trọng lượng khô [6]. Ngoài ra, oligoalginate 
hay còn gọi alginate oligosaccharide (AOS) là 
các polyme phân tử thấp được tạo thành từ β-D-
mannuronic acid (M) và α-L-guluronic acid 
(G) gắn với nhau qua liên kết (1→4) glycoside, 
có thể thu bằng cách sử dụng enzyme để thủy 
phân alginate từ rong biển, đặc biệt là rong nâu. 
Với độ nhớt thấp và khả năng hòa tan trong 
nước tốt, cũng như với đặc tính chống oxy hóa, 
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điều hòa miễn dịch, kháng khuẩn và kháng 
viêm, oligoalginate đã được sử dụng rộng rãi 
trong lĩnh vực y tế, thực phẩm chức năng, nông 
nghiệp xanh và một số lĩnh vực khác.

Alginate lyase là một loại enzyme cắt các 
liên kết glycosyl trong phân tử alginate bằng cơ 
chế khử β tạo ra các oligosaccharide không bão 
hòa [7]. Alginate có thể được phân loại dựa vào 
phân cắt đặc hiệu với cơ chất, như PolyM lyase 
phân cắt đặc hiệu block polyM và PolyG lyase 
phân cắt đặc hiệu block polyG [8]. Tuy nhiên, 
một số alginate lyase có thể phân cắt được cả 
block polyM và polyG (polyMG lyase), loại 
này thể hiện hoạt tính sinh học cao. Mặt khác, 
alginate lyase cũng có thể được phân loại là 
endo- và exo- alginate lyase, dựa vào vị trí cắt 
của chúng trong mạch của phân tử alginate [1]. 
Endo- alginate lyase cắt các liên kết glycosid 
bên trong mạch polymer, giải phóng sản phẩm 
là các oligosacarit không bão hòa (di-, tri- và 
tetra-sacarit). Ngoài ra, Exo- alginate lyase 
cắt mạch polymer ở hai đầu để tạo thành các 
monomer [9-11]. Alginate lyase đã được chiết 
xuất từ   nhiều nguồn như rong biển, động vật 
thân mềm (Littorina spp., Turbo cornutus, 
Haliotis spp.), và các vi sinh vật biển [8]. Các vi 
khuẩn đã được công bố là có khả năng sinh các 
enzyme phân giải alginate trong rong nâu như 
Alginovibrio aquatilis, Azotobacter vinelandii, 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
maltophilia, Flavourbacterium sp. và Vibrio 
sp. [12] (Kim và cs, 2013). Schaumann và 
Weide (1990) đã chứng minh rằng có bốn loài 
nấm biển có khả năng sản sinh ra alginate lyase 
phân cắt alginate là Asteromyces cruciatus, 
Dendryphiella arenaria, Dendryphiella salina, 
và Corollospora intermedia [13]. Ngoài ra, 
cũng có một số nghiên cứu về xạ khuẩn sinh 
tổng hợp alginate lyase như Streptomyces. sp 
ALG5 và Streptomyces sp. M3 [14, 15].

Xạ khuẩn (Actinobacteria) phân lập từ 
các mẫu có nguồn gốc từ biển được biết đến 
là một trong những nhóm vi khuẩn quan 
trọng. Cho đến nay một trong những chi của 
xạ khuẩn có số lượng loài lớn nhất được xác 
định là Streptomyces. Dhanasekaran (2012) 
cho biết, sau kháng sinh, enzyme là sản phẩm 

quan trọng nhất của Streptomyces [16]. Do đó, 
Streptomyces không chỉ được dùng để sản xuất 
kháng sinh có giá trị cao mà cũng là nguồn sản 
xuất các enzyme quan trọng trong công nghiệp 
như amylase, cellulase, gelatinase, caseinase, 
chitinase và lipase [17-20]. Những enzyme này 
có thể được áp dụng chung trong công nghệ 
sinh học và đặc biệt là trong lĩnh vực dinh 
dưỡng và y sinh [21]. Trong những năm gần 
đây, xạ khuẩn có nguồn gốc từ biển đã được 
nghiên cứu để sản xuất các enzyme phân giải 
polysaccharit của tảo biển như alginate lyase 
và fucoidanase. Trong đó, alginate lyase tách 
chiết từ các chủng vi sinh vật biển đã được phát 
triển để khám phá các cấu trúc polyme mới của 
alginate cho các ứng dụng khác nhau trong lĩnh 
vực nông nghiệp, công nghiệp và y tế [22].

Trong nghiên cứu này, các chủng xạ khuẩn 
biển phân lập từ rong nâu để khảo sát khả năng 
sinh tổng hợp enzyme alginate lyase bằng 
phương pháp đĩa thạch có chứa 0,5% alginate. 
Ảnh hưởng của các yếu tố đến quá trình lên 
men sinh tổng hợp alginate lyase như nguồn 
carbon, nồng độ muối, thời gian nuôi cấy cũng 
được nghiên cứu.
II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU

1. Vật liệu nghiên cứu
Rong nâu được thu gom tại khu vực xã 

Ninh Phước, Ninh Hòa (n=5) và bãi biển Hòn 
Chồng, Nha Trang (n=5). Rong được lưu giữ 
trong túi plastic ở 27oC tại phòng thí nghiệm 
Vi sinh, Trường Đại học Nha Trang trong vòng 
7-14 ngày trước khi tiến hành các bước phân 
lập.

Ngoài ra, rong mơ (Sargassum sp.) sau khi 
thu gom được rửa bằng nước để loại bỏ những 
chất bẩn như cát, sau đó đem sấy khô ở 40oC. 
Rong khô được nghiền nhỏ đến kích thước 35-
60 mesh (0,25 – 0,5 mm) để sử dụng làm cơ 
chất cung cấp nguồn carbon cho quá trình nuôi 
cấy xạ khuẩn sinh enzyme alginate lyase.

2. Phân lập xạ khuẩn từ rong nâu
Các mẫu rong được tiệt trùng bề mặt bằng 

cách ngâm mẫu vào cồn 70% trong 1 phút, 
sau đó tiếp tục khử trùng mẫu bằng nước javel 
thương phẩm với tỷ lệ 1:5 (v/v) trong 5 phút, 
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cuối cùng là rửa lại bằng nước cất vô trùng 3 lần 
cho sạch hoàn toàn chất khử trùng. Mẫu rong 
được cắt nhỏ, cân 1g cho vào ống eff endoft, 
nghiền nát mẫu và cho vào 0,9 ml nước muối 
sinh lý, sau đó pha loãng mẫu đến 10-3 và cấy 
trang trên môi trường chọn lọc dành riêng cho 
xạ khuẩn. Môi trường phân lập xạ khuẩn được 
sử dụng là Humic acid vitamin B agar (HVA), 
glycerol asparagine agar (GAA), Starch Yeast 
Peptone Agar (SYP), và Starch Casein Agar 
(SCA). Các đĩa cấy sẽ được ủ ở 30oC trong 4 
tuần để quan sát sự hình thành khuẩn lạc, sau 
đó cấy chuyển khuẩn lạc sang môi trường Half 
potato destro agar (HPDA) để quan sát hình 
thái, màu sắc. Các chủng xạ khuẩn phân lập 
được sẽ được lưu trữ trong glycerol 25% ở 
-18oC.

3. Khảo sát khả năng sinh enzyme 
alginate lyase của chủng xạ khuẩn phân lập 
được 

Các chủng xạ khuẩn được sàng lọc về khả 
năng sinh alginate lyase bằng phương pháp đĩa 
thạch có chứa 0,5% alginate (HiMedia, Ấn Độ) 
với thuốc thử iốt 1% [23]. Các chủng xạ khuẩn 
được cấy thành 1 vòng tròn nhỏ lên đĩa thạch 
chứa 0,5% alginate, đem ủ ở 30oC trong 24 giờ, 
sau đó cho 5ml thuốc thử iốt 1% vào đĩa thạch 
và quan sát sự hình thành vòng tròn phân giải. 
Lựa chọn các chủng xạ khuẩn có khả năng sinh 
tổng hợp alginate lyase có hoạt tính cao dựa 
vào đường kính vòng tròn phân giải alginate 
tạo thành trên đĩa thạch (>15mm).

4. Thu hồi chế phẩm enzyme alginate 
lyase

Chủng xạ khuẩn có đường kính vòng tròn 
phân giải alginate cao nhất được lựa chọn cấy 
vào 50 ml môi trường ISP2 (4 g/L Yeast extract, 
10 g/L Malt extract, 4 g/L glucose) trong bình 
tam giác 250 ml và được nuôi ở 30oC trên máy 
lắc với tốc độ 150 vòng/phút trong 3 ngày. Sau 
đó, 5 ml dịch nuôi cấy được chuyển vào 100 ml 
môi trường sinh tổng hợp alginate lyase có sử 
dụng rong nâu làm cơ chất gồm có các thành 
phần: 2% bột rong mơ Sargassum sp., 5 g/L 
peptone, 1 g/L yeast extract, 1 g/L glucose, 10 
g/L NaCl, 2 g/L K2HPO4, 0.2 g/L MgSO4.7H2O 
và 5 g/L NH4Cl. Môi trường được hấp thanh 

trùng ở 121oC trong vòng 15 phút. Xạ khuẩn 
được nuôi ở nhiệt độ 30oC trên máy lắc với tốc 
độ 150 rpm/phút trong vòng 7-10 ngày.

Dịch enzyme thô được thu bằng cách ly tâm 
lạnh dung dịch nuôi cấy sau 7 ngày với tốc độ 
8.000 vòng/phút trong 20 phút và thu dịch nổi. 
Dịch enzyme thô được kết tủa phân đoạn bằng 
muối (NH4)2SO4 ở nồng độ 60%. Chế phẩm 
enzyme được thu hồi bằng ly tâm lạnh với 
tốc độ 8.000 vòng/phút trong 20 phút và phần 
tủa được hoà tan bằng dung dịch đệm 20 mM 
Tris HCL. Sau đó enzyme được tinh sạch bằng 
phương pháp thẩm tích (dialysis), dùng màng 
cellulose để loại muối. Chế phẩm enzyme này 
được phân tích hoạt độ enzyme bằng phương 
pháp DNS và hàm lượng protein bằng phương 
pháp Bradford.

5. Xác định hoạt độ enzyme bằng phương 
pháp DNS

Hoạt độ alginate lyase được xác định bằng 
cách ủ 0,5 ml chế phẩm enzyme với 0,5 ml 
dung dịch sodium alginate 0,5% (dung dịch 
được pha trong đệm 20 mM Tris HCl, pH 8.0). 
Hỗn hợp enzyme và alginate được ủ ở 37°C 
trong 2 giờ. Sau đó bổ sung 1 ml DNS và đun 
sôi ở 100°C trong 5 phút để dừng phản ứng. 
Lượng đường được giải phóng ra được xác 
định bằng cách đo mật độ quang ở bước sóng 
540 nm [24]. Một đơn vị hoạt độ alginate lyase 
(U/ml) được tính bằng lượng enzyme cần thiết 
để giải phóng 1 µmol đường khử trong một 
phút ở điều kiện thí nghiệm.

6. Xác định hàm lượng protein bằng 
phương pháp Bradford

Hàm lượng protein được xác định bằng cách 
cho vào ống nghiệm 0,5 ml chế phẩm enzyme 
và 2ml dung dịch thuốc thử Bradford, lắc đều 
và để yên trong vòng 10 phút ở nhiệt độ phòng. 
Sau đó, mẫu được đo độ hấp thụ ánh sáng bằng 
máy đo quang phổ UV-VIS ở bước sóng 595 
nm. Từ kết quả đo OD của mẫu thí nghiệm, so 
sánh với đồ thị đường chuẩn BSA để tính ra 
hàm lượng protein.

7. Đánh giá các yếu tố ảnh hưởng đến 
quá trình nuôi cấy xạ khuẩn sinh tổng hợp 
alginate lyase 

7.1 Ảnh hưởng của nguồn carbon
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Rong mơ được sử dụng làm nguồn carbon 
cho quá trình lên men thu alginate lyase. Rong 
mơ sau khi sấy khô được nghiền nhỏ đến kích 
thước 35-60 mesh (0,25 – 0,5 mm), thử nghiệm 
với các tỷ lệ rong mơ khác nhau cho vào môi 
trường nuôi cấy xạ khuẩn sinh alginatae lyase 
bao gồm 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, và 3% 
(w/v). Mẫu được tiến hành nuôi cấy ở 30oC 
trên máy lắc với tốc độ 150 rpm/phút trong 7 
ngày. Xác định hoạt tính của dịch enzyme thu 
được bằng phương pháp DNS để lựa chọn tỷ 
lệ thích hợp của bột rong mơ. Tỷ lệ bột rong 
mơ tối ưu tương ứng với tỷ lệ mà ở đó hoạt độ 
tương đối của enzyme là 100%. 

7.2 Ảnh hưởng của nồng độ muối
Chủng xạ khuẩn lựa chọn được cấy vào 50 

ml môi trường ISP2 trong bình tam giác 250 
ml và được nuôi ở 27oC trên máy lắc với tốc 
độ 150 rpm/phút trong 3 ngày. Sau đó, 5 ml 
dịch nuôi cấy được chuyển vào 100 ml môi 
trường sinh tổng hợp alginate lyase có sử dụng 
rong mơ làm cơ chất với tỷ lệ thích hợp đã xác 
định ở mục 7.1, bổ sung muối với hàm lượng 
1%, 2%, 3%, 4% và 5%; mẫu được ở 27oC trên 
máy lắc với tốc độ 150 vòng/phút trong vòng 7 
ngày. Xác định hoạt tính của dịch enzyme thu 
được bằng phương pháp DNS để lựa chọn tỷ 
lệ muối thích hợp. Nồng độ muối tối ưu tương 
ứng với nồng độ mà ở đó hoạt độ hoạt độ tương 
đối của enzyme là 100%. 

7.3 Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy
Chủng xạ khuẩn lựa chọn được cấy vào 

50 ml môi trường ISP2 trong bình tam giác 
250 ml và được nuôi ở 27oC trên máy lắc 
với tốc độ 150 vòng/phút trong 3 ngày. Sau 
đó, 5 ml dịch nuôi cấy được chuyển vào 100 
ml môi trường sinh tổng hợp alginate lyase 
có sử dụng rong nâu làm cơ chất và bổ sung 
muối với tỷ lệ thích hợp đã xác định ở Mục 
7.1 và 7.2, mẫu được ủ ở 27oC trên máy lắc 
với tốc độ 150 rpm/phút trong vòng 10 ngày. 
Mẫu được lấy mỗi ngày để kiểm tra hoạt tính 
của enzyme bằng phương pháp DNS để xác 
định thời điểm sản xuất enzyme tối đa của 
xạ khuẩn. Thời gian tối ưu là thời gian tương 
ứng mà ở đó hoạt độ hoạt độ tương đối của 
enzyme là 100%.

8. Định danh xạ khuẩn bằng phương 
pháp sinh học phân tử

Các chủng xạ khuẩn lựa chọn được tách chiết 
DNA tổng số bằng bộ kit của QIAgen theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất. Đoạn gen 16S rRNA được 
khuếch đại bằng phản ứng PCR (tổng thể tích 
25 μl gồm 20 ng khuôn DNA, MyTaqTM HS 
Mix (Bioline), 0,2 pM mỗi mồi) bằng cặp mồi 
27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) và 
1492R (5′- GGTTACCTTGTTACGACTT) 
[25] trên máy luân nhiệt Thermal cycler 
(BioRad) theo chương trình nhiệt như sau: biến 
tính ban đầu tại 94 C trong 3 phút, tiếp theo là 
35 chu kỳ của 94oC trong 40 giây, 47oC trong 
40 giây, 72oC trong 90 giây và giai đoạn cuối ở 
72oC trong 5 phút. Sản phẩm PCR được quan 
sát khi điện di trên gel agarose 1,5% nhuộm 
ethidium bromide. Sản phẩm PCR đúng kích 
thước sẽ được tinh sạch và gửi đi giải trình tự 
ở công ty TNHH DV&TM Nam Khoa. Kết quả 
trình tự nucleotide được so sánh với cơ sở dữ 
liệu ngân hàng gen bằng cách sử dụng công cụ 
BLAST trên NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). Xây dựng cây phát sinh loài 
bằng phần mềm GENEIOUS 4.8.5.
III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

1. Phân lập các chủng xạ khuẩn từ rong 
nâu

Từ các mẫu rong nâu khác nhau, 20 chủng 
xạ khuẩn được phân lập trên 4 loại môi trường 
khác nhau gồm HVA, GAA, SYP và SCA, 
trong đó có nhiều nhất là 8 chủng xạ khuẩn 
được phân lập trên môi trường SCA, 5 chủng 
trên SYP và hai môi trường HVA và GAA đều 
phân lập được 3 chủng xạ khuẩn (Hình 3). Các 
chủng xạ khuẩn này khi được làm thuần trên 
môi trường HPDA, chúng thể hiện đặc điểm 
hình thái và màu sắc khuẩn lạc khác nhau như 
màu trắng, xám, vàng, đỏ (Hình 1B, Hình 2). 
Đặc biệt, chủng S1 có dạng những vòng tròn 
đồng tâm cách nhau một khoảng nhất định, 
nguyên nhân là do chủng xạ khuẩn này sinh ra 
chất ức chế sinh trưởng làm cho sợi mọc yếu đi 
khi đi qua vùng này, qua được vùng có chất ức 
chế thì chúng lại sinh trưởng mạnh tạo thành 
vòng tiếp theo, cứ thế khuẩn lạc tạo thành có 
dạng những vòng tròn đồng tâm (Hình 1A).
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2. Sàng lọc chủng xạ khuẩn có khả năng 
sinh tổng hợp alginate lyase

Tất cả các chủng xạ khuẩn phân lập được 
cấy trên đĩa thạch có chứa 0,5% alginate, sau 24 
giờ ủ ở 30oC, cho 5ml thuốc thử 1% iốt vào các 
đĩa để quan sát sự hình thành vòng tròn phân 
giải alginate. Kết quả cho thấy, có 17 chủng 
(chiếm tỷ lệ 85%) thể hiện khả năng sinh tổng 
hợp alginate lyase, trong đó chủng S1 có hoạt 
tính mạnh nhất với đường kính vòng tròn phân 
giải lên đến 55mm (Hình 4). Chỉ có 3 chủng 

được phân lập từ rong nâu không sinh enzyme 
alginate lyase. Như vậy có thể nói rong nâu 
là nguồn nguyên liệu tiềm năng để thu nhận 
các chủng xạ khuẩn có khả năng sinh tổng hợp 
alginate lyase.

3. Đánh giá các yếu tố ảnh hưởng đến 
quá trình nuôi cấy xạ khuẩn sinh tổng hợp 
alginate lyase

Bột rong mơ Sargassum sp. được sử dụng 
để bổ sung nguồn carbon vào môi trường nuôi 
cấy và là chất cảm ứng để xạ khuẩn sinh tổng 

Hình 1: Chủng S1 được phân lập trên môi trường SCA (A) và làm thuần trên môi trường HPDA (B).
A

Chủng S8 Chủng S6 Chủng S16

B

Hình 2: Một số chủng xạ khuẩn được phân lập và làm thuần trên môi trường HPDA.

Hình 3: Số lượng chủng xạ khuẩn phân lập được trên 4 loại môi trường khác nhau.
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hợp alginate lyase. Kết quả thí nghiệm bổ sung 
các tỷ lệ rong mơ từ 0,5% đến 3% vào môi 
trường nuôi cấy cho thấy khi bổ sung 2% bột 
rong mơ vào môi trường nuôi cấy chủng S1 
thì sinh enzyme alginate lyase có hoạt tính cao 
nhất (hoạt độ tương đối 100%) (Hình 5). Kết 
quả này tương tự với nghiên cứu của Nguyễn 

Thị Như Thường và cộng sự (2021) [26] với 
đối tượng là rong nâu Bull Kelp. Với tỷ lệ 
rong mơ là 2%, 2,5% và 3%, hoạt độ tương 
đối không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 
(p>0,05), do đó nên sử dụng tỷ lệ 2% để tiết 
kiệm nguyên liệu.

Xạ khuẩn trong nghiên cứu này có nguồn 

Chủng S1 Chủng S5 Chủng S14
Hình 4: Sàng lọc các chủng xạ khuẩn có khả năng sinh enzyme alginate lyase. Chủng S1 có đường kính 

vòng phân giải: φ55mm, chủng S5: φ 40mm, chủng S14: không phân giải alginate.

Chủng S1

Hình 5: Ảnh hưởng của tỷ lệ rong đến khả năng sinh tổng hợp enzyme.

gốc từ biển, vì vậy việc bổ sung hàm lượng 
muối phù hợp vào môi trường nuôi cấy để cho 
chúng sinh trưởng tốt là cần thiết. Kết quả ở 
Hình 6 cho thấy, hoạt độ tương đối của alginate 
lyase từ chủng S1 đạt 100% khi bổ sung 2% 
muối NaCl, khi tăng nồng độ muối lên 3% thì 
hoạt độ giảm nhưng không có sự khác biệt có 
ý nghĩa thống kê (p>0,05), khi tăng lên đến 4% 
và 5% thì hoạt độ tương đối giảm mạnh xuống 
còn khoảng 60%. Trong một số nghiên cứu về 
alginate lyase từ vi khuẩn, môi trường nuôi 
cấy thích hợp cho Microbulbifer sp. ALW1 và 

Vibrio furnissii H1 từ nong nâu bị phân hủy để 
sinh tổng hợp enzyme là môi trường có bổ sung 
muối với nồng độ tương ứng lần lượt là 3% và 
2,5% [27, 28]. Như vậy nồng muối thích hợp 
để bổ sung vào muôi trường nuôi cấy vi sinh 
vật biển có thể dao động trong khoảng 2% đến 
3%, tùy thuộc vào từng loài vi sinh vật. Trong 
nghiên cứu này thì nồng độ muối 2% được lựa 
chọn là nồng độ thích hợp.

Để xác định thời gian tối ưu để chủng S1 
sinh tổng hợp alginate lyase có hoạt tính cao 
nhất, mối quan hệ giữa đường cong sinh trưởng 
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và hoạt độ enzyme được phân tích trong suốt 
quá trình nuôi cấy từ ngày 1 đến ngày 10 (Hình 
7). Kết quả về đường cong sinh trưởng cho 
thấy chủng S1 sinh trưởng mạnh từ ngày thứ 
3, pha cân bằng bắt đầu từ ngày thứ 4 đến ngày 
thứ 7, qua ngày 8, 9, 10 thì mật độ sinh khối 
giảm dần. Tương ứng với sự gia tăng về mật độ 

sinh khối, hoạt độ enzyme tăng vọt sau 4 ngày 
nuôi cấy và đạt giá trị cao nhất vào ngày thứ 6 
(6,5 U/ml). Sau đó hoạt độ enzyme giảm nhẹ từ 
ngày thứ 7, đến ngày thứ 10 thì giảm còn 4,03 
U/ml. Kết luận là chủng S1 sinh alginate lyase 
có hoạt tính cao nhất vào ngày thứ 6 – giữa pha 
cân bằng trong đường cong sinh trưởng. 

Hình 6: Ảnh hưởng của nồng độ muối đến khả năng sinh tổng hợp enzyme.

Hình 7: Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến sự sinh trưởng của xạ khuẩn và khả năng sinh tổng hợp 
enzyme.

4. Định danh chủng xạ khuẩn tiềm năng 
Để đạt được kết quả định danh đến loài, 

chủng xạ khuẩn S1 được ly trích DNA và 
thực hiện phản ứng PCR để khuyếch đại đặc 
hiệu trên vùng gen 16S-rRNA. Dựa vào kết 
quả Bảng 1 cho thấy chủng xạ khuẩn S1 có 
mức độ tương đồng trên 99% khi so sánh với 

các chủng xạ khuẩn có sẵn trên ngân hàng 
gen dựa vào trình tự gen vùng 16S rRNA. 
Cụ thể là chủng S1 có mức độ tương đồng 
99,85% với loài Streptomyces sampsonii. 
Tương tự như kết quả BLAST trên NCBI, 
kết quả khi phân tích cây phát sinh loài của 
chủng xạ khuẩn cũng cho thấy chủng S1 gần 
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với xạ khuẩn Streptomyces sampsonii và 
không có tương đồng với loài vi khuẩn gây 
bệnh Escherichia coli (Hình 8). Xạ khuẩn 

Streptomyces sampsonii đã được chứng minh 
là loài có khả năng tạo ra loại kháng sinh có 
hoạt tính kháng nấm và kháng khuẩn [29].

Bảng 1: Mức độ tương đồng trình tự gene của chủng xạ khuẩn S1 với trình tự gene của các chủng xạ 
khuẩn có sẵn trên ngân hàng gene dựa vào trình tự gen vùng 16S-rRNA.

Chủng xạ khuẩn Xác định loài trên ngân hàng gen Mã số Độ tương đồng (%)
S1 Streptomyces sampsonii MN422300.1 99,85%

Hình 8: Cây phát sinh loài của chủng xạ khuẩn S1 với các loài xạ khuẩn có quan hệ họ hàng gần dựa 
trên phân tích trình tự 16S rRNA.
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IV. KẾT LUẬN
Đã phân lập được 20 chủng xạ khuẩn từ 

rong nâu, trong đó có 85% chủng có khả năng 
sinh tổng hợp alginate lyase. Chủng S1 được 
chứng minh là sinh enzyme alginate lyase có 
hoạt tính cao nhất với đường kính vòng tròn 
phân giải alginate đến 55mm. Để chủng S1 
sinh enzyme có hoạt tính cao nhất thì trong 
môi trường nuôi cấy cần bổ sung bột rong mơ 
2% và muối NaCl 2%, và quá trình lên men 
được thực hiện ở bể lắc ổn nhiệt 30oC, với 
tốc độ 150 rpm/phút trong 6 ngày. Phân tích 

trình tự 16S rRNA xác định chủng S1 là chủng 
Streptomyces sampsonii với độ tương đồng là 
99,85% khi so sánh với trình tự gen 16S rRNA 
của các loài xạ khuẩn có sẵn trên Genbank. 
Kết quả nghiên cứu này có ý nghĩa trong việc 
tìm ra loài xạ khuẩn từ rong biển có khả năng 
sinh enzyme alginate lyase có hoạt tính tốt, 
ứng dụng để thủy phân alginate tạo thành các 
oligosaccharide được sử dụng như là chất điều 
hòa sinh trưởng thực vật, kích thích cho sự sinh 
trưởng và phát triển của cây trồng.
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