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TÓM TẮT: Khả năng sinh enzyme phân cắt fucoidan của vi sinh vật biển được sàng lọc bởi 
phương pháp đĩa thạch fucoidan. Vi sinh vật được nuôi cấy trên đĩa thạch chứa fucoidan, chủng vi 
khuẩn có hoạt tính là khi vùng nuôi cấy không bị nhuộm bởi hexadecyltrimethylammonium 
bromide (cetavlon) 1% (w/v) mà hình thành vùng trong suốt. Trong số 44 chủng vi sinh vật được 
phân lập từ  hải sâm, sò ốc và cầu gai, 2 chủng có khả năng sinh enzyme phân cắt fucoidan từ cả 
hai loại rong Sargassum mcclurei và Sargassum polycystum, 4 chủng sinh enzyme chỉ phân cắt 
fucoidan của một loại rong biển. Tất cả các chủng vi khuẩn này đều sinh enzyme phân cắt fucoidan 
nội bào. 
Từ khóa: Sargassum mcclurei, Sargassum polycystum, fucoidan, fucoidanase, vi sinh vật biển.  

 
MỞ ĐẦU 

Fucoidan là nhóm sulphat polysacarit có 
hoạt tính sinh học đa dạng: kháng virus [12], 
chống huyết khối [21], kháng viêm và kháng 
ung thư [1, 5] . Hoạt tính sinh học của fucoidan 
phụ thuộc vào nguồn phân lập. Fucoidan từ 
rong nâu thuộc họ homo- và 
heteropolysaccharide, có thành phần chính là 
các gốc fucose được sulphat hóa tại vị trí C2 và 
C4 và liên kết với nhau bởi các liên kết (1→3) 
và/hoặc (1→4). Ngoài ra trong phân tử fucoidan 
cũng có mặt một lượng nhỏ galactose, mannose, 
xylose, glucose, glucuronic acid [3, 8].  

Fucoidan có hoạt tính dược học đa dạng, tuy 
nhiên chúng vẫn chưa được sử dụng thành công 
trong việc chế tạo thuốc do khối lượng phân tử 
lớn và cấu trúc không rõ ràng [19]. Việc tạo ra 
các oligosaccharide khối lượng phân tử thấp sẽ 
giúp giải quyết được vấn đề này. Gần đây, cũng 
đã có một số nghiên cứu về sử dụng enzyme 
làm công cụ bẻ ngắn mạch fucoidan thành các 
oligosaccharide theo định hướng sử dụng trong 
dược học [2, 9]. Enzyme phân cắt fucoidan bao 
gồm 2 nhóm: fucoidanase và α-L-fucoidanase. 
Các enzyme này cắt các liên kết glycosidic đặc 
hiệu trong chuỗi polysaccharide, do đó bảo tồn 
được các nhóm sulphate, là nhóm có vai trò 
quan trọng đối với hoạt tính sinh học của 
fucoidan [15].  

Cho đến nay, enzyme phân cắt fucoidan đã 
được tìm thấy ở một số sinh vật biển: vi khuẩn 
[7, 10, 19], nấm [16, 20] và động vật thân mềm 
[6, 18]. Tuy nhiên, fucoidanase từ các sinh vật 
này có hoạt tính thấp. Việc tìm kiếm các 
fucoidanase mới và nghiên cứu các đặc điểm 
động học của chúng sẽ giúp làm rõ mối quan hệ 
giữa cấu trúc và hoạt tính sinh học của fucoidan 
cũng như phát triển công nghệ sản xuất các 
fuco-oligosaccharide có hoạt tính sinh học quan 
trọng. Một trong những khó khăn chính trong 
nghiên cứu fucoidanase hiện nay là chưa có 
phương pháp đơn giản và nhạy để xác định hoạt 
tính xúc tác của chúng. Tất cả các phương pháp 
nghiên cứu hoạt tính thủy phân của enzyme 
hiện nay đều chưa phù hợp với fucoidanase 
[17]. Hoạt tính fucoidanase có thể được xác 
định bằng phương pháp đo độ nhớt đặc hiệu cho 
các enzyme phân cắt nội phân tử [11], phương 
pháp đo sự gia tăng hàm lượng đường khử theo 
Nelson et al. (1962) [14] hoặc sử dụng 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) 13] hoặc phương 
pháp pháp điện di (C-PAGE) [4].  

Phân lập và sàng lọc vi sinh vật có khả năng 
sinh enzyme phân cắt fucoidan là bài toán quan 
trọng trong quá trình tìm kiếm các enzyme mới. 
Để sàng lọc hoạt tính fucoidanase trên một 
lượng lớn vi sinh vật, cần phát triển phương 
pháp đơn giản, có khả năng sàng lọc mẫu trong 
thời gian ngắn, chi phí thấp và phù hợp với điều 
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kiện phòng thí nghiệm. Do đó, trong nghiên cứu 
này, chúng tôi đã sử dụng phương pháp đĩa 
thạch fucoidan để sàng lọc hoạt tính 
fucoidanase của vi sinh vật.     
VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Các chủng vi sinh vật biển được phân lập từ 
các nguồn sinh học khác nhau được sử dụng để 
sàng lọc hoạt tính bẻ ngắn mạch fucoidan từ cả 
hai loại rong Sargassum mcclurei và Sargassum 
polycystum.  
Phân lập vi sinh vật biển  

Vi sinh vật từ các nguồn sinh học khác 
nhau: cầu gai, ruột hải sâm, sò và ốc biển được 
phân lập trên 3 loại môi trường: (1) có thành 
phần nước biển 500 ml, nước cất  500 ml, 
K2HPO4  0,2 g, MgSO4 0,05 g, glucose 1 
g, pepton 5 g, cao nấm men 1 g, agar 20 g, điều 
chỉnh pH 7-7,2); (2) môi trường 1 bổ sung 
fucoidan 0,1% và (3) chỉ chứa fucoidan 
(1g/100ml nước biển) và agar (2 g/100ml). Các 
mẫu được ủ ở 30oC cho đến khi thấy xuất hiện 
khuẩn lạc vi sinh vật thì tiến hành làm thuần 
trên môi trường (1). Các chủng sạch được giữ 
trong môi trường bán rắn có thành phần tương 
tự như môi trường (1) với agar 0,3%. 
Sàng lọc hoạt tính fucoidanase của vi sinh vật 
biển bằng phương pháp đĩa thạch fucoidan 

Các chủng vi khuẩn sau khi phân lập được 
cấy trên đĩa thạch chứa fucoidan từ rong 
Sargassum mcclurei và Sargassum polycystum 
0,5%.  Các mẫu thí nghiệm được ủ ở 30oC trong 
3 ngày. Sau đó, tiến hành loại bỏ sinh khối vi 
khuẩn và đĩa thạch được nhuộm bởi cetavlon. 
Fucoidan tạo kết tủa với cetavlon nên bề mặt

đĩa thạch sẽ có màu trắng sữa, các chủng vi 
khuẩn được xác định là có hoạt tính fucoidanase 
khi vùng nuôi cấy chúng không bị nhuộm màu 
bởi cetavlon mà tạo ra vùng trong suốt. Nồng độ 
fucoidan 0,5% được xác định là nồng độ tối ưu. 
Tại các nồng độ thấp hơn (0,1 đến 0,4 %), 
fucoidan kém tạo phức với cetavlon, do đó việc 
xác định hoạt tính fucoidanase gặp khó khăn 
[17]. 
Xác định vị trí sản sinh của enzyme (nội bào 
hay ngoại bào) 

Vi khuẩn được nuôi cấy ở điều kiện lắc 150 
vòng/phút trên môi trường lỏng bổ sung 
fucoidan 0,5% trong 24 giờ. Sau đó tiến hành ly 
tâm để thu dịch nuôi cấy và sinh khối. Dịch ly 
tâm được sử dụng như dịch chiết enzyme ngoại 
bào của vi khuẩn. Sinh khối vi khuẩn được phá 
vỡ bằng sóng siêu âm và chiết bằng đệm 
phosphat 0,02M, pH 7,2, dịch chiết này được sử 
dụng như dịch chiết enzyme nội bào của vi 
khuẩn. Tiếp theo, sử dụng 100µl dịch chiết nội 
bào và ngoài bào cho vào các lỗ đã được đục 
trên đĩa thạch fucoidan. Hoạt tính enzyme được 
xác định bằng sự xuất hiện vùng trong suốt 
xung quanh lỗ thử nghiệm. 
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Kết quả phân lập vi sinh vật biển 
Từ các mẫu cầu gai, ruột hải sâm, sò và ốc 

biển, chúng tôi đã phân lập được 44 chủng vi 
sinh vật (bảng 1). Các chủng vi khuẩn được 
phân lập có đặc điểm khuẩn lạc khác nhau nên 
sơ bộ các chủng này được cho là khác nhau. 
Các chủng này được dùng để sàng lọc hoạt tính 
bẻ ngắn mạch fucoidan. 

 
Bảng 1. Các chủng vi sinh vật được phân lập 

STT Nguồn 
phân lập Môi trường Ký hiệu 

chủng Đặc điểm khuẩn lạc 

1 Cầu gai 

Môi trường 
1 

S1.1 Khuẩn lạc tròn, lồi, màu vàng nhạt 
2 Cầu gai S1.2 Khuẩn lạc trong, tròn, bóng 
3 Hải sâm S3.1 Khuẩn lạc màu vàng nhạt, tròn, lồi, bóng 
4 

Lambis 

S4.2 Khuẩn lạc màu vàng sữa, lồi, bóng 
5 S4.3 Khuẩn lạc màu vàng sữa, lồi, bóng 
7 S4.6 Khuẩn lạc trong, li ti 
8 S4.7 Khuẩn lạc trong suốt 

10 S4.9 Khuẩn lạc trong suốt, dẹp, nhỏ 
11 S4.10 Khuẩn lạc trong suốt, li ti 
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12 S4.11 Khuẩn lạc màu trắng sữa, tròn, lồi, bóng 
13 S4.12 Khuẩn lạc màu vàng nhạt, tròn, lồi, bóng 
14 S4.13 Khuẩn lạc trong suốt, nhỏ 
15 S4.14 Khuẩn lạc trong suốt, tròn, lồi 
16 

Ruột hải 
sâm 

S5.1 Khuẩn lạc màu vàng nhạt, dẹp, tròn 
17 S5.2 Khuẩn lạc tròn, lồi, bóng 
18 S5.3 Khuẩn lạc tròn, lồi, bóng 
19 S5.4 Khuẩn lạc màu vàng, lồi, bóng 
20 S5.5 Khuẩn lạc màu trắng, dẹp 
21 S5.6 Khuẩn lạc màu trắng sữa, dẹp, tròn, có nhân 
22 Sò nghéo 

Môi trường 
2 

S6.1 Khuẩn lạc tròn, màu trắng, lồi, bóng 
23 S6.2 Khuẩn lạc tròn, màu kem, lồi, bóng 
24 

Sò ngọt 
S7.1 Khuẩn lạc tròn, màu vàng nhạt, lồi, bóng 

25 S7.2 Khuẩn lạc màu trắng, lồi, bóng 
26 S7.5 Khuẩn lạc tròn, màu kem, lồi, bóng 
34 

Sò ngọt 

Môi trường 
3 

M6.2 Khuẩn lạc tròn, màu vàng, lồi, bóng 
35 M6.3 Khuẩn lạc tròn, màu trắng, lồi, bóng 
36 M6.4 Khuẩn lạc màu trắng sữa, lồi, bóng 
37 

Sò nghéo 

M7.1 Khuẩn lạc tròn, màu kem, lồi 
38 M7.2 Khuẩn lạc màu kem, lồi, bóng 
39 M7.3 Khuẩn lạc tròn, màu kem, lồi, bóng 
40 M7.4 Khuẩn lạc tròn, màu trắng sữa, lồi, bóng 
41 M7.5 Khuẩn lạc tròn, màu vàng cam, li ti 
42 M7.6 Khuẩn lạc tròn, màu trắng, li ti 
43 M7.7 Khuẩn lạc tròn, màu vàng, lồi, bóng 
44 M7.8 Khuẩn lạc tròn, màu kem, lồi, bóng 

 
Kết quả sàng lọc hoạt tính fucoidanase của vi 
sinh vật biển bằng phương pháp đĩa thạch 
fucoidan 

Khả năng sinh enzyme phân cắt fucoidan 
của vi sinh vật biển đã được chúng tôi tiến hành 
sàng lọc bằng phương pháp đĩa thạch fucoidan. 

Kết quả thí nghiệm cho thấy chỉ có 6 chủng 
thể hiện hoạt tính fucoidanase (bảng 2). Trong 
đó, hoạt tính fucoidanase của các chủng S4.12, 
S5.1, S5.2, M7.7 chỉ tác động trên một trong hai 

cơ chất, hoặc fucoidan từ  
S. mcclurei, hoặc fucoidan từ S. polycystum. 
Điều này có thể do có các enzyme từ các chủng 
này có tính đặc hiệu cơ chất khác nhau. Hai 
chủng S5.3 và S5.4 có khả năng sinh enzyme 
cắt fucoidan từ cả hai loại fucoidan chiết từ 
rong S. mcclurei và S. polycystum. Điều này có 
thể được giải thích do hai chủng vi khuẩn này 
có thể sinh ra nhiều hơn một loại enzyme tác 
động lên cơ chất fucoidan. 

 
Bảng 2. Hoạt tính fucoidanase của các chủng vi sinh vật được phân lập 

STT Ký hiệu 
chủng 

Hoạt tính fucoidanase trên đĩa thạch Fucoidan 0,5% 
Fucoidan từ S. mcclurei Fucoidan từ S. polycystum 

1 S4.12 + - 
2 S5.1 + - 
3 S5.2 - + 
4 S5.3 + + 
5 S5.4 + + 
6 M7.7 + - 

(+). Có hoạt tính; (-). Không có hoạt tính. 
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Hình 1. Hoạt tính enzyme bẻ ngắn mạch fucoidan 

A. Tác động lên cơ chất từ rong S. mcclurei: 1 - Chủng S4.12 (dương tính); 2-Chủng S5.1 (dương tính); 2 - 
Chủng S5.2 (âm tính); 4 - Chủng M7.7 (dương tính); B. Hoạt tính của dịch chiết hoạt tính nội bào và ngoại 
bào của chủng S5.2.  
 
Kết quả xác định vị trí sản sinh của enzyme 
(nội bào hay ngoại bào) 

Cùng với quá trình sàng lọc tìm kiếm nguồn 
sinh enzyme phân cắt fucoidan tiềm năng, việc 
xác định vị trí sản sinh enzyme cũng có ý nghĩa 
lớn để tách chiết enzyme sau này. Các chủng vi 
khuẩn được lựa chọn ở trên được tiến hành tách 
chiết dịch chiết ngoại bào và nội bào. Sau đó 
các dịch chiết này được kiểm tra hoạt tính phân 
cắt fucoidan. Kết quả thử nghiệm được thể 

hiện ở bảng 3 và hình 1b. 
Cho đến nay, hầu hết các enzyme 

fucoidanase đã được nghiên cứu đều được sản 
sinh bên trong tế bào [17]. Trong nghiên cứu 
này, kết quả cũng cho thấy enzyme bẻ ngắn 
mạch fucoidan từ tất cả các chủng vi khuẩn 
tuyển chọn là enzyme nội bào. Trong đó, S5.2 
là chủng sinh enzyme nội bào tác động lên cơ 
chất fucoidan từ rong S. polycystum với đường 
kính lớn nhất.  

 
Bảng 3. Vị trí sản sinh enzyme của vi khuẩn tuyển chọn 

STT Ký hiệu chủng Vị trí sản sinh enyzme 
Nội bào Ngoại bào 

1 S4.12 + - 
2 S5.1 + - 
3 S5.2 + - 
4 S5.3 + - 
5 S5.4 + - 
6 M7.7 + - 

(+ ). Có hoạt tính; (-). Không có hoạt tính. 
 
KẾT LUẬN 

Như vậy, phương pháp đĩa thạch fucoidan là 
phương pháp thực hiện nhanh với số lượng mẫu 
lớn nên thích hợp dùng cho việc sàng lọc hoạt 
tính enzyme bẻ ngắn mạch fucoidan. 

Trong số 44 chủng vi khuẩn chúng tôi phân

lập được, bằng phương pháp đĩa thạch fucoidan 
dùng để sàng lọc hoạt tính bẻ mạch fucoidan,  
có 6 chủng vi khuẩn có hoạt tính, và tất cả đều 
là enzyme nội bào. Chủng S5.2 và cơ chất 
fucoidan từ rong S. polycystum sẽ được lựa 
chọn để khảo sát điều kiện lên men tối ưu nhằm 

Intra-S5.2 

Extra-S5.2 

A B 
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thu nhận enzyme có hoạt tính và hiệu suất cao, 
đồng thời nghiên cứu quá trình tách chiết và 
tinh sạch enzyme, xác định đặc tính xúc tác của 
enzyme cũng như nghiên cứu điều chế 
oligosaccharide từ fucoidan của loài rong này. 
Lời cảm ơn: Tập thể tác giả xin cảm ơn tài trợ 
kinh phí của Hợp phần nhánh số 3, thuộc dự án 
VAST.ĐA47.12/16-19 của Viện Nghiên cứu và 
Ứng dụng công nghệ Nha Trang, Viện Hàn lâm 
Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 
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SUMMARY  
 

Screening of microorganisms that are capable to produce  fucoidan degrading enzymes was carried out by 
investigating their abilities to grow on fucoidan-containing solid media plates. The activities were identified 
by the occurrence of a transparent areas after staining the plates with hexadecyltrimethylammonium bromide 
(cetavlon) 1% (w/v), which can form complexes with fucoidan. Among 44 isolated marine microorganisms 
strains from sea cucumber, molluscs and sea urchin, two strains produced enzyme that enable to degrade 
fucoidan from both seaweeds Sargassum mcclurei and S. polycystum, four strains produced enzyme 
degrading fucoidan only from S. mcclurei or S. polycystum. All these strains produced intracellular fucoidan-
degrading enzymes. 
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