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MỞ ĐẦU 

Xu hướng chung của thế giới hiện nay trước vấn đề quá tải rác thải nhựa là tập 

trung đẩy mạnh sản xuất các sản phẩm nhựa có khả năng phân hủy sinh học hoàn 

toàn nhằm hạn chế tối đa các mảnh nhựa bị phân rã trong môi trường tự nhiên. Nhựa 

sinh học với đặc tính thân thiện với môi trường, bị phân hủy trong tự nhiên thành CO2 

và nước trong thời gian ngắn được xem là cuộc cách mạng quan trọng trong công 

nghệ chất dẻo, là một giải pháp có tiềm năng ứng dụng và thay thế nhựa truyền thống. 

Số liệu của European Bioplastics cho thấy tổng năng lực sản xuất các loại nhựa sinh 

học chiếm 0,9 triệu tấn; dự kiến tăng lên 2,62 triệu tấn vào năm 2023, và đạt 2,87 

triệu tấn vào năm 2025, tương đương với mức tăng trưởng trung bình 4,4% một năm 

trong giai đoạn 2018-2023, cao hơn 1% so với nhựa truyền thống [1]. Điều này cũng 

đồng nghĩa với nhu cầu về nguyên liệu nhựa sinh học ngày càng tăng, thúc đẩy nhà 

sản xuất mở rộng quy mô sản xuất, nguồn cung nguyên liệu cũng như hoàn thiện 

phương pháp sản xuất nhựa sinh học. Các nhựa sinh học phổ biến hiện nay là các 

polyeste như polylactic axit (PLA), poly(butyrate adipate terephtalate) (PBAT), 

polycaprolacton (PCL), polyhydroxyalkanoat (PHA) có thể phân hủy sinh học hoàn 

toàn bởi vi sinh vật trong khi chúng có đặc tính cơ, lý, hóa ưu việt, có thể so sánh với 

nhựa nhiệt dẻo thông thường. Đây là các loại nhựa có tiềm năng thay thế nhựa nhiệt 

dẻo truyền thống, mở rộng phạm vi ứng dụng của nhựa sinh học trong nhiều ứng dụng 

khác nhau, từ bao bì, đồ gia dụng đến các vật liệu tiên tiến y sinh, hóa dược. 

Ở Việt Nam, nhựa là một trong các ngành công nghiệp có tốc độ tăng trưởng 

tương đối nhanh so với tốc độ phát triển của nền kinh tế chung. Tăng trưởng trung 

bình của ngành nhựa Việt Nam là 11,6%/năm, cao hơn so với mức tăng trưởng 

3,4%/năm của ngành nhựa thế giới. Song song với tốc độ tăng trưởng cao, ngành 

nhựa cũng gây ra một áp lực rất lớn đối với môi trường do rác thải nhựa gây ra. Việt 

Nam là một trong 5 nước có lượng rác thải nhựa ra biển lớn nhất trên thế giới với 

khoảng 1,8 triệu tấn/ năm. Xuất phát từ thực tế trên, các cơ quan quản lý Nhà nước 

cũng đã và đang đưa ra nhiều biện pháp, chính sách nhằm giảm thiểu ô nhiễm môi 

trường do rác thải nhựa gây ra. Cho đến nay, các nghiên cứu chế tạo một số vật liệu 

nhựa có khả năng phân hủy sau khi sử dụng, thay thế nhựa truyền thống đã được thực 

hiện, tuy vậy các kết quả đạt được còn tương đối rời rạc, ở quy mô nhỏ. Để có thể 

chủ động trong quá trình sản xuất, bắt kịp xu hướng phát triển nhựa sinh học trên thế 

giới chúng ta cần làm chủ được công nghệ sản xuất và tổng hợp các loại nguyên liệu 

nhựa sinh học từ các nguồn nguyên liệu sẵn có trong nước với giá thành rẻ. Một trong 

những thế mạnh hiện nay của công nghệ sinh học là có thể tạo ra nguyên liệu nhựa 

sinh học thông qua khai thác các sản phẩm trao đổi chất của vi sinh vật. 
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Polyhydroxyalkanoate (PHA) là lớp polyester của các axit hydroxycarboxylic khác 

nhau, được tổng hợp bởi các loại vi sinh vật dưới dạng năng lượng dự trữ khi điều 

kiện sinh trưởng bị giới hạn. PHA mang các đặc tính cơ lý tương tự như các loại nhựa 

có nguồn gốc từ dầu mỏ nhưng ưu việt hơn như không độc hại, không tan trong nước, 

tương thích sinh học cao và đặc biệt là khả năng phân hủy sinh học, do đó chúng trở 

thành một trong những loại polymer có tiềm năng lớn để thay thế các loại vật liệu 

nhựa truyền thống [2]. Cùng với một số loại nhựa sinh học khác như PLA, PBAT, 

PHA hiện nay đã được sử dụng trong công nghiệp thực phẩm, y tế, dược phẩm, nông 

nghiệp v.v. [3]. Các PHA có bản chất homopolymer (3HB) thường có tính kết tinh 

cao do đó vật liệu tương đối giòn, cứng, với tỷ lệ kéo dài thấp. Trong khi đó các vật 

liệu copolymer đã khắc phục được những hạn chế của homopolymer, vì vậy việc tìm 

kiếm các chủng vi sinh vật sinh tổng hợp các copolymer có chứa các monomer khác 

với 3-hydroxybutyrate (3HB) là một điều cần thiết. 

Việt Nam với lợi thế hơn 11.000 km đường biển, là một trong những đất nước 

có mức độ đa dạng vi sinh vật biển cao, do đó việc khai thác và bảo tồn nguồn vi sinh 

vật ở hệ sinh thái này mang lại nhiều tiềm năng phát triển, đặc biệt là các chủng vi 

sinh vật có khả năng tích lũy PHA. Một số nghiên cứu trong nước cũng như quốc tế 

cũng đã tập trung vào nhóm các chủng vi sinh vật chịu mặn tổng hợp PHA với các 

đặc tính vật liệu hữu ích. Chính từ những cơ sở đã phân tích ở trên, chúng tôi tiến 

hành thực hiện đề tài: “Tuyển chọn các chủng vi khuẩn tích lũy nhựa sinh học 

Polyhydroxyalkanoate (PHA) dạng copolymer phân lập ở Việt Nam” trong đó tập 

trung vào nhóm vi khuẩn biển, với mục tiêu: 

 Thu nhận được các chủng sinh tổng hợp PHA dạng polymer. 

 Thu nhận được nhựa PHA từ các chủng tuyển chọn. 

Để đạt được mục tiêu nghiên cứu này, chúng tôi đã thực hiện các nội dung 

nghiên cứu sau: 

- Phân lập các chủng vi khuẩn từ vùng biển Nha Trang, Khánh Hòa. 

- Sàng lọc các chủng vi khuẩn biển sinh tổng hợp PHA. 

- Đánh giá ảnh hưởng của một số yếu tố như pH, nhiệt độ lên mức độ 

sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn tuyển chọn. 

- Thu nhận PHA từ các chủng tuyển chọn và phân tích thành phần PHA. 

- Phân loại các chủng vi khuẩn sinh PHA tuyển chọn. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Polyhydroxyalkanoate 

Polyhydroxyalkanoate (PHA) là lớp polyeste của các axit hydroxycarboxylic 

khác nhau, được tổng hợp bởi các loại vi sinh vật dưới dạng năng lượng dự trữ. Khi 

điều kiện sinh trưởng bị hạn chế do dư thừa carbon nhưng lại thiếu nguồn nitơ, 

phốtpho, lưu huỳnh, oxy v.v thì vi sinh vật điều khiển các hoạt động trao đổi chất của 

chúng theo cách mà thay vì tuân theo chu trình axit tricarboxylic thông thường, 

acetyl-CoA được chuyển hướng sang tổng hợp PHA. PHA không hòa tan trong nước, 

được tích lũy bởi vi khuẩn dưới dạng các hạt nội bào trong bào tương, tạo thành các 

thể vùi. Do PHA mang các đặc tính cơ lý tương tự như các loại nhựa có nguồn gốc 

từ dầu mỏ nên chúng trở thành một trong những loại polymer có tiềm năng ứng dụng 

rộng rãi trong nhiều ngành sản xuất. Hơn thế nữa PHA có thể phân hủy sinh học trong 

các môi trường khác nhau, do đó chúng là lựa chọn hấp dẫn để thay thế nhựa sử dụng 

một lần. Với đặc tính phân hủy sinh học của chúng, PHA hình thành một chu trình 

sản xuất vòng khép kín giảm thiểu tác động đến môi trường. Có hơn 150 loại axit 

polyhydroxyalkanoic khác nhau tạo nên họ PHA [4]. Dựa vào sự liên kết của các đơn 

phân monomer đã tạo ra số lượng khổng lồ các chuỗi PHA có khối lượng, thành phần 

monomer và chiều dài chuỗi khác nhau. 

1.1.1. Phân loại PHA 

PHA có thể được phân loại dựa trên số lượng nguyên tử carbon của chuỗi 

polymer hoặc dựa trên bản chất của các monomer trong chuỗi. Dựa vào độ dài chuỗi, 

PHA được chia thành 3 loại: (i) chuỗi ngắn từ 3–5 carbon (SCL-PHA); (ii) chuỗi 

trung bình từ 6–14 carbon (MCL-PHA); và (iii) chuỗi dài gồm hơn 15 nguyên tử 

carbon (LCL-PHA). PHA chuỗi ngắn và chuỗi trung bình là các loại polymer có liên 

kết, khi được tạo ra từ các axit béo không bão hòa [5.]. Các PHA điển hình có thể kể 

đến là poly (3-hydroxybutyrate) (PHB) và poly (3-hydroxybutyrate-co-3-

hydroxyvalerate (PHBV), cả hai đều là PHA chuỗi ngắn và đại diện cho các dạng cơ 

bản nhất có sẵn trên thị trường. Các loại PHA hiện có khác được sử dụng trong các 

nghiên cứu phân hủy sinh học là poly (3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) 

(PH4B), poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHBHx) và poly (3-

hydroxybutyrate-co-3-hydroxyoctanoate) (PHBO).  
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Hình 1.1: Cấu trúc hóa học của (a) 3-Hydroxypropionate (HP), (b) 3-

hydroxybutyrate (HB), (c) 3-hydroxyvalerate (HV), (d) 4-hydroxybutyrate (4HB), 

(e) 3-hydroxyhexanoate (Hx), and (f) 3-hydroxyoctonaote (HO) [6] 

Dựa vào bản chất monomer, PHAs được chia thành hai loại homopolymer 

và heteropolymer. Trong khi homopolymer chỉ chứa một loại monomer axit béo 

3-hydroxy duy nhất thì heteropolymer có thể chứa hai hoặc nhiều loại monomer 

khác nhau, do đó chúng còn có tên là copolymer. Ví dụ điển hình của 

homopolymer là poly-3-hydroxybutyrate (P(3HB) chỉ có một dạng monomer là 

3HB. P3HB (PHB) có tính kết tinh cao (> 50%), do đó tương đối giòn và cứng, 

với tỷ lệ kéo dài và đứt gãy thấp. Vì vậy, các nỗ lực tạo phức PHB chủ yếu tập 

trung vào việc tìm kiếm chất hóa dẻo và chất hạt nhân làm giảm quá trình kết 

tinh và cải thiện tính linh hoạt. PHA dạng copolymer có chứa hỗn hợp gồm các 

tiểu đơn vị có chiều dài 4-5 carbon và chứa các monomer 3-hydroxyvalerate 

(3HV) hoặc 4-hydroxybutyrate (4HB) khi nuôi cấy các chủng vi khuẩn với axit 

valeric. Việc kết hợp HV vào polymer PHB tạo ra poly (3-hydroxybutyrate-co-

3-hydroxyvalerate) (P(3HB/3HV), ít cứng và giòn hơn P(3HB) nguyên chất [7]. 

1.1.2. Đặc tính hóa lý của một số loại PHA 

Một số đặc tính hóa lý của PHA như tính kỵ nước của polymer, điểm nóng chảy, 

nhiệt độ chuyển thủy tinh và mức độ kết tinh hoàn toàn thay đổi đáng kể phụ thuộc vào 

thành phần của monomer cấu thành. Họ PHA thể hiện nhiều tính chất cơ học khác 

nhau, từ dạng tinh thể cứng đến dạng đàn hồi. 

Các PHA dạng chuỗi ngắn và vừa: Các polymer sinh học có độ dài chuỗi ngắn 

thường có đặc tính cứng, giòn, có mức độ kết tinh cao (khoảng 60 – 80%) trong khi 
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PHA có độ dài chuỗi trung bình dễ uốn dẻo và đàn hồi hơn, có độ kết tinh thấp (25%), 

độ bền kéo thấp, độ giãn dài cao, nhiệt độ nóng chảy thấp và Tg thấp hơn nhiệt độ 

phòng [8]. 

P(3HB): PHB là polymer thuộc họ PHA được nghiên cứu rộng rãi nhất nên 

hầu hết các đặc tính của PHA thường được giải thích từ tích chất của PHB. P(3HB) 

có tính kết tinh cao do tính ổn định trong cấu trúc không gian của nó. P(3HB) không 

tan trong nước và tương đối bền với phản ứng thủy phân. Nó có tính thấm O2 thấp, là 

loại nhựa nhiệt dẻo tốt nhưng các tính chất cơ học và độ bền kéo kém hơn so với các 

polymer có nguồn gốc từ dầu mỏ, ví dụ như polypropylene [9]. Mật độ của PHB tinh 

thể và vô định hình lần lượt là 1,26 và 1,18 g/ cm3. Khối lượng phân tử của P(3HB) 

thu nhận từ vi khuẩn phân lập trong tự nhiên thường nằm trong khoảng 10.000–

3.000.000 Da với độ phân tán khoảng 2. P(3HB) tinh khiết về mặt quang học và sở 

hữu điện piezo, giúp trong quá trình tạo xương [10]. P(3HB) là vật liệu rất giòn và 

cứng, tuy nhiên tính chất vật lý của homopolymer P(3HB) có thể được cải thiện bằng 

cách tạo ra các polymer có khối lượng phân tử cao. Ví dụ như tách dòng gene PHA 

synthase của C. necator và biểu hiện dị hợp ở Escherichia coli tái tổ hợp. 

P(4HB): Poly(4-hydroxybutyrate) (PH4B) là một vật liệu nhựa nhiệt dẻo bền 

và dễ uốn với độ bền kéo tương đương với polyethylen. Nó có độ giãn dài khi đứt là 

100%, do đó có đặc tính cực kỳ đàn hồi. Khi kết hợp với các hydroxy axit khác, các 

đặc tính hoá lý của P (4HB) có thể thay đổi [11]. 

P(3HB-co-3HV): Việc kết hợp các monomer hydroxy axit thứ cấp khác ngoài 

3HB như 3-hydroxyvalerate, 3-hydroxyhexanoate, 3-hydroxypropionat và 4-

hydroxybutyrate vào chuỗi polymer để tạo thành copolymer là phương pháp phổ biến 

nhằm cải thiện đáng kể các tính chất vật liệu của P(3HB) như độ kết tinh, điểm nóng 

chảy, độ cứng và độ bền kéo. Copolymer phổ biến nhất P(3HB-co-3HV) có độ kết 

tinh và nhiệt độ nóng chảy thấp hơn, giảm độ cứng, tăng độ bền kéo, linh hoạt hơn 

(giảm Young's Modulus) so với P(3HB). Phần trăm số mol của 3HV rất quan trọng 

trong việc xác định các tính chất của copolymer. Tính chất cơ nhiệt có thể rất đa dạng 

vì thành phần của P(3HB-co-3HV) có thể nằm trong khoảng từ 0 đến 30 mol% 3HV 

[12]. Ví dụ P(3HB-co-3HV) chứa hơn 20 mol% đơn vị 3HV có thể được sử dụng để 

tạo màng và sợi có độ đàn hồi khác nhau bằng cách kiểm soát các điều kiện xử lý [13]. 

Poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) kết hợp các đặc tính cơ nhiệt của PE 

(độ bền, độ mềm dẻo, độ dẻo, độ dai, độ đàn hồi) với các tính chất vật lý - hóa học của 

polyeste (khả năng in, khả năng nhuộm). Nó có thể blend với PLA và tinh bột nhiệt 

dẻo. 
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PHA terpolymer: PHA terpolymer được biết đến là dạng vật liệu tốt hơn so 

với các copolymer khác. Việc liên kết nhiều hơn một loại monomer thứ cấp vào chuỗi 

polymer sẽ cải thiện được các đặc tính của vật liệu. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

PHA terpolymer P(3HB-co-3HV-co-3HHx) có độ vô định hình cao hơn, không phát 

hiện thấy đỉnh nóng chảy trong terpolymer với 39 mol% 3HV và 3 mol% 3HHx, 

trong khi độ bền kéo là 12 MPa và độ giãn dài khi đứt là 408%. Trong khi đó 

P(3HBco-3HV-co-4HB) với 93 mol% 4HB và 3 mol% 3HV thể hiện độ giãn dài 

430%, độ bền kéo 33 MPa và Young’s modul là 127 MPa, tương tự như LDPE. 

Terpolymer với 55 mol% 4HB và 34 mol% 3HV cho thấy Young’s modul là 618 

MPa, tương tự như của polypropylene [14,15].  

1.1.3. Con đường sinh tổng hợp PHA 

Ba con đường sinh tổng hợp PHA phổ biến được trình bày ở Hình 1.2. Thành 

phần monomer của PHA phụ thuộc một phần đến nguồn carbon được sử dụng trong 

lên men. Con đường I được biết đến nhiều nhất trong số các con đường sinh tổng hợp 

PHA. Trong con đường này, các monomer 3HB được tạo ra do sự ngưng tụ của hai 

phân tử acetyl-CoA từ chu trình TCA để tạo thành acetoacetyl-CoA do enzyme-

ketothiolase xúc tác. Acetoacetyl CoA reductase tác động lên acetoacetyl-CoA để tạo 

thành 3-hydroxybutyryl-CoA. Cuối cùng, PHA synthase xúc tác quá trình trùng hợp 

thông qua quá trình este hóa 3 hydroxybutyrylCoA thành poly (3-hydroxybutyrate) 

(P(3HB)). PHBV được sản xuất trong các điều kiện tương tự nhưng với sự hiện diện 

của axit propionic với hợp chất ban đầu là 3-ketovaleryl-CoA [16, 17]. Con đường II 

đặc trưng bởi phản ứng -oxy hoá các axit béo trước, sau đó enzyme PHA synthase 

sẽ xúc tác quá trình polymer hoá. Ví dụ điển hình của con đường tổng hợp này được 

ghi nhận ở loài Pseudomonas aeruginosa. Ở A. caviae, chất trung gian của phản ứng 

-oxy hóa, trans-2-enoyl-CoA được chuyển thành (R)-hydroxyacyl-CoA bởi một 

(R)-enoyl-CoA hydratase đặc hiệu. Con đường III được quan tâm đáng kể vì nó giúp 

tạo ra các monomer để tổng hợp PHA từ các nguồn carbon đơn giản, rẻ tiền không 

liên quan về cấu trúc như glucose, sucrose và fructose. Chất trung gian (R) -3-

hydroxyacyl từ con đường sinh tổng hợp axit béo được chuyển đổi từ dạng protein 

mang acyl (ACP) của chúng thành dạng CoA bởi enzyme acyl-ACP-CoA 

transacylase (được mã hóa bởi phaG). 

Trình tự của các gene phaC mới mã hóa cho enzyme PHA synthase có thể dẫn 

đến sự tổng hợp các PHA có thành phần monomer mới. Nguồn gene mới này thường 

được thu nhận từ các chủng vi khuẩn phân lập tại các hệ sinh thái khác nhau 

[18,19,20]. DNA metagenome tách chiết từ quần xã vi sinh vật đất được sử dụng để 
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tạo thư viện metagenome nhằm sàng lọc các gene phaC mới [21]. Tách dòng và biểu 

hiện các gene phaC này sẽ có cơ hội tìm kiếm được các enzyme PHA synthase mới 

(PhaC1 và PhaC2). Các dòng gene phaC mới đã được tách dòng trong cosmid 

pRK7813 [22, 23] và biểu hiện trong P. putida LS46 tạo thành chủng tái tổ hợp P. 

putida LS46123. Chủng tái tổ hợp tổng hợp được copolymer với tỷ lệ 50 mol % đơn 

vị chuỗi ngắn (3-HB và 3-HV) gắn với các chuỗi PHA dài trung bình khác nhau. Các 

polymer PHA với thành phần đơn phân khác nhau sẽ có các đặc tính vật lý và nhiệt 

độ khác nhau phù hợp với các định hướng ứng dụng [24]. 

 

Hình 1.2: Các con đường sinh tổng hợp PHA trong tế bào [25] 
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1.1.4. Ứng dụng của PHA 

Trong 10 năm qua, PHA đã được phát triển nhanh chóng để tìm kiếm các ứng 

dụng trong các lĩnh vực khác nhau (Hình 1.3) [26]. PHA có các đặc tính phong phú 

tùy thuộc vào cấu trúc. Các chất đồng phân tạo, chất đồng trùng hợp ngẫu nhiên và 

chất đồng trùng hợp khối của PHA có thể được sản xuất tùy thuộc vào loài vi khuẩn 

và điều kiện phát triển. Với hơn 150 monome PHA khác nhau đã được báo cáo, PHA 

với các đặc tính nhiệt và cơ học linh hoạt đã được phát triển [27]. Sự đa dạng như vậy 

đã cho phép phát triển các ứng dụng khác nhau, bao gồm nhựa phân hủy sinh học 

thân thiện với môi trường cho mục đích đóng gói, sợi, thiết bị cấy ghép có thể phân 

hủy sinh học và tương thích sinh học, bao gói thuốc, v.v 

 

Hình 1.3: Các ứng dụng của polyhydroxyalkanoat (PHA) trong các lĩnh vực khác 

nhau [26] 

1.2. Các nhóm vi sinh vật sinh tổng hợp PHA dạng copolymer 

Việc tổng hợp PHA rất quan trọng trong quá trình phân hủy sinh học vì các 

con đường trao đổi chất có liên quan đến quá trình đồng hóa sinh học. PHA thương 

mại thường tổng hợp từ các chủng Escherichia coli tái tổ hợp nhưng các loại PHA đa 

dạng về đặc tính hóa lý lại thường được thu nhận được từ các chủng vi sinh vật trong 

tự nhiên như các chủng thuộc loài Ralstonia eutropha [28] hay còn gọi là A. 

eutrophus, Wautersia eutropha hoặc Cupriavidus necator. Azotobacter sp., Bacillus 
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sp., Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Clostridium sp., Syntrophomonas sp., 

Halomonas sp., Haloferax sp., Aeromonas sp., Methylobacterium sp., Thermus 

thermophilus, Hydrogenophaga pseudoflava, Saccharophagus degradans, 

Comamonas sp. A. latus hay còn gọi là Azohydromonas lata, Rhodobacter 

sphaeroides, Zobellella denitrificans, bùn hoạt tính, Cyanobacteria, 

Chromobacterium sp., Erwinia sp.,[25]. Chi Pseudomonas được công bố là những 

loài có khả năng sinh tổng hợp PHA chuỗi dài [29]. 

Gần đây, nhóm nghiên cứu của Sedlacek và cộng sự đã công bố có thể kiểm 

soát định hướng quá trình tổng hợp PHA có các thành phần monomer khác nhau ở 

chủng vi khuẩn ưa nhiệt mới Aneurinibacillus sp. H1. Đặc biệt chủng này có thể tổng 

hợp copolymer của 3-hydroxybutyrate (3HB), 4-hydroxybutyrate (4HB) và 3-

hydroxyvalerate (3HV) với các phân đoạn 4HB và 3HV cao đáng kể [30]. 

Chủng Alcaligenes eutropha có khả năng sinh tổng hợp các loại copolymer 

của PHB và PHV có số mol% khác nhau khi lên men trên các nguồn cơ chất khác 

nhau, đặc biệt tỷ lệ monomer 3HV có thể lên đến 71 mol% [31,32]. Sản phẩm Nodax 

™ thương mại được sản xuất bởi Meridian (Bainbridge, GA, USA) là copolymer của 

axit béo 3HB và 3-hydroxyhexanoate (3HHx) với tỷ lệ khác nhau [33]. Các chủng tái 

tổ hợp của P. putida GPp104 mang gen PHA synthase của Aeromonas hydrophila 

chỉ có thể gia tăng thêm 14 mol% 3HHx vào copolymer [34]. Sự kết hợp của các 

monomer 3HHx và 3-hydroxyocatanoate (3HO) với monomer 3HB tạo ra những 

thay đổi đáng kể về tính chất nhiệt và vật lý của các copolymer này. Pseudomonas 

putida LS46 tổng hợp PHA chuỗi trung bình bao gồm các monomer 3HHx, 3HO, 

3HD và/ hoặc 3-hydroxydodecanoate (3HDD) theo các tỷ lệ khác nhau [33]. Bộ 

gen của P. putida LS46 đã được xác định trình tự. Các gen điều hòa và protein 

liên quan đến tổng hợp PHA được xác định bằng phương pháp transcriptomic và 

proteomic [35,36,37,38]. Enzyme PHA synthase type II (PhaC1 - mã hóa bởi gen 

phaC1) được biểu hiện trong P. putida không thể thêm các monomer 3HB vào các 

chuỗi polymer PHA trung bình. 

Tính đặc hiệu của cơ chất trong quá trình tích lũy PHA quyết định thành phần 

monomer. Một số chủng vi khuẩn như Aeromonas caviae và Pseudomonas stutzeri 

có PHA synthase có khả năng đáp ứng với nhiều loại cơ chất. Chủng tái tổ hợp biểu 

hiện PHA synthase này ở Ralstonia eutropha tổng hợp copolymer dạng SCL- và 

MCL-PHA [39]. Tổ hợp đột biến trong P. putida, P. oleovorans, và P. aeruginosa 

được công bố tổng hợp PHA mang các monomer 3HB, 3HHx, 3HO, 3HD, hoặc 

3HDD [40]. Hai chủng vi khuẩn phân lập từ tự nhiên Pseudomonas sp. 61-3 và 

Pseudomonas sp. MBEL 6-19 tích lũy copolymers giữa 3HB và HHx, HO, và HD 
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[41,42]. Trong khi đó enzyme PhaC1 của 2 chủng Aeromonas hydrophila và 

Aeromonas caviae có khả năng gắn thêm cả 2 loại monomer 3HB và 3HHx vào chuỗi 

PHA [43,44,45]. Việc tối ưu hóa codon của PHA synthase (phaC2ps) ở chủng P. 

stutzeri cũng giúp tăng cường sự kết hợp 3HB trong copolymer [46]. 

1.3. PHA từ nhóm vi sinh vật ưa mặn 

Sự thích nghi của nhóm vi sinh vật ưa mặn trong điều kiện khắc nghiệt đã mang 

lại cho chúng những tiềm năng và lợi thế độc đáo để sản xuất PHA. Ưu điểm quan 

trọng nhất là nhóm vi sinh vật này yêu cầu độ mặn cao do đó sẽ giảm nguy cơ tạp 

nhiễm trong quá trình lên men so với các nhóm vi sinh vật khác [47]. Chi phí thu hồi 

PHA cũng thấp hơn nữa vì tế bào có thể dễ dàng bị ly giải ở trong các dung dịch đệm 

có pH trung tính do áp suất thẩm thấu nội bào cao [48]. Hơn nữa, so với các vi khuẩn 

không ưa mặn, nhóm vi khuẩn ưa mặn thường có khả năng sinh tổng hợp PHA từ các 

nguyên liệu thô rẻ tiền khác nhau [49]. Từ những lý do trên cho thấy nhóm vi sinh 

vật ưa mặn được coi là một ứng cử viên đầy hứa hẹn cho việc sản xuất PHA. Công 

ty có tên Bluepha ở Trung Quốc đang sản xuất polyhydroxybutyrate (PHB) và poly 

(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) bằng cách sử dụng các loài thuộc 

chi Halomonas. Tuy nhiên, vẫn còn một số thách thức khi sử dụng các chủng vi sinh 

vật ưa mặn để sản xuất PHA ở quy mô lớn. Ví dụ, việc xử lý nước thải lên men mặn 

rất khó khăn [50], nồng độ muối cao của môi trường dẫn đến hiện tượng ăn mòn thiết 

bị lên men. Với sự phát triển của các ngành công nghệ môi trường và vật liệu, các 

chiến lược lên men nhóm vi sinh vật ưa mặn đã từng bước khắc phục những nhược 

điểm này. Nước thải nhiễm mặn có thể được xử lý bằng một số nhóm vi khuẩn biển 

[51] trong khi các thiết bị lên men chịu muối có thể được làm bằng nhựa, gốm sứ 

hoặc thép cacbon [52]. Đặc biệt, việc áp dụng các kỹ thuật di truyền vào sự phát triển 

của các chủng ưa mặn biến đổi gen có khả năng nâng cao hiệu quả của việc sản xuất 

PHA ở quy mô lớn. 

Nghiên cứu về quá trình tổng hợp PHA bởi các vi sinh vật ưa mặn đang được 

tăng tốc. Trong số những loài ưa mặn, vi khuẩn cổ Haloferax mediterranei và các 

loài Halomonas spp. đã được nghiên cứu rộng rãi về đặc tính sinh tổng hợp PHA hiệu 

quả. Cho đến nay, H. mediterranei đã được báo cáo có thể tổng hợp PHBV và poly 

(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate-co-4-hydroxybutyrate) (PHBV4HB) [53]; 

Các loài Halomonas có thể tích lũy PHB, PHBV và poly (3-hydroxybutyrate-co-4-

hydroxybutyrate) (P3HB4HB) [54,55,56]. Đến năm 2010, sự tích lũy PHA đã được 

báo cáo ở một số loài vi khuẩn cổ ưa mặn khác bao gồm Halostagnicola sp., 

Haloterrigena sp., Halobiforma sp., Haloarcula sp., Halobacterium sp., Halococcus 

sp., Halorubrum sp., Natrinema sp. và ở các chủng vừa ưa mặn vừa ưa kiềm bao gồm 
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Natronobacterium sp., Natronococcus sp. [9,10,11,12,13]. Đối với các loài vi khuẩn, 

hầu hết các nhà sản xuất PHA ưa mặn thuộc họ Halomonadaceae, một số ít thuộc họ 

Bacillaceae. Trong số gần 12 chi (tính đến tháng 5 năm 2017) của họ 

Halomonadaceae, chi Halomonas được biết là tích lũy PHA dạng chuỗi ngắn. Hầu 

hết các chủng Halomonas sp. có nhu cầu NaCl thấp hơn (3 – 15%) để tăng trưởng tối 

ưu so với nhóm vi khuẩn cổ ưa mặn nhưng ở nồng độ đủ để kiểm soát sự nhiễm 

khuẩn. Halomonas boliviensis, một vi khuẩn ưa kiềm và ưa kiềm vừa phải, có khả 

năng tổng hợp PHB hiệu quả ở hàm lượng trung bình 50% (khối lượng) bằng cách sử 

dụng glucose, sucrose, maltose, xylose cũng như cám lúa mì [23,24,28]. Tuy nhiên, 

không giống như H. mediterranei, hầu hết các chủng vi khuẩn ưa mặn cần tiền chất 

3HV để sản xuất PHBV. H. bluephagenesis TD01 tạo ra PHBV khi axit propionic 

hoặc axit valeric được cung cấp thêm với glucose [31]. Halomonas marina tạo ra 

PHBV với 12,8 mol% 3HV trong môi trường glucose có bổ sung axit valeric [32]. 

Tương tự, Halomonas profundus tạo ra PHBV với các phần mol khác nhau của 3HV 

khi có mặt axit valeric và axit propionic [33]. Gần đây, một chủng ưa mặn sản xuất 

PHB có tên là Vibrio proteolyticus đã được phân lập từ biển Hàn Quốc và nó cũng 

được phát hiện để tạo ra PHBV chứa 15,8 mol% 3HV khi axit propionic được thêm 

vào làm đồng cơ chất của fructose [34]. Tuy nhiên, chủng Halomonas campisalis lại 

có thể tích lũy PHBV với 3,6 mol% 3HV từ maltose [35]. Năm 2015, Yangia sp. 

ND199, thuộc họ Rhodobacteraceae, được báo cáo là tích tụ PHBV với phạm vi 1-7 

mol% 3HV từ nguồn carbon không liên quan bao gồm glucose, maltose, sucrose và 

glycerol [36]. Cho đến nay, các nghiên cứu về tổng hợp PHBV bằng nhóm vi khuẩn 

Gram dương còn khá hạn chế. Khác với các chi khác, chi Bacillus sp ưa mặn mới 

được ghi nhận về việc tổng hợp PHA dạng homopolymer dạng PHB [57]. Mặc dù 

vậy, các chi Bacillus là một trong những vi khuẩn Gram dương đầu tiên được ghi 

nhận có khả năng sản xuất PHA, mang nhiều lợi thế làm chủng sản xuất trong lên 

men tổng hợp PHA do có khả năng sử dụng đa dạng các nguồn cơ chất (bao gồm cả 

các phế phụ liệu nông lâm nghiệp, thủy sản,...). Cấu trúc copolymer phụ thuộc vào 

điều kiện lên men và nguồn carbon cơ chất. Khả năng tổng hợp copolyme từ cấu trúc 

các nguồn carbon không liên quan cho thấy các loài thuộc chi Bacillus có tiềm năng 

sản xuất PHA dạng copolyme mới. Chính vì vậy việc tìm kiếm các chủng thuộc chi 

Bacillus ưa mặn có khả năng tổng hợp copolymer là điều cần thiết. 

1.4. Tình hình nghiên cứu trong nước về PHA  

Các nghiên cứu về phân lập và sàng lọc các chủng vi sinh vật có khả năng tích 

lũy PHA, đặc biệt là nhóm vi sinh vật chịu mặn đã được nhóm nghiên cứu của PGS. 

TS. Đoàn Văn Thược thuộc Đại học Sư phạm 1 triển khai từ khoảng 10 năm trở lại 
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đây với rất nhiều các công bố trên các tạp chí trong nước và quốc tế. Nhóm nghiên 

cứu của PGS. Thược đã thu thập được tập hợp đa dạng các chủng vi khuẩn Gram 

dương (các chủng thuộc chi Bacillus), Gram âm (Halomonas boliviensis, Yangia sp. 

ND218, Salinivibrio sp M318, Ralstonia sp M91 …) từ một số hệ sinh thái rừng ngập 

mặn tại các tỉnh Nam Định, Quảng Ninh, Cần Giờ hoặc từ các bể làm mắm, vựa muối 

tại các địa phương. Trong tập hợp đó, nhóm nghiên cứu cũng đã sàng lọc và tìm được 

các điều kiện nuôi cấy thích hợp để thu nhận được PHA dạng copolymer [P(3HB-co-

3HV)] và [P(3HB-co-4HV)] cho một số các chủng vi khuẩn như Yangia sp 199, 

ND218, ND153, VK75, VK98 và VK129 [52,58]. Với mỗi chủng vi khuẩn, các tiền 

chất để tổng hợp PHA dạng copolymer là khác nhau. Khi sử dụng fructose là nguồn 

carbon duy nhất để nuôi cấy 100 chủng có hoạt tính tích lũy PHA thì chỉ có 2 chủng 

vi khuẩn ND199 và ND218 phân lập từ Nam Định sinh tổng hợp copolymer (PHBV) 

với hàm lượng lần lượt là 34% và 24% so với khối lượng khô tế bào. Tỉ lệ monomer 

3HV/3HB chỉ chiếm có 2 – 3 mol%. Sau khi thay đổi nguồn carbon như kết hợp giữa 

glucose và muối propionate hay valerate trong quá trình lên men, nhóm nghiên cứu 

đã thu được 7 chủng vi khuẩn sinh tổng hợp PHBV với hàm lượng tích lũy PHA dao 

động từ 11 – 71% so với khối lượng khô tế bào. Tuy nhiên tỉ lệ monomer 3HV/3HB 

cũng khá thấp chỉ khoảng 5 – 15 mol%. Đặc biệt, chủng ND153 ban đầu chỉ tổng hợp 

homopolymer PHB nhưng sau khi bổ sung propionate đã tổng hợp thêm các monomer 

3HV và tỷ lệ 3HV tăng tuyến tính (từ 1 – 30 mol%) khi nồng độ propionate trong 

môi trường nuôi cấy tăng từ 0,2 – 1 g/l [59]. Hai chủng ND199 và ND218 sau khi 

thay đổi cơ chất lên men đã nâng được tỉ lệ monomer 3HV lên 44 và 21 mol% nhưng 

hàm lượng tích lũy PHA tổng thì lại giảm xuống 11 – 12% so với khối lượng khô tế 

bào [60]. Một trong những chủng vi khuẩn được nhóm tập trung nghiên cứu sâu là 

Yangia sp ND199. Nhiều chiến lược lên men để thu nhận PHBV từ chủng này đã 

được ra đời. Khi nuôi cấy trong bình tam giác, chủng này chỉ tạo ra lượng sinh khối 

6,37 g/l với hàm lượng P(3HB-co-3HV) tích lũy là 43,1%. Tuy nhiên khi nuôi chủng 

này trong nồi lên men, lượng sinh khối tăng lên 9,1 g/l nhưng hàm lượng P(3HB-co-

3HV) tích lũy lại giảm còn 37%. Quy trình lên men gián đoạn 2 pha đã nâng cao hàm 

lượng sinh khối khô lên 55,8 g/l với hiệu suất tích lũy PHBV đạt 67% sau 51 giờ lên 

men. Tuy nhiên tỉ lệ monomer 3HV chỉ đạt có 3,2 mol% [61]. Hơn nữa, trong quá 

trình lên men có bổ sung các tiền chất như 1,4-butanediol, -butyrolactone hay 

sodium 4-hydroxybutyrate thì sản phẩm PHA tích lũy được có thành phần chứa 

monomer 4HV với tỷ lệ 4 – 7.1 mol% [62].  

Bên cạnh nhóm VSV ưa mặn, nhóm nghiên cứu của PGS. Thược cũng mở 

rộng quá trình tìm kiếm các chủng vi khuẩn sinh tổng hợp PHA ở các hệ sinh thái 
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khác và cũng đạt được nhiều kết quả có tiềm năng ứng dụng. Chủng Ralstonia sp. 

M91, Salinivibrio sp. M318 có khả năng chuyển hóa dầu cá từ phế phụ phẩm ngành 

chế biến thủy sản thành PHA. Trong khi chủng Ralstonia sp. M91 chỉ tích lũy loại 

homopolymer (PHB) với hiệu suất tích lũy 2,43 g/l khi nuôi cấy trong bình tam giác 

và tăng lên 2,73 g/l khi nuôi cấy trong hệ thống lên men 10L có chứa môi trường 

mang 15 g/l dầu cá [61] thì chủng Salinivibrio sp. M318 lại có khả năng tích lũy PHA 

dạng copolymer [P(3HB-co-3HV)] hoặc [P(3HB-co-4HB)] khi bổ sung thêm các tiền 

chất của PHA vào môi trường lên men. Tỷ lệ của monomer 3HV dao động từ 13,3 – 

24.7 mol% và 4HB từ 5,2 – 5.9 mol% [62]. Kết quả phân lập từ nước thải của làng 

nghề sản xuất bún Mạch Tràng đã tìm thấy chủng vi khuẩn MT33 có khả năng sinh 

tổng hợp poly(3-hydroxybutyrate-co3-hydroxyvalerate) (PHBV). Hàm lượng sinh 

khối khô (5,08 g/l) và hàm lượng PHBV cao nhất (67 %) đạt được sau 36 giờ nuôi 

cấy trong điều kiện tối ưu với phân đoạn 3HV đạt 3 mol% [60]. Các chủng thuộc chi 

Bacillus như Bacillus megaterium D8, B. cereus, B. paranthracis cũng đã được phân 

lập và sàng lọc khả năng tích lũy PHB khi sử dụng tinh bột sắn, dịch thủy phân rơm 

rạ với hiệu suất tích lũy từ 46,4 – 66.2% [47-48]. 

Các nhóm nghiên cứu phía Nam cũng đã công bố một số kết quả phân lập và 

sàng lọc các chủng vi khuẩn sinh tổng hợp PHA nhưng chủ yếu ở dạng PHB. Năm 

2015 nhóm nghiên cứu của tác giả Huỳnh Văn Hiếu và cộng sự tại Trường Đại học 

Nguyễn Tất Thành phân lập và sàng lọc một số chủng vi khuẩn có khả năng sinh tổng 

hợp PHB bằng thuốc nhuộm Sudan black B từ các mẫu đất, nước, bùn cống rãnh ở 

khu vực TP Hồ Chí Minh. Sáu chủng sàng lọc được phân làm 2 chi là Enterobacter 

và Bacillus [49]. Nhóm nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thành Luân và cộng sự đã 

thu mẫu nốt sần cây họ đậu như rễ cây đậu phộng, đậu bắp, cây cỏ đậu tại Bình 

Dương. Kết quả đã tìm thấy 5 chủng vi khuẩn có khả năng tạo ra nhựa sinh học và 

phân loại chủng có khả năng sản xuất nhựa cao nhất (đạt 39.84%) sau 48 giờ nuôi 

cấy thuộc loài Rhizobium gallicum [50].  

Trong dự án đề tài cấp nhà nước “Nghiên cứu tạo màng polymer sinh học từ 

chủng vi khuẩn E. coli tái tổ hợp và bước đầu thử nghiệm làm giá đỡ nuôi cấy mô 

trong Y học”, Khoa Công nghệ Sinh học – Trường Đại học Nguyễn Tất Thành đã 

bước đầu phân lập được một số chủng vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHB thuộc 

chi Pseudomonas, Citrobacter, Klebsiella, Bacillus, Enterobacter, Leclercia. Đồng 

thời tính tương thích sinh học của PHB ở vi mô in vitro trên các dòng tế bào như 

nguyên bào sợi, tế bào biểu mô, tế bào cơ trơn, tế bào gốc trung mô, tế bào xương, tế 

bào tủy xương, tế bào sụn,... cũng đã được nhóm khảo sát. Viện kỹ thuật Y Khoa (Bộ 

Y tế, Liên bang Nga) (số 388-99, 24.12.1999) đã cấp chứng nhận độc tính cho các 
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sản phẩm từ PHB, chứng nhận này cho phép PHB được ứng dụng vào y tế như vật 

liệu tương thích sinh học, không độc hại và thích hợp cho cấy ghép mô ở người. Kết 

quả này mang đến tiềm năng ứng dụng điều trị phỏng, vết thương lâu lành trên người 

bằng băng dán sinh học từ màng sinh học PHB (https://cnsh.ntt.edu.vn/nghien-cuu-

khoa-hoc/61-nghien-cuu-khoa-hoc/410-polymer-sinh-hoc-phb-poly-

hydroxybutyrate-tong-hop-tu-vi-sinh-vat). 

Tại Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam, những nghiên cứu đầu 

tiên về việc sàng lọc, lựa chọn chủng sản xuất PHB đã được tiến hành từ những năm 

2008 – 2009. Nhóm nghiên cứu của PGS. TS Trần Đình Mấn, TS. Phạm Thanh Hà 

đã lựa chọn được chủng vi khuẩn Alcaligenes latus VN1 phân lập từ đất nhiễm dầu 

có khả năng tích lũy PHB khoảng 40% so với khối lượng khô của tế bào. Chủng này 

sau đó được gây đột biến bằng cách chiếu tia UV, thu được thể đột biến A. latus VN1-

20 có hoạt tính tích lũy PHB lên 55,6% [51]. Thể đột biến A. latus VN1-20 đã được 

thử nghiệm lên men trên nguồn carbon tinh bột sắn (40 g/l) bằng qui trình nuôi cấy 

hai giai đoạn trên môi trường dinh dưỡng và môi trường khoáng bị giới hạn nitơ. Sinh 

khối khô sau quá trình lên men đạt ~ 15 g/l với năng suất tích luỹ PHB đồng hình đạt 

~ 75%. Sau tinh sạch thu được sản phẩm PHB có khối lượng phân tử cao, mang những 

tính chất ưu việt của vật liệu polymer tiềm năng cho ứng dụng, hoà hợp tốt với 

chitosan tạo sản phẩm blend đã cải thiện được nhiệt độ nóng chảy của PHB, có khả 

năng phân huỷ sinh học hoàn toàn trong thời gian ngắn [63]. Năm 2018 nhóm nghiên 

cứu của GS.TS Đặng Diễm Hồng đã phân lập được ba chủng vi khuẩn Gram âm ở 

rừng ngập mặn Giao Thủy, Nam Định, trong có đó một chủng thuộc chi Halomonas 

có khả năng tích lũy PHB lên đến 50,23% so với sinh khối khô sau 60 giờ nuôi cấy 

[64]. 

Gần đây, nhóm nghiên cứu của TS. Lã Thị Huyền của Viện Công nghệ sinh 

học cũng có công bố trên Tạp chí Kiểm nghiệm và An toàn thực phẩm kết quả sàng 

lọc 6 chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus có khả năng sản xuất của nhựa polymer phân 

hủy sinh học, trong đó chủng Bacillus sp. DV01 tích lũy cao nhất, đạt 23,9% so với 

sinh khối khô [65]. Viện Công nghệ sinh học vừa hoàn thành nhiệm vụ chủ trì đề tài 

“Nghiên cứu tạo chế phẩm sinh học tái tổ hợp sinh tổng hợp bioplastic từ phụ phấm 

chế biến thủy sản”, mã số ĐT.08.19/CNSHCB thuộc Đề án phát triển và ứng dụng 

công nghệ sinh học trong lĩnh vực công nghiệp chế biến đến năm 2020 của Bộ Công 

thương. Kết quả đề tài đã tạo được 3 chủng tái tổ hợp B. megaterium pPSPHAR1/1, 

pPSPHAC5/1 và gRNAPHAZ/1 có khả năng tích lũy PHA lần lượt là > 70%, >50% 

và > 50%. Tuy nhiên cả 3 chủng tái tổ hợp chỉ tích lũy homopolymer PHB. Sản phẩm 

PHB blend tốt với chitosan, có khả năng phân hủy hoàn toàn sau 2 tháng chôn lấp 
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ngoài môi trường và cũng đã đánh giá tính an toàn đối với dòng tế bào nguyên bào 

sợi [53]. 

Như đã trình bày ở trên phần lớn các chủng vi khuẩn phân lập được chỉ tổng 

hợp duy nhất một loại P3HB, chỉ một số ít các chủng tổng hợp copolymer, thuộc các 

chi như Methilobacterium, Pseudomonas, Rhodospirillacee, Alcaligenes, 

Comamonas, Halomonas và Rhodococcus. Ngoài ra các loài cổ khuẩn như Haloferax 

mediteranei, xạ khuẩn Streptomyces hay các vi khuẩn tía quang hợp cũng được ghi 

nhận có khả năng tổng hợp PHAs. Hiệu suất tổng hợp copolymer của các chủng 

không chỉ phụ thuộc vào đặc điểm sinh học của chủng mà còn phụ thuộc khá nhiều 

vào điều kiện nuôi cấy và lên men. Việt Nam là một trong những đất nước có tính đa 

dạng sinh học cao nhất trên Thế giới, do đó chúng ta có thể chủ động tìm kiếm và 

khai thác các chủng vi sinh vật từ các hệ sinh thái khác nhau có khả năng tổng hợp 

nhựa sinh học nhằm chủ động sản xuất các loại vật liệu ứng dụng trong các ngành 

công nghiệp. Chính từ những cơ sở đã phân tích ở trên, chúng tôi đặt vấn đề “Tuyển 

chọn các chủng vi khuẩn tích lũy nhựa sinh học Polyhydroxyalkanoate (PHA) 

dạng copolymer phân lập ở Việt Nam”. 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Vật liệu 

Các mẫu nước biển (3 mẫu), mẫu trầm tích (5 mẫu) của vùng biển Nha Trang, 

Khánh Hòa được đánh số từ 1-8 (Bảng 2.1, Hình 2.1) 

Bảng 2.1: Đặc điểm mẫu nước và trầm tích biển vùng biển Nha Trang, 

Khánh Hòa 

STT Ký hiệu Vị trí lấy mẫu Đặc điểm mẫu 

Điều kiện thu mẫu 

(độ sâu, nhiệt độ, độ mặn, 

pH) 

1 1 Bờ biển Màu nâu, dạng cát 20 cm, 30oC, 30o/oo, 7,4 

2 2 Đáy biển Màu trắng, cát 8 m, 30oC, 37o/oo, 7,9 

3 3 Đáy biển Màu trắng, cát 12 m, 30oC, 37o/oo, 7,8 

4 4 Đáy biển Màu trắng, cát 20 m, 30oC, 37o/oo, 7,8 

5 5 

Vùng rễ cây 

đậu biển và 

muống biển 

Màu nâu đen, đất 

cát san hô 

Cách bề mặt 5-10cm, 

30oC, 21o/oo, 7,5 

6 6 Ngoài bờ kè 
Màu trắng, cát san 

hô 

Độ sâu 0,5m, 30oC, 27o/oo, 

7,8 

7 7 Ngoài bờ kè 
Màu nâu, đất cát 

san hô 

Độ sâu 5 – 10 cm, 30oC, 

25o/oo, 7,9 

8 8 

Vùng rễ cây lạc 

tiên ngoài bờ 

kè 

Màu nâu, đất cát 

san hô 

Độ sâu 5 – 10 cm, 30oC, 

23o/oo, 7,7 
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Hình 2.1: Hình ảnh mẫu nước và mẫu trầm tích được lấy ở vùng biển Nha 

Trang, Khánh Hòa. 

Thời gian nghiên cứu: Các nghiên cứu được thực hiện ở quy mô phòng thí 

nghiệm, trong thời gian từ 01/2022 – 09/2022. 

2.2. Dụng cụ, thiết bị máy móc, hóa chất 

2.2.1. Dụng cụ 

Đĩa petri  9, ống nghiệm, micropipette (1000 µl, 200 µl, 10 µl), ống falcon 

(50ml), đầu côn (1000 µl, 200 µl, 10 µl), ống eppendorf (1,5 ml; 2,2 ml), bình 

Schott (250 ml, 500 ml), que cấy, đèn cồn, ống đong, giấy đo pH, đũa thủy tinh… 

2.2.2. Thiết bị máy móc 

- Các thiết bị khử trùng, vô trùng: Tủ sấy (DHG-9140 B, Trung Quốc), 

nồi hấp thanh trùng (Hirayama, Nhật Bản), lò vi sóng (Sharp, Trung Quốc) 

- Các thiết bị nuôi cấy và giữ giống: Tủ ấm, máy lắc ổn nhiệt (Wise Cube, 

Hàn Quốc), tủ lạnh 5oC (Sharp, Trung Quốc), tủ lạnh -20oC (Frigor, Đan Mạch) 

- Các thiết bị ly tâm: Máy ly tâm Eppendorf (Hermle, CHLB Đức), máy ly 

tâm Universal 320 (Hettich, CHLB Đức). 

- Thiết bị khuếch đại gene (ABI – Singapore), máy điện di, máy giải trình 

tự gen ABI 3130 (ABI – Mỹ) 



18 

 

- Máy đo quang phổ (LaboMed, Mỹ), Hệ thống sắc ký lỏng cao áp HPLC 

(Agilent 1290 infinity II, CHLB Đức) 

- Các thiết bị khác: Máy vortex (Dlab, Trung Quốc), máy khuấy từ (Dlab, 

Trung Quốc), cân điện tử (G&G, Nhật Bản), tủ cấy sinh học (Sanyo, Nhật Bản), kính 

hiển vi huỳnh quang (Nikon C1, Nhật Bản), kính hiển vi điện tử (Olympus CH2, Nhật 

Bản). 

2.2.3. Hóa chất 

- Kit GeneJET Genomic DNA Purification (Thermo Fisher, CH Litva) 

- Agarose (Sigma-Aldrich, CHLB Đức) 

- Axit crotonic (Sigma-Aldrich, CHLB Đức) 

- Nile blue A (Sigma-Aldrich, CHLB Đức) 

- PHBV chứa 12% 3HV (Sigma-Aldrich, CHLB Đức) 

- Các hóa chất khác sử dụng trong pha chế môi trường nuôi cấy và phân tích 

đều đạt tiêu chuẩn tinh khiết ở điều kiện phòng thí nghiệm. 

2.2.4. Môi trường nuôi cấy 

- Môi trường Salinity LB [g/l]: bacto tryptone 5, cao nấm men 10, NaCl 30, 

pH 7,2. 

- Môi trường Salinity LB agar: có thành phần tương tự môi trường Salinity 

LB và bổ sung 20 g/l agar. 

- Môi trường Salinity HT [g/l]: glycerol 30, bacto tryptone 5, cao nấm men 

1, Na2MoO4.2H2O 0,005, MnSO4 0,005, FeSO4.7H2O 0,01, CaCl2.2H2O 0,02, NaCl 

30, MgSO4.7H2O 0,2, (NH4)2SO4 1, KH2PO4.2H2O 0,2, K2HPO4 1.6, pH 7. 

- Môi trường Salinity HT agar: có thành phần tương tự môi trường Salinity 

HT và bổ sung 20 g/l agar 

- Môi trường khoáng cơ bản [g/l]: KH2PO4.2H2O 1,36, MgSO4.7H2O 0,2, 

NaCl 30, (NH4)2SO4 1, FeSO4.7H2O 0,01, cao nấm men 1, nguồn cơ chất 1. 

Các môi trường trên đều được khử trùng ở 121 oC trong 20 phút trước khi sử 

dụng. 
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2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Phân lập các chủng vi khuẩn từ các mẫu nước và trầm tích biển 

Phân lập vi khuẩn trực tiếp trên môi trường dinh dưỡng đặc hiệu cho vi khuẩn 

ưa mặn LB agar (có nồng độ muối cuối cùng là 3%). Các mẫu được đồng nhất, sau 

đó hút 1 ml dịch đồng nhất để chuyển vào ống nghiệm có chứa 9 ml dung dịch nước 

muối sinh lý (0,89% NaCl) và đánh dấu độ pha loãng 10-1. Tiếp tục pha loãng mẫu 

đến 10-4. Sau đó từ 3 ống nghiệm có độ pha loãng cuối cùng hút 500 µl dịch và chang 

đều lên các đĩa petri chứa môi trường Salinity LB agar. Mỗi nồng độ pha loãng được 

cấy chang vào 3 đĩa petri. Ủ nuôi các đĩa ở nhiệt độ 37 oC, trong vòng 24 đến 72 giờ. 

Theo dõi và chọn lọc các khuẩn lạc riêng rẽ mọc trên đĩa tại thời điểm sau 24h, 48h, 

72h nuôi. Cấy tách chuyền nhiều lần trên đĩa Salinity LB agar để làm thuần. Những 

khuẩn lạc vi khuẩn tinh sạch được cấy chuyển sang ống nghiệm thạch nghiêng chứa 

môi trường Salinity LB và giữ ở tủ lạnh 5 oC cho bước sàng lọc khả năng tích luỹ 

nhựa. 

Xác định số lượng vi khuẩn 

Số lượng vi khuẩn có trong 1 g hoặc 1 ml mẫu phân lập (N) được tính theo công 

thức sau: 

∑ C 

N = -------------------- 

V( n1+ 0,1.n2 )d 

 

Trong đó: 

∑ C: Tổng số khuẩn lạc đếm được trên tất cả các đĩa đã chọn. 

V: Thể tích dịch nuôi cấy trên mỗi đĩa tính bằng ml. 

n1: Số đĩa của độ pha loãng thứ nhất được giữ lại. 

n2: Số đĩa của độ pha loãng thứ hai được giữ lại. 

d: Hệ số pha loãng tương ứng của độ pha loãng thứ nhất.  

2.3.2. Đánh giá sơ bộ khả năng tích luỹ PHA của các chủng vi khuẩn biển 

Phương pháp nhuộm tế bào với thuốc nhuộm Sudan black theo phương pháp 

của Hartman (1940) [66]. Các chủng vi khuẩn được cấy vạch trên đĩa petri chứa môi 

trường tối thiểu Salinity HT Agar ở 37 oC trong 48 - 72 giờ. Dung dịch Sudan black 

B (0.1 g Sudan black B trong 100 ml ethanol 96 %) được rót vào đĩa để nhuộm đường 

cấy vạch trong 1 phút, sau đó tiến hành rửa lại nhiều lần với dung dịch ethanol 96 % 

cho tới khi môi trường thạch không còn màu xanh đen của Sudan black B. Các chủng 

có đường cấy bắt màu với thuốc nhuộm Sudan black sau đó được đánh dấu để tiếp 

tục kiểm tra bằng phương pháp nhuộm với Nile blue A. 
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Phương pháp nhuộm tế bào với Nile blue A được thực hiện theo phương pháp 

của Spiekermann và cộng sự (1999) [67]: Sử dụng lam kính sạch và nhỏ một giọt 

nước vô trùng, sau đó lấy 1 chấm vòng que cấy sinh khối chủng vi khuẩn đã nuôi 

trong môi trường Salinity HT sau 48 giờ, hòa tan và dàn đều. Làm khô nhanh trên 

ngọn lửa đèn cồn trước khi nhỏ 20 µl Nile blue A (0,25 mg/ml), dàn đều và ủ ở 55 oC 

trong 10 phút. Sau đó mẫu được cố định với axit axetic 8 % trong 1 phút và rửa lại 

bằng nước cất. Mẫu được làm khô tự nhiên và quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang 

Nikon C1 ở bước sóng 460 nm. Tế bào tích lũy PHA sẽ có màu cam sáng khi bắt màu 

với Nile blue A. 

2.3.3. Lên men sinh tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn biển 

Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được cấy nhân giống từ ống thạch nghiêng 

sang môi trường Salinity LB ở 37 oC trong 24 giờ, sau đó chuyển giống với tỷ lệ 5% 

(v/v) vào các bình tam giác 1 lít chứa 250 ml môi trường Salinity HT vô trùng. Quá 

trình lên men các chủng được thực hiện ở 37 oC, 200 rpm trong 48 giờ. Kết thúc lên 

men, dịch lên men được ly tâm ở điều kiện 6000 rpm trong 30 phút. Dịch lên men 

được loại bỏ còn sinh khối tế bào được rửa lại bằng dung dịch muối sinh lý (NaCl 

0,89%) trước khi sấy khô hoặc phá để thu nhựa. Mỗi thí nghiệm được lặp lại 6 lần 

với 3 mẫu được sử dụng để xác định khối lượng khô tế bào và 3 mẫu được sử dụng 

để xác định hàm lượng PHA tích luỹ nội bào. 

2.3.4. Ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy lên quá trình sinh trưởng và 

sinh tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn biển 

2.3.4.1. Ảnh hưởng của pH lên quá trình sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA 

của các chủng vi khuẩn biển 

Giống của các chủng vi khuẩn tuyển chọn được chuẩn bị trên môi trường 

Salinity LB và được chuyển sang bình tam giác chứa 250 ml môi trường Salinity HT 

với tỷ lệ giống 5%. Các bình chứa môi trường Salinity HT đã được điều chỉnh pH 

ban đầu về giá trị 4 – 9. Quá trình lên men diễn ra ở 37 oC, 200 rpm trong 48 giờ. Kết 

thúc lên men, xác định khối lượng sinh khối khô và hàm lượng PHA tích luỹ trong tế 

bào để tìm giá trị pH tối ưu cho từng chủng. 

2.3.4.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ lên quá trình sinh trưởng và sinh tổng hợp 

PHA của các chủng vi khuẩn biển 

Dịch nhân giống của các chủng vi khuẩn tuyển chọn được cấy chuyển sang 

bình tam giác chứa 250 ml môi trường Salinity HT với tỷ lệ 5%. Quá trình lên men 

được tiến hành ở giá trị pH tối ưu của mỗi chủng, 200 rmp trong 48 giờ, với các lô 



21 

 

thí nghiệm ở 25, 30, 37 và 45 oC. Đánh giá khối lượng sinh khối khô và hàm lượng 

PHA tích lũy sau khi kết thúc lên men. 

2.3.4.3. Ảnh hưởng của tỷ lệ giống lên quá trình sinh trưởng và sinh tổng hợp 

PHA của các chủng vi khuẩn biển 

Các chủng được nhân giống và được cấy chuyển sang bình tam giác chứa 250 

ml môi trường Salinity HT có pH tối ưu với mỗi chủng. Tỷ lệ tiếp giống được thay 

đổi 2,5%, 5% và 7,5%. Quá trình lên men được thực hiện ở 37 oC, 200 rpm trong 48 

giờ. Đánh giá khối lượng sinh khối khô và hàm lượng PHA tích lũy sau khi kết thúc 

lên men. 

2.3.4.4. Ảnh hưởng của tốc độ lắc lên quá trình sinh trưởng và sinh tổng hợp 

PHA của các chủng vi khuẩn biển 

Quá trình lên men sinh tổng hợp PHA của các chủng được thực hiện trên bình 

tam giác 1 lít chứa 250 ml môi trường ở Salinity HT có pH tối ưu với mỗi chủng ở 

điều kiện 37 oC, tỷ lệ giống 5% trong 48 giờ. Các bình tam giác được đặt trong máy 

lắc ổn nhiệt điều chỉnh tốc độ lắc 100, 150, 200 và 250 rpm. Kết thúc quá trình lên 

men cân khối lượng sinh khối khô và xác định hàm lượng PHA tích luỹ. 

2.3.4.5. Ảnh hưởng của nồng độ glycerol lên quá trình sinh trưởng và sinh 

tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn biển 

Khối lượng sinh khối khô và hàm lượng PHA tích luỹ của các chủng vi khuẩn 

biển được đánh giá sau khi lên men trên bình tam giác 1 lít chứa 250 ml môi trường 

ở Salinity HT có pH tối ưu với mỗi chủng ở điều kiện 37 oC, 200 rpm, tỷ lệ giống 5% 

trong 48 giờ. Nồng độ glycerol trong thành phần môi trường Salinity HT được thay 

đổi trong các lô thí nghiệm từ 10, 20, 30 và 40 g/l. 

2.3.5. Xác định khối lượng tế bào khô (CDW) 

Các ống fancol dung tích 50 ml được sấy khô đến khối lượng không đổi sau 

đó cân để xác định khối lượng ban đầu (Mo) của từng ống. Cặn tế bào thu được từ 

dịch lên men sau khi rửa loại bỏ muối sẽ được sấy ở 60 oC cho đến khi khối lượng 

không đổi và cân xác định khối lượng (M). Khối lượng tế bào khô được tính theo 

công thức: CDW (mg/ ml) = (M – M0)/250. 

2.3.6. Tách chiết PHA 

Quá trình tách chiết PHA được thực hiện theo mô tả của Mascarenhas và 

Aruna (2021) [68]. Cụ thể như sau: Sinh khối tươi tế bào được rửa 2 lần với dung 

dịch muối sinh lý (NaCl 0,89 %) để loại muối. Hòa lại tế bào trong nước cất với thể 

tích thích hợp và tiến hành gia nhiệt bằng lò vi sóng công suất 140 W trong 15 phút. 
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Quá trình gia nhiệt được dừng sau mỗi 10 giây cho đến khi hết thời gian xử lý. Bổ 

sung dung dịch ethanol/acetone 1:1 (v/v) và ủ trong 2 giờ trước khi chiết bằng 

chloroform. Lắc mạnh trong 5 - 6 giờ để nhựa sinh học hòa tan hoàn toàn. Thu pha 

chứa chloroform sang ống thủy tinh mới và bổ sung methanol lạnh (thể tích gấp 5 - 8 

lần so với dịch chloroform). Giữ mẫu ở -20 oC trong khoảng 30 phút. Ly tâm thu cặn 

PHA ở 12.000 rpm trong 20 phút. Bổ sung 2 lần dung dịch ethanol 70% để loại dung 

môi, ly tâm thu cặn rồi sấy khô ở 50 oC trong tủ hút. 

2.3.7. Định lượng PHA 

Hàm lượng PHA được xác định bằng phương pháp axit crotonic của Law và 

Slepecky (1961) [69]. Nguyên lý của phương pháp dựa vào sự chuyển hoá của PHB 

thành axit crotonic và hợp chất này có độ hấp thụ cực đại ở bước sóng 235 nm. PHB 

chuẩn (Sigma Aldrich) được sử dụng làm chất chuẩn trong phản ứng chuyển hoá 

thành axit crotonic với hàm lượng dao động từ 10 - 100 (g/ml). Từ kết quả độ hấp 

thụ tuyến tính với độ hấp thụ ở bước sóng 235 nm của các mẫu có nồng độ PHB khác 

nhau đã xây dựng được đường chuẩn PHB (Hình 2.2). 

Các mẫu sinh khối tế bào của các chủng tuyển chọn được bổ sung chloroform 

để hòa tan PHA trong tế bào. Lượng nhỏ của dịch chiết (0,05 - 0,1 ml) được chuyển 

vào ống nghiệm khô để bay hơi dung môi. Bổ sung 10 ml dung dịch H2SO4 và gia 

nhiệt hỗn hợp ở 100 oC trong 10 phút để chuyển hoá hoàn toàn PHA thành axit 

crotonic, hỗn hợp sau đó được để nguội ở nhiệt độ phòng. Pha loãng dịch thủy phân 

bằng dung dịch 98% H2SO4 rồi đo độ hấp thụ ở bước sóng 235 nm. 

 

Hình 2.2: Đường chuẩn PHB được xác định theo phương pháp axit 

crotonic [69]
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Hiệu suất tích lũy PHA được tính theo công thức H = m1/m2 x 100%, trong đó 

m1 là khối lượng PHA tích lũy và m2 là khối lượng khô tế bào. 

2.3.8. Xác định thành phần PHA 

Kỹ thuật sắc ký lỏng cao áp (HPLC) được sử dụng để xác định thành phần của 

PHA do các chủng vi khuẩn biển tuyển chọn tích lũy theo mô tả của Duvigneau và 

cộng sự (2021) [70]. Khoảng 10 ml dịch chứa PHA thu được từ 250 ml dịch lên men 

được phân hủy trong 10 ml axit sulfuric đậm đặc ở 100 °C trong 30 phút trong nồi 

cách thủy. Sau đó, làm lạnh các ống nghiệm trên nước đá trong 5 phút và được pha 

loãng bằng 40 ml thể tích H2SO4 0,014 N, trộn nhanh và lọc bằng màng lọc cellulose 

acetate với kích thước lỗ màng 0,45 µm. 10 µl dịch lọc được bơm lên cột reverse 

phase Inertsil 100A ODS-3 (kích thước hạt 5 μm, 250 × 4,6 mm) và được đẩy ra khỏi 

cột bằng hỗn hợp dung môi H2SO4 0,025% : acetonitrile với tỷ lệ 92:8, tốc độ 1 

ml/phút ở 60 °C. Chất chuẩn được sử dụng bao gồm axit crotonic và PHBV có tỷ lệ 

12% 3HV (Sigma-Aldrich, Đức). 

2.3.9. Xác định đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào 

Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được nuôi ở 37 oC trên đĩa môi trường Salinity 

LB Agar. Sau 24 giờ tiến hành quan sát hình thái khuẩn lạc.  

Tế bào được làm tiêu bản và nhuộm Gram trước quan sát dưới kính hiển vi 

điện tử Olympus CH2 ở độ phóng đại 100X. 

2.3.10. Xác định nhu cầu sử dụng oxy 

Một vòng que cấy từ ống thạch nghiêng giữ giống các chủng vi khuẩn tuyển 

chọn được cấy vào ống nghiệm chứa 5 ml môi trường Salinity LB. Nuôi tĩnh ở 37 

oC trong 48 giờ. Quan sát vị trí các đám tế bào (biofilm) mọc trong ống nghiệm. 

Nếu đám tế bào nổi trên bề mặt dịch môi trường là các chủng có nhu cầu oxy cao 

(ưa hiếu khí). Nếu đám tế bào lưng chừng ống nghiệm thì các chủng có thể sinh 

trưởng ở điều kiện môi trường có oxy giới hạn (vi hiếu khí). 

2.3.11. Hoạt tính catalase 

Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được nuôi ở 37 oC trên đĩa môi trường Salinity 

LB Agar. Sau 24 giờ tiến hành nhỏ dung dịch H2O2 3 % lên bề mặt đĩa thạch. Nếu có 

xuất hiện bọt khí trên khuẩn lạc của chủng là phản ứng dương tính, ngược lại nếu 

không có xuất hiện bọt khí là phản ứng âm tính. 
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2.3.12. Hoạt tính thủy phân tinh bột, CMC và gelatin 

Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được cấy điểm trên các đĩa môi trường khoáng 

cơ bản có bổ sung các cơ chất với nồng độ cuối cùng là 1 g/l để cảm ứng khả năng 

sinh tổng hợp các enzyme thủy phân tương ứng của tế bào. Các cơ chất được sử dụng 

là tinh bột tan, CMC và gelatin. Sau 48 giờ ủ ở 37 oC, các đĩa petri được nhỏ các dung 

dịch Lugol 1% cho nguồn cơ chất tinh bột tan, Congo red cho CMC và axit 

trichloacetic 5 % cho gelatin. Quan sát vòng halo trong xung quanh khuẩn lạc của các 

chủng vi khuẩn. Nếu xuất hiện vòng halo là phản ứng dương tính, không có vòng 

halo là âm tính. 

2.3.13. Khả năng sử dụng các nguồn đường 

Một số nguồn đường đơn C5 và C6 được sử dụng để lên men các chủng vi 

khuẩn tuyển chọn, bao gồm glucose, fructose, saccharose, arabinose và xylose. Các 

chủng vi khuẩn tuyển chọn được nuôi trong ống nghiệm chứa 5 ml môi trường khoáng 

cơ bản có bổ sung một loại đường với nồng độ 1% (w/v). Toàn bộ các ống nghiệm 

được nuôi ở 37 oC, 200 rpm trong 48 giờ. Quan sát vị trí và mức độ phát triển của các 

chủng thông qua chỉ số mật độ quang OD600. OD600 < 0,1 là không phát triển (-), 0,1 

< OD600 < 0,3 là phát triển yếu (), 0,3 < OD600 < 0,4 là có phát triển (+), 0,4 < OD600 

< 0,6 là phát triển tốt (++), OD600 > 0,6 là phát triển rất tốt (+++). 

2.3.14. Tách chiết DNA tổng số của các chủng vi khuẩn 

DNA tổng số của các chủng vi khuẩn biển được tách chiết bằng Kit GeneJET 

Genomic Purification (Thermo Fisher, Mỹ) với quy trình theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. DNA sau khi tách chiết được chạy điện di trên gel agarose 0,8% với dòng diện 

100 V để kiểm tra chất lượng. Ngoài ra nồng độ DNA được tính toán ở máy quang 

phổ NanoDrop dựa vào độ hấp thụ ở bước sóng 260 nm theo công thức: 

Nồng độ DNA (µg/ml) = A260. f. x   

Trong đó: 

A260: chỉ số hấp thụ tại bước sóng 260 nm 

f: độ pha loãng 

 x: chỉ số hấp thụ tại bước sóng 260 nm của sợi kép DNA = 50 µg/ml. 

Độ tinh sạch của DNA được đánh giá thông qua tỷ lệ A260: A280. Tỷ lệ này ≥ 

1,6 là DNA có đủ chất lượng để tiếp tục các thí nghiệm sau. 
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2.3.15. Khuếch đại gene 16S rRNA của các chủng vi khuẩn 

DNA tổng số của các chủng vi khuẩn được sử dụng làm khuôn để khuếch đại 

gen 16S rRNA bằng cặp mồi 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') và 1492R 

(5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3') [71]. Thành phần phản ứng PCR với thể 

tích 50 µl được chuẩn bị bao gồm: đệm Taq polymerase (10x): 5µl; dNTPs (10 mM): 

2µl; Dream Taq polymerase (5000 U/ml): 0,3µl; mồi xuôi 27F (10 pmol): 1µl; mồi 

ngược 1429R (10 pmol): 1µl; DNA khuôn (20 ng): 2µl; nước: 38,7µl. Phản ứng được 

thực hiện với chu trình nhiệt như sau: 

95 oC: 5 phút,  

95 oC: 1 phút 

55 oC: 45 giây    35 chu kỳ 

72 oC: 90 giây 

72 oC: 10 phút 

4 oC:  

Kết thúc phản ứng, sản phẩm được kiểm tra bằng phương pháp điện di trên gel 

agarose 0,8 % rồi được tinh sạch bằng Kit GenJET PCR Purification (Thermo Fisher, 

Mỹ). 

2.3.16. Giải trình tự gene 16S rRNA của các chủng vi khuẩn 

Trình tự các đoạn gene 16S rRNA được giải mã bằng máy giải trình tự gen tự 

động ABI PRISM 3100. Kết quả sẽ được xử lý bằng các phần mềm tin sinh Chromas. 

Trình tự nucleotide hoàn chỉnh được xác định bằng cách sử dụng công cụ BLAST 

NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) để so sánh mức độ tương đồng của trình tự gen 

16S được giải với trình tự của các dòng vi khuẩn có trong ngân hàng gen trên National 

Center for Biotechnology Information (NCBI). Từ kết quả đó xây dựng cây phát sinh 

chủng loại sử dụng phần mềm MEGA X trong phương pháp maximum- likelihood.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. Phân lập các chủng vi khuẩn từ các mẫu nước và trầm tích biển 

Từ 3 mẫu nước biển và 5 mẫu trầm tích của vùng biển Nha Trang, Khánh Hòa, tiến 

hành phân lập các chủng vi khuẩn biển như mô tả trong phần phương pháp phân lập. Sau 

24 – 72 giờ nuôi cấy ở nhiệt độ 37 oC, các mẫu phân lập xuất hiện nhiều loại khuẩn lạc có 

hình dạng và kích thước khác nhau (Hình 3.1). Các khuẩn lạc riêng rẽ được tách và làm 

sạch trước khi cấy sang các ống nghiệm thạch nghiêng chứa môi trường Salinity LB agar 

phục vụ các nghiên cứu tiếp theo. Kết quả phân lập ở Bảng 3.1 cho thấy số lượng vi khuẩn 

trong các mẫu dao động trong khoảng từ 1,0 x 101 CFU/ml đến 6,7 x 105 CFU/ ml và tổng 

số đã thu nhận được 44 chủng vi khuẩn riêng rẽ. 

  

    

Mẫu 1      Mẫu 2 

    

Mẫu 3     Mẫu 4 
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Mẫu 5     Mẫu 6 

    

Mẫu 7     Mẫu 8 

Hình 3.1: Hình ảnh phân lập các chủng vi khuẩn ưa mặn từ các mẫu nước và trầm 

tích vùng biển Nha Trang, Khánh Hòa. 

Theo các công bố trước đây về mật độ và số lượng các quần xã vi khuẩn của các hệ 

sinh thái nước mặn có thể thay đổi, phụ thuộc vào nhiệt độ, nồng độ muối, sự phong phú 

của các chất dinh dưỡng hữu có và các thông số hóa lý khác. Tuy nhiên mật độ trung bình 

của quần xã vi khuẩn biển dao động từ 103 đến 106 CFU/ml [72]. Kết quả từ Bảng 3.1 cho 

thấy mật độ vi khuẩn của các mẫu nghiên cứu cũng thay đổi từ 102 đến 105, trừ mẫu số 2 

là mẫu được lấy ở vùng đáy biển dạng cát vàng sang, có độ sâu 8 m chỉ có mật độ vi khuẩn 

thấp 101 CFU/ml. So với các mẫu nước mặt như mẫu số 1, 7 và 8 có mật độ vi khuẩn cao 

hơn (104 - 105) thì các mẫu đáy có mật độ vi khuẩn thấp hơn. Kết quả này phù hợp với lý 

thuyết về sự hiện diện của các vi sinh vật thường giảm khi tăng độ sâu của nước. Hơn nữa, 

sự phân bố theo chiều ngang và chiều dọc của các quần thể vi khuẩn trong trầm tích còn bị 

ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố khác nhau, chẳng hạn như bản chất hóa lý của trầm tích, sự 

hiện diện nồng độ chất hữu cơ cao và các hiện tượng thủy văn như mặt phân cách của các 

khối nước [73,74]. 
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Bảng 3.1. Số lượng vi khuẩn phân lập từ các mẫu nước biển và trầm tích của 

vùng biển Nha Trang, Khánh Hòa 

Tên mẫu Mật độ vi khuẩn [CFU/ml] 
Số chủng 

phân lập 
Kí hiệu chủng 

Mẫu1  3,44 x 105 6 Từ 1.1 đến 1.6 

Mẫu 2 1,0 x 101 4 Từ 2.1 đến 2.4 

Mẫu 3 1,2 x 103 5 Từ 3.1 đến 3.5 

Mẫu 4 4,3 x 102 5 Từ 4.1 đến 4.5 

Mẫu 5 2,28 x 103 6 Từ 5.1 đến 5.6 

Mẫu 6 8,1 x 103 6 Từ 6.1 đến 6.6 

Mẫu 7 3,1 x 104 7 Từ 7.1 đến 7.7 

Mẫu 8 6,7 x 105 5 Từ 8.1 đến 8.5 

Tổng số chủng phân lập 44  

 

3.2. Sàng lọc nhanh các chủng vi khuẩn biển có khả năng tích lũy PHA 

Để sàng lọc nhanh các chủng có khả năng tích lũy nhựa, phương pháp nhuộm khuẩn 

lạc và tế bào đã được sử dụng. Trong tập hợp 44 chủng vi khuẩn biển đã tuyển chọn có 6 

chủng (ký hiệu gồm 1.6, 5.3, 5.6, 6.2, 6.5 và 6.6) có bắt màu xanh đen với thuốc nhuộm 

Sudan black (Hình 3.2A). Các chủng này tiếp tục được nhuộm với Nile blue A để đánh giá 

mức độ bắt màu của các hạt PHA trong tế bào. Nile Blue A là loại thuốc nhuộm huỳnh 

quang được dùng để nhuộm các hạt PHA trong tế bào, cho phép chúng bắt màu cam sáng 

dưới kính hiển vị huỳnh quang ở bước sóng 460 nm. Cường độ bắt sáng của các hạt PHA 

tỷ lệ thuận với hàm lượng PHA tích lũy trong tế bào [75]. Kết quả trên Hình 3.2B cho thấy 

cả 6 chủng đều bắt màu tốt và có màu cam sáng rõ ràng trên nền đen, điều này có nghĩa 

chúng đều có khả năng tích lũy PHA cao trong tế bào.  

Sáu chủng tuyển chọn có khả năng sinh tổng hợp PHA được giữ giống trong 

glycerol 30% ở -80oC để tiếp tục sử dụng cho các thí nghiệm sau đó. 
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    1.6    5.3    5.6 

         
    6.2    6.5    6.6 

Hình 3.2A: Khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn biển 1.6, 5.3, 5.6, 6.2, 6.5 và 6.6 bắt 

màu với dung dịch Sudan black B (A)  

           
  1.6    5.3        5.6 

          
    6.2    6.5    6.6 

Hình 3.2B: Tế bào của các chủng vi khuẩn biển 1.6, 5.3, 5.6, 6.2, 6.5 và 6.6 được 

nhuộm với dung dịch Nile Blue A và quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang đồng 

tiêu Nikon C1 ở bước sóng 460 nm. 
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3.3. Ảnh hưởng của pH, nhiệt độ, tỷ lệ giống, độ thoáng khí và nồng độ cơ chất lên 

quá trình sinh trưởng và tích lũy PHA của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

Vi sinh vật sinh trưởng tốt nhất ở điều kiện tối ưu. Quá trình sinh trưởng của vi sinh 

vật sẽ giảm, thậm chí sẽ ngừng ở các giới hạn cao hơn hoặc thấp hơn điều kiện tối ưu. PHA 

là sản phẩm dự trữ của vi sinh vật trong điều kiện dinh dưỡng bị cạn kiệt, tuy nhiên hiệu 

suất tích lũy PHA cũng giảm khi vi sinh vật không sinh trưởng hoặc sinh trưởng quá yếu, 

chính vì vậy mối tương quan giữa sinh trưởng và tích lũy PHA là hai hàm số quan trọng 

mà cần phải được quan tâm khi nghiên cứu về PHA từ vi sinh vật. Trong nghiên cứu này, 

chúng tôi lựa chọn hai yếu tố vật lý ảnh hưởng lớn nhất đến quá trình sinh trưởng và tích 

lũy PHA của 6 chủng vi khuẩn tuyển chọn là pH và nhiệt độ. 

3.3.1. Ảnh hưởng của pH 

Giá trị pH ban đầu là một trong những yếu tố ảnh hưởng lớn đến sự sinh trưởng của 

vi sinh vật cũng như các hoạt động trao đổi chất và tổng hợp các chất chuyển hóa của 

chúng, ví dụ như PHA [76]. Các nghiên cứu trước đây cho thấy các chủng vi khuẩn khác 

nhau có khả năng tích lũy PHA tối ưu từ pH 6 – 9. Trong nghiên cứu này, 3 giá trị pH ban 

đầu của môi trường lên men được điều chỉnh về 4, 5, 6, 7, 8 và 9 để đánh giá mức độ ảnh 

hưởng lên sự sinh trưởng và tổng hợp PHA của 6 chủng tuyển chọn. Kết quả tại Hình 3.3 

cho thấy cả 6 chủng đều sinh trưởng rất yếu ở pH 4, do đó hiệu suất tích lũy PHA ở giá trị 

pH axit này cũng rất thấp, từ 5,6 – 11,7 % so với sinh khối khô, thậm chí ở 2 chủng 5.3 và 

6.6 còn không xác định được hàm lượng nhựa. Mặc dù chủng 5.6 vẫn tổng hợp được nhựa 

ở pH axit, tuy nhiên chủng này sinh trưởng yếu ở cả 3 giá trị pH: 4, 5 và 9, do đó hiệu suất 

tổng hợp PHA là không cao. Chủng 1.6, 5.3 và 6.5 đều sinh trưởng tốt ở pH 6 – 8 và hiệu 

suất tổng hợp PHA cũng đạt tối ưu ở hai giá trị pH này. Trong khi đó chủng 6.2 lại khá 

nhạy cảm với pH môi trường lên men. Ở giá trị pH 6 chủng sinh trưởng tốt với hàm lượng 

sinh khối khô đạt 2,27 mg/ml và tích lũy được 31,2 % PHA nội bào, tuy nhiên khi nâng 

giá trị pH lên 8, hàm lượng sinh khối khô giảm chỉ còn 1,22 mg/ml kéo theo hiệu suất tích 

lũy PHA cũng chỉ còn 17,1%. Đặc biệt nhất là chủng 6.6 phát triển tốt nhất ở pH 8 (4,21 

mg/ml sinh khối khô) và hiệu suất tích lũy PHA cũng đạt cao nhất (44,1%) ở giá trị pH 

này. Khi nâng pH lên 9 thì hiệu suất sinh trưởng của cả 6 chủng đều giảm dù các chủng 

vẫn tích lũy nhựa . 
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Hình 3.3: Ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng và tổng hợp PHA của 6 chủng vi khuẩn 

biển tuyển chọn  

Nhiều công bố cho thấy pH tối ưu để sản xuất PHA thường là 8. Ở một số chủng vi 

khuẩn Gram dương thuộc chi Bacillus và Streptomyces, khi giá trị pH dưới 8 có khả năng 

làm giảm khả năng tích lũy PHA [77]. Shena và cộng sự đã nghiên cứu ảnh hưởng của pH 
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môi trường lên men lên tích lũy PHA của chủng B. cereus phân lập từ nước thải cho thấy 

ở pH 8 chủng tích lũy được cao nhất 382 µg/ml PHB [78]. Tương tự, chủng B. cereus 

NRRL-B-3711 tổng hợp của PHB tối đa là 50% (8,4 ± 0,06 g/l) pH 8 [79]. Một đại diện 

của nhóm vi khuẩn Gram âm là Ensifer sp. HD34 có thể tạo ra sản lượng PHA tối đa là 

54,49 % (w/v) ( 5,0 g/l) trong môi trường tối ưu có giá trị pH ban đầu là 9.0. Nghiên cứu 

cho thấy khối lượng khô tế bào khi nuôi cấy ở các pH ban đầu là 6, 7 và 8 đều cao hơn ở 

pH 9, tuy nhiên hàm lượng PHA ở pH 9,0 mới đạt giá trị cao nhất [80]. Kết quả này cũng 

tương tự như nghiên cứu về PHA thu nhận từ Pseudomonas pseudoalcaligenes và Bacillus 

spp. [81,82].  

 Những kết quả này có thể được giải thích là ở các giá trị pH cao tế bào vi khuẩn 

có thể tạo ra sự cảm ứng để sinh ra nguồn năng lượng dồi dào, tạo điều kiện cho sự hấp thụ 

cơ chất khi nuôi cấy. Tuy nhiên ở các chủng có pH tối ưu rộng thì hiệu suất tổng hợp PHA 

thấp hơn so với các chủng khác, vì pH có thể tác động đến các enzym gây thoái hóa của 

chính vi khuẩn sinh tổng hợp nhựa [76]. Trên thực tế giá trị pH trung tính thường được sử 

dụng cho độ pH ban đầu của môi trường để sản xuất PHA của các chủng vi khuẩn.  

3.3.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Nhiệt độ, giống như các yếu tố vật lý và hóa học thiết yếu khác luôn là một yếu tố 

giới hạn tiềm năng. Đặc biệt, nhiệt độ nên được xem như một yếu tố tương tác, thường 

trực, vì nó ảnh hưởng đến tất cả các quá trình hóa học và sinh hóa trong tế bào, đến sự phát 

triển của vi sinh vật, tốc độ hô hấp và sự đồng hóa các loại carbon hữu cơ, nhưng nó không 

phải lúc nào cũng là yếu tố duy nhất hoặc thậm chí là yếu tố chi phối. Mọi loài vi sinh vật 

đều có các đặc điểm nhiệt độ tối thiểu, tối đa và tối ưu, được gọi là nhiệt độ cơ bản. Kết 

quả từ Hình 3.4 cho thấy ở nhiệt độ 25 oC và 45 oC (ngưỡng dưới và ngưỡng trên của sinh 

trưởng), cả 6 chủng vi khuẩn gần như không sinh trưởng và không tích lũy nhựa. Các chủng 

đều sinh trưởng tốt từ 30 – 37 oC và tốt nhất ở 37 oC với khối lượng sinh khối khô đạt từ 

16,3 – 38,8 mg/ml. Ở nhiệt độ này, các chủng cũng tích lũy nhựa cao nhất với hàm lượng 

từ 25.7 – 44,2 %, ngay kể cả với hai chủng sinh trưởng yếu là 5.6 và 6.5. Kết quả này tương 

tự với hầu hết các công bố về các chủng vi khuẩn tích lũy nhựa ưa ấm [80,83,84].  
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Hình 3.4: Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng và tổng hợp PHA của 6 chủng vi 

khuẩn biển tuyển chọn. 

Trừ các nhóm vi sinh vật thuộc hệ sinh thái đặc biệt trong môi trường biển, đại 

dương như ở tầng đáy sâu hàng trăm đến hàng nghìn mét hay tại các giếng dầu thì phần 

lớn các vi sinh vật biển dị dưỡng thuộc loại ưa ấm, có khả năng sinh trưởng từ 25 – 45oC 

và sinh trưởng tốt nhất ở 30 – 37oC [85]. Các chủng trong nghiên cứu này đều được phân 

lập ở vùng biển Nha Trang, Khánh Hòa, nơi có nhiệt độ trung bình cả năm là 26,3oC, mùa 

đông ít lạnh. Các mẫu nước là các mẫu nước mặt và trầm tích biển có độ sâu từ 8 – 20 m, 

do đó các chủng vẫn thuộc nhóm ưa ấm. So với các chủng vi khuẩn ưa mặn được tìm thấy 

ở trong nước, chủng Yangia sp ND199 phân lập từ mẫu đất rừng ngập mặn tỉnh Nam Định 

cũng sinh trưởng và tích lũy PHA thích hợp ở nhiệt độ 32oC [58]. Nhiệt độ từ 30 – 35oC 

cũng là nhiệt độ sinh trưởng thích hợp nhất cho 3 chủng vi khuẩn VK75, VK 98 và VK 

129 phân lập từ rừng ngập mặn tỉnh Quảng Ninh với khối lượng sinh khối khô dao động 

từ 3,3 – 4,3 mg/ml và hàm lượng PHA tích lũy được từ 50 – 67% so với sinh khối khô [52]. 
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3.3.3. Ảnh hưởng của tỷ lệ giống 

Cũng tương tự như pH và nhiệt độ, tỷ lệ giống cũng là một trong những yếu tố được 

khảo sát để đánh giá tác động của nó lên sinh trưởng và tích luỹ nhựa. Ở thí nghiệm này, 3 

nồng độ được khảo sát, bao gồm 2,5 %, 5% và 7,5 %.  

 
 

 
 

 

Hình 3.5: Ảnh hưởng của tỷ lệ giống đến sinh trưởng và tổng hợp PHA của 6 chủng vi 

khuẩn biển tuyển chọn 
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Kết quả từ Hình 3.5 cho thấy ở tỷ lệ giống 7,5 % cả 6 chủng đều có khối lượng sinh 

khối khô và hàm lượng PHA tích luỹ được cao nhất. Do PHA là sản phẩm thứ cấp của tế 

bào vi sinh vật lại tích luỹ ở dạng nội bào, vì vậy với tỷ lệ tiếp giống thấp (2,5 %) thì khối 

lượng sinh khối tế bào thu được cũng thấp (0,65 – 1,937 mg/ml SKK), dẫn đến hiệu suất 

tích luỹ nhựa cũng thấp (10,54 – 20,7 %). Mặc dù ở lô thí nghiệm với tỷ lệ tiếp giống 7,5 

% cho kết quả khối lượng sinh khối khô và hàm lượng PHA tích luỹ cao nhất nhưng so với 

mẫu được tiếp giống với tỷ lệ 5 % thì mức độ chênh không đáng kể (1-5%). Do đó tỷ lệ 

giống 5% được chọn để thực hiện các thí nghiệm tiếp theo. Trong quy trình lên men vi sinh 

vật, tỷ lệ giống phù hợp cũng góp phần vào sự thành công của quá trình sản xuất, đảm bảo 

năng suất sản phẩm (sinh khối tế bào, hàm lượng các hợp chất trao đổi bậc 1, bậc 2,….) 

mà lại tránh được sự tạp nhiễm. Trong công nghệ lên men, tuỳ thuộc vào mục tiêu, đặc 

điểm sinh học của chủng sản xuất, đặc tính của sản phẩm, quy mô sản xuất, phương pháp 

lên men,… tỷ lệ tiếp giống thường dao động từ 5 – 15 % (v/v hoặc v/w) [83]. Ở quy mô 

phòng thí nghiệm, tỷ lệ giống thường nhỏ ~ 3 – 5 % (v/v) nhưng ở quy mô lên men lớn 

hơn, tỷ lệ giống được sử dụng cũng sẽ lớn hơn (7,5 – 15 %) và giống sẽ được nhân qua 

nhiều cấp (2 – 3 cấp) để đảm bảo về thể tích, mật độ và tuổi giống. 

3.3.4. Ảnh hưởng của độ thoáng khí 

Tốc độ lắc đã được chứng minh có ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng và tích luỹ 

PHA. Năm 2008, Myshkina và cộng sự đã công bố tác động của tốc độ lắc đến sinh trưởng 

và tích luỹ PHB của chủng Azotobacter chroococcum 7B. Ở tốc độ 250 rpm, khối lượng 

sinh khối đạt 7,66 g/l với hàm lượng PHB tích luỹ 75,3 % (~ 5,8 g/l PHB). Tuy nhiên cả 2 

chỉ số này đều giảm ở tốc độ lắc 190 rpm với khối lượng sinh khối chỉ đạt 3,13 g/l, hàm 

lượng PHB 74,1 % (~ 2,3 g/l PHB) [87]. Trong thí nghiệm này các chủng được thử nghiệm 

ảnh hưởng của tốc độ lắc lên sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của chúng. Kết quả từ 

Hình 3.6 cho thấy chủng 1.6 hầu như không bị ảnh hưởng nhiều của các tốc độ lắc khác 

nhau đến sinh trưởng và tích luỹ nhựa với chỉ số khối lượng sinh khối khô dao động từ 

2,17 – 2.64 mg/ml và hàm lượng PHA từ 22,2 – 26.2 %. Trong khi đó cả 5 chủng còn lại 

(5.3, 5.6, 6.2, 6.5 và 6.6) đều có nhu cầu oxy rất cao do tất cả các chủng vi khuẩn biển 

tuyển chọn đều là các chủng vi khuẩn hiếu khí. Ở tốc độ lắc 250 rpm, cả 5 chủng đều đạt 

hai hàm chỉ số (sinh trưởng và tích luỹ PHA) cao nhất, thậm chí cả các chủng vốn được 

đánh giá là sinh trưởng yếu ở các thí nghiệm trước như 5.6 và 6.5. (khối lượng sinh khối 

khô đạt lần lượt 2,66 và 2,02 mg/ml). Tuy nhiên đối với chủng 6.6 vốn sinh trưởng và tích 

luỹ PHA mạnh nhất thì không thấy có sự khác biệt giữa tốc độ lắc 200 và 250 rpm (khối 

lượng sinh khối khô đạt 4,19 mg/ml  0,02 và hàm lượng nhựa đạt 44,1  0,2%). Huong 

và cộng sự cũng ghi nhận không có sự khác biệt đáng kể về sinh trưởng của chủng 

Cupriavidus sp. USMAA1020 (DSM 19416) nhưng khả năng tích luỹ copolymer P(3HB-
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co-4HB) lại khác nhau có ý nghĩa ở các tốc độ lắc 150, 200 và 250 rpm. Cụ thể, hàm lượng 

PHA tích luỹ ở các tốc độ lắc này lần lượt là 28, 50 và 63 % (tương ứng với 3,1; 4,8 và 6,5 

g/l PHA) [88]. 

 

          
 

    

Hình 3.6: Ảnh hưởng của tốc độ lắc đến sinh trưởng và tổng hợp PHA của 6 chủng vi 

khuẩn biển tuyển chọn 

3.3.5. Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất 

Trong các nghiên cứu đã được công bố, quá trình sinh tổng hợp PHA diễn ra khi 

trong môi trường dinh dưỡng dư thừa nguồn carbon nhưng lại thiếu hoặc cạn nguồn nitơ 

hoặc phosphate. Cơ bản các nguồn carbon đã được sử dụng để làm nguồn cơ chất các chủng 

vi sinh vật tích luỹ PHA là các loại carbon hydrate, chất béo, các loại cồn như glycerol. 

Glycerol là loại phế phụ phẩm dồi dào từ quá trình sản xuất diesel sinh học, được ứng dụng 

làm phụ gia thực phẩm, mỹ phẩm, và dược phẩm. Tuy nhiên các ứng dụng glycerol làm 

0

10

20

30

40

50

0

1

2

3

4

5

1.6 5.3 5.6 6.2 6.5 6.6

H
àm

 lư
ợ

n
g 

P
H

A
 [

%
]

K
h

ố
i l

ư
ợ

n
g 

SK
K

 [
m

g/
m

l]

Chủng

100 rpm

Sinh khối khô PHA

0

10

20

30

40

50

0

1

2

3

4

5

1.6 5.3 5.6 6.2 6.5 6.6

H
àm

 lư
ợ

n
g 

P
H

A
 [

%
]

K
h

ố
i l

ư
ợ

n
g 

SK
K

 [
m

g/
m

l]
Chủng

150 rpm

Sinh khối khô PHA

0

10

20

30

40

50

0

1

2

3

4

5

1.6 5.3 5.6 6.2 6.5 6.6

H
àm

 lư
ợ

n
g 

P
H

A
 [

%
]

K
h

ố
i l

ư
ợ

n
g 

SK
K

 [
m

g/
m

l]

Chủng

200 rpm

Sinh khối khô PHA

0

10

20

30

40

50

0

1

2

3

4

5

1.6 5.3 5.6 6.2 6.5 6.6
H

àm
 lư

ợ
n

g 
P

H
A

 [
%

]

K
h

ố
i l

ư
ợ

n
g 

SK
K

 [
m

g/
m

l]

Chủng

250 rpm

Sinh khối khô PHA



37 

 

nguồn nguyên liệu để sản xuất các sản phẩm có giá trị như cụm hoá chất kiến tạo axit 

succinic, 1,2-propanediol, 1,3-propanediol, axit citric, axit acetic, axit lactic, bioethanol, n-

butanol hay các polyester PHA thông qua các quy trình công nghệ sinh học hiếu khí và kỵ 

khí ngày càng thu hút sự quan tâm của các nhà nghiên cứu trên thế giới [89]. 

 

    
 

    

Hình 3.7: Ảnh hưởng của nồng độ glycerol đến sinh trưởng và tổng hợp PHA của 6 

chủng vi khuẩn biển tuyển chọn 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã sử dụng glycerol là nguồn carbon để nuôi cấy 

các chủng vi khuẩn biển sinh tổng hợp PHA với nồng độ dao động từ 10 – 40 g/l. Kết quả 

từ Hình 3.7 cho thấy ở nồng độ glycerol 10 g/l, quá trình sinh trưởng của các chủng diễn 

ra mạnh mẽ nhưng hiệu suất tích luỹ PHA thấp (3,3-8,8%) do sự cân đối giữa các thành 

phần carbon, nitơ và phosphate trong thành phần môi trường. Khi nồng độ glycerol nâng 

lên 20 – 30 g/l, quá trình sinh trưởng của các chủng không có sự khác biệt nhiều so với lô 

thí nghiệm nồng độ glycerol 10%, tuy nhiên hiệu suất tích luỹ PHA lại tăng lên đáng kể 
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gấp 2-3 lần (15,5 – 22.9% ở nồng độ 20 g/l và 22,3 – 44.2% ở nồng độ 30 g/l). Tuy nhiên 

khi nồng độ glycerol đạt 40 g/l thì khối lượng sinh khối khô và hiệu suất PHA không có sự 

khác biệt đáng kể với lô nồng độ 30 g/l. Chủng Pseudomonas putida KT2440 là chủng vi 

khuẩn được biết có khả năng tổng hợp PHA có độ dài chuỗi trung bình với hiệu suất đạt 

đến 75% so với khối lượng khô. Chủng này cũng đạt tối đa khối lượng sinh khối và nhựa 

PHA (3,95 g/l) khi lên men với glycerol nồng độ 40 g/l [90]. Vượt trên nồng độ này, cả hai 

chỉ tiêu đều giảm do nồng độ glycerol cao cũng có thể là nguyên nhân gây ức chế sự sinh 

trưởng cũng như tích luỹ PHA của các chủng vi khuẩn [91]. Bên cạnh đó, nhiều các chủng 

vi khuẩn đã được công bố khả năng tích luỹ PHA đa dạng khi sử dụng glycerol là nguồn 

carbon với nồng độ ≥ 20 g/l [92]. 

3.4. Xác định thành phần PHA 

Đặc tính cơ lý của vật liệu phụ thuộc vào thành phần hóa học của vật liệu đó. Họ 

PHA là một họ lớn với hơn 150 loại axit polyhydroxyaklanoic do sự tổ hợp của các loại 

monomer khác nhau. Các monomer phổ biến có thể kể đến 3HB, 3HV, 3HP, 4HB, 4HV, 

Hx và HO [6]. Do đó việc xác định thành phần và nồng độ các monomer là cần thiết. Cho 

đến nay có nhiều phương pháp xác định thành phần PHA được thực hiện bằng các kỹ thuật. 

So với các phương pháp phân tích khác, phương pháp sắc ký khí (GC) vẫn được sử dụng 

là phương pháp phổ biến nhất để định lượng và phân tích thành phần PHA do cung cấp các 

phép đo chi tiết và chính xác hơn dù phải sử dụng các dung môi có hại cho môi trường như 

chloroform, dichloromethane hoặc diethylethane. Tuy nhiên thành phần PHA nội bào cũng 

có thể được xác định bằng kỹ thuật sắc ký lỏng (LC) [93] và quang phổ hồng ngoại biến 

đổi Fourier (FTIR) [94]. Phương pháp thay thế phương pháp GC là phương pháp sắc ký 

lỏng (LC) đã được thử nghiệm trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). So với 

phương pháp GC, phương pháp LC ít tốn thời gian hơn trong việc chuẩn bị mẫu. Hơn nữa, 

các mẫu cho LC có thể được thực hiện trực tiếp từ môi trường nuôi cấy, trong khi phép đo 

GC cần sinh khối khô. Trong nghiên cứu của Duvigneau và cộng sự đã chứng minh được 

phương pháp LC hiệu quả trong việc xác định thành phần PHA bao gồm cả dạng 

heteropolymer có chứa monomer 3HB và 3HV, trong thời gian ngắn và chi phí hợp lý hơn 

phương pháp GC [70]. Trong nghiên cứu này chúng tôi phân tích thành phần PHA thu 

nhận được của các chủng vi khuẩn biển bằng phương pháp sắc ký lỏng cao áp. Kết quả tại 

Hình 3.8 cho thấy thời gian lưu mẫu của 3HB và 3HV lần lượt là 13,01 phút và 7,56 phút. 

Dựa vào thời gian lưu mẫu và diện tích của các peak trong sắc ký đồ của các chủng vi 

khuẩn biển, thành phần PHA và nồng độ các monomer thu được từ các chủng được biểu 

diễn ở Bảng 3.2. Kết quả từ Bảng 3.2 cho thấy 5/6 chủng tổng hợp homopolymer PHB và 

chỉ có 1/6 chủng (chủng 6.6) tổng hợp PHA ở dạng heteropolymer với 5,2 mol% 3HV. 
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Hình 3.8: Sắc ký đồ thành phần PHA của chất chuẩn PHBV (chứa 12% 3HV) và 2 

chủng vi khuẩn biển đại diện 1.6 và 6.6 phân tích bằng hệ thống sắc ký lỏng cao áp 

Agilent 1290 infinity II. 

PHB là loại PHA được nghiên cứu đầu tiên và rộng rãi nhất cho đến nay. PHB có 

tính kết tinh cao, tính thấm oxy thấp, giòn, cứng do đó việc ứng dụng PHB còn nhiều hạn 

chế [9]. Khắc phục các nhược điểm về đặc tính cơ lý của PHB, các heteropolymer PHA 

như PHBV có các tính chất phù hợp hơn để làm các loại vật liệu ứng dụng trong dược 

phẩm và y tế như độ kết tinh thấp, giảm độ cứng, tăng độ bền kéo và linh hoạt hơn. Mặt 

khác phần trăm số mol của 3HV rất quan trọng trong việc xác định các tính chất của 

copolymer. Phần trăm số mol càng cao thì tính chất cơ nhiệt càng lớn, càng dễ dàng phối 

chế với các loại vật liệu khác như cellulose, tinh bột biến tính để tạo màng và sợi có độ đàn 
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hồi cao [13]. Tuy nhiên con đường tổng hợp 3HV trong tế bào khác với tổng hợp 3HB. Cơ 

chất của 3HB là acetyl-CoA nhưng 3HV lại cần cơ chất khác là propionyl-CoA. Việc tổng 

hợp 3HV phụ thuộc vào 2 yếu tố chính là bản thân chủng sản xuất và các tiền chất được 

bổ sung như axit propionic, axit valeric [95]. Năm 2020, Balakrishna và cộng sự cũng thu 

nhận được 2,8 g/l PHBV ( 71,15 % PHA so với sinh khối khô) từ chủng Bacillus 

aryabhattai nhưng không rõ thông tin về tỷ lệ 3HV khi sử dụng nguồn carbon là glucose 

có bổ sung axit propionic. [96]. Tại Việt Nam, nhóm của PGS. TS. Đoàn Văn Thược cũng 

thu thập được khá nhiều chủng sinh tổng hợp PHBV trên nhiều loại cơ chất khác nhau. Sử 

dụng fructose làm nguồn carbon, từ tập hợp 100 chủng chỉ tìm thấy có 2 chủng tổng hợp 

3HV với tỷ lệ 2 – 3 mol%. Khi bổ sung tiền chất như các muối propionate hay valerate thì 

hiệu suất sàng lọc đã tăng lên được 7 chủng với tỷ lệ 5 – 15 mol% 3HV. Mặt khác, nhiều 

chiến lược lên men đã được sử dụng nhằm làm tăng được tỷ lệ 3HV lên 21 – 44 mol% 

nhưng hàm lượng tích lũy PHA tổng giảm xuống chỉ còn 11 – 12 % [59, 97]. Trong nghiên 

cứu này, từ tập hợp 6 chủng tổng hợp PHA mới tìm thấy có 1 chủng tích lũy PHBV với 

nồng độ 3HV đạt 5,2 mol% trên nguồn cơ chất là glycerol. Tuy hàm lượng tích lũy PHA 

cũng như nồng độ 3HV chưa phải rất cao so với các công bố trước nhưng đây là những kết 

quả bước đầu tìm được chủng vi khuẩn biển có khả năng tích lũy PHBV. Để nâng cao hàm 

lượng PHA cũng như nồng độ monomer 3HV của chủng thì các nghiên cứu chuyên sâu 

hơn cần tiếp tục được thực hiện. Kết quả này cũng góp phần làm phong phú thêm nguồn 

gen vi sinh vật biển tổng hợp nhựa sinh học. 

Bảng 3.2: Thành phần và nồng độ các monomer của PHA thu nhận từ các 

chủng vi khuẩn biển. 

Chủng 3HB [mol %] 3HV [mol %] 

1.6 98,2 - 

5.3 98,4 - 

5.6 97,7 - 

6.2 98,6 - 

6.5 98,4 - 

6.6 94,8 5,2 

 

3.5. Đặc điểm sinh học của các chủng vi khuẩn biển tích lũy PHA 

Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được nuôi ở 37oC trên môi trường LB thạch với 

nồng độ NaCl 3%, sau 24 giờ tiến hành quan sát hình thái khuẩn lạc. Hình dạng tế bào 
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được quan sát bằng kính hiển vi điện tử Olympus CH2 sau khi nhuộm Gram theo như mô 

tả trong phần phương pháp. Kết quả đặc điểm sinh học của 6 chủng tuyển chọn được tóm 

tắt tại Bảng 3.3 , 3.4 và 3.5 cho thấy cả 6 chủng vi khuẩn được tuyển chọn đều là vi khuẩn 

Gram dương, hiếu khí, tế bào hình que, sinh nội bào từ, có phản ứng catalase dương tính. 

Theo Khoá phân loại của Bergey thì các chủng này đều thuộc chi Bacillus [98].  

 

Bảng 3.3: Đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào của các chủng vi khuẩn biển 

tuyển chọn. 

Chủng Hình thái khuẩn lạc Hình thái tế bào ở độ phóng đại 100X 

1.6 

  

5.3 

  

5.6 

  

6.2 
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6.5 

  

6.6 

  

 

Bảng 3.4: Đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào của các chủng vi khuẩn biển 

có khả năng tích lũy PHA  

(+: dương tính) 

Chủng 1.6 5.3 5.6 6.2 6.5 6.6 

Gram + + + + + + 

Tế bào 
Que, 

chuỗi 

ngắn 

Que, 

chuỗi 

ngắn 

Que, 

chuỗi    

dài 

Que, 

chuỗi    

dài 

Que, 

chuỗi    

dài 

Que, 

chuỗi    

dài 

Nội bào tử + + + + + + 

Màu sắc 

khuẩn lạc Trắng 
Trắng 

sữa 

Trắng 

sữa 

Trắng 

sữa 

Trắng 

sữa 

Trắng 

sữa 

Hình dạng 

khuẩn lạc 

Tròn,    

hơi lồi ở 

tâm, bề 

mặt trơn 

bóng, 

mép tròn 

đều 

Tròn,     

bề mặt 

lồi bóng, 

mép tròn 

đều 

Tròn,    

hơi lồi ở 

tâm, bề 

mặt bóng 

nhầy, 

mép tròn 

đều 

Tròn dẹp, 

bề mặt 

nhăn, 

mép tròn 

đều 

Tròn,     

hơi lồi ở 

tâm, bề 

mặt 

nhăn, 

mép tròn 

đều 

Hình 

dạng 

không 

đồng 

nhất, mặt 

bên dày, 

mép nhăn 
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Bảng 3.5: Đặc điểm sinh lý, sinh hoá của các chủng vi khuẩn biển có khả năng tích 

lũy PHA 

(+: dương tính; ± dương tính yếu; -: âm tính) 

 

Chủng 1.6 5.3 5.6 6.2 6.5 6.6 

Nhu cầu 

oxy 
± + + + + + 

Sinh 

catalase 
+ + + + + + 

Thủy phân 

tinh bột 
+ + + + + ± 

Thủy phân 

CMC 
+ - - ± ± + 

Thủy phân 

gelatin 
+ + + ± + ± 

Sử dụng 

glucose 
+ + + + + + 

Sử dụng 

fructose 
+ + + ± + + 

Sử dụng 

saccharose 
± ± + + + + 

Sử dụng 

arabinose 
- - ± + + ± 

Sử dụng 

xylose 
- - - + - - 

 

 

Ngoài phương pháp truyền thống xác định loài dựa trên đặc điểm hình thái sinh lý 

sinh hóa, chúng tôi tiến hành định danh theo phương pháp sinh học phân tử giải trình tự 

vùng gen 16S rRNA để phân loại các chủng tuyển chọn. Trình tự gene 16S rRNA có kích 

thước khoảng 1500 bp đã được sử dụng rộng rãi trong việc phân loại và xác định vi khuẩn 

và vi khuẩn cổ để khuếch đại được gene 16S rRNA, DNA tổng số của các chủng được tách 

chiết. Kết quả từ Bảng 3.6 cho thấy DNA tổng số của tất cả các chủng đều có nồng độ và 

độ tinh sạch đảm bảo làm khuôn để tổng hợp gene 16S rDNA. 
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Bảng 3.6: Nồng độ và độ tinh sạch của DNA tổng số tách chiết từ các chủng vi 

khuẩn tuyển chọn 

Chủng Nồng độ DNA tổng số [ng/µl] A260:A280 

1.6 123,4 1,76 

5.3 168,3 1,82 

5.6 154,1 1,72 

6.2 152,6 1,80 

6.5 147,2 1,75 

6.6 151,7 1,73 

Bằng cặp mồi 27F/1492R, đã khuếch đại thành công được đoạn gen 16S rRNA đặc 

hiệu có kích thước khoảng 1500bp. Kích thước của đoạn gen được nhân bản phù hợp với 

tính toán lý thuyết khi thiết kế cặp mồi. Sản phẩm PCR thu được có chất lượng tốt, mỗi 

chủng đều có một băng sáng rõ duy nhất trên gel điện di với kích thước đúng với tính toán 

lý thuyết. Kết quả điện di của 6 chủng tuyển chọn được thể hiện ở Hình 3.5. 

 

 

Hình 3.9: Sản phẩm PCR khuếch đại gen 16S rARN của các chủng có khả năng tích 

lũy PHA trên gel agarose 0,8%  

(M: thang chuẩn GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher). 

Trình tự gen 16S rRNA của 6 chủng tuyển chọn sẽ được xử lý bằng các phần mềm 

tin sinh như Chromas, BLAST và MEGA X. Kết quả từ Hình 3.10 cho thấy tất cả các 

chủng đều thuộc chi Bacillus, trong đó chủng 1.6, 5.3 và 5.6 lần lượt có độ tương đồng cao 

nhất với các loài B. megaterium, B. cereus và B. subtilis. Còn 3 chủng 6.2, 6.5 và 6.6 có 

trình tự giống với các loài Bacillus spp khác. Việc so sánh trình tự gen 16S rRNA gần như 

hoàn chỉnh của một chủng phân lập với trình tự của các chủng loại của tất cả các loài sinh 

vật nhân sơ trong ngân hàng gene nhằm thiết lập mối quan hệ phân loại giữa các chủng 

1.6 

 

6.6 

 

M 6.6 

 
6.5 

 
6.2 

 
5.6 

 
5.3 

 
1.6 

 

1500 bp 
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sinh vật nhân sơ. Với mức độ giống nhau ≥ 98,65% hiện được công nhận là điểm giới hạn 

để phân định đến loài [99]. Tuy nhiên với sự phát triển của ngành công nghệ sinh học hiện 

nay để phân loại được chính xác đến loài cần phải xác định thêm nhiều chỉ tiêu sinh lý, 

sinh hóa nữa cũng như giải trình tự một số marker phân tử khác như gene 23S rRNA, rpoB, 

gyrB, dnaK, dsrAB, amoA, amoB, mip, horA, hitAM, recA, ica, frc. oxc, 16S-23S rDNA ISR 

và IS256 [100]. 

 

Hình 3.10: Cây phát sinh chủng loại các chủng 1.6, 5.3, 5.6, 6.2, 6.5 và 6.6 được xây 

dựng bằng phần mềm MEGA X trong phương pháp maximum- likelihood. 

 

Chi Bacillus là vi khuẩn được biết đến đầu tiên thuộc nhóm gram dương có khả 

năng tích luỹ PHA [101]. Các loài thuộc chi này như: Bacillus megaterium, Bacillus cereus, 

Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus thuringensis,...được phát hiện có khả 

năng tích luỹ PHA [101,102,103,104]. Với ưu điểm linh hoạt và các tính chất vật lý khác, 

PHA tách chiết từ chi Bacillus được sử dụng trong cấy ghép y tế có thể phân hủy sinh học 

đàn hồi [14]. Chi Bacillus mang nhiều lợi thế trong khả năng lên men ở các môi trường 

nghèo dinh dưỡng và khả năng sử dụng đa dạng rất nhiều nguồn carbon cơ chất khác nhau 

để tổng hợp PHA, do đó nó là đối tượng tiềm năng cho các nghiên cứu sản xuất PHA [105]. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Từ 8 mẫu nước biển và trầm tích của vùng biển Nha Trang, Khánh Hòa, đã phân 

lập được 44 chủng vi khuẩn, trong đó đã sàng lọc được 6 chủng vi khuẩn biển có 

khả năng tích luỹ PHA. 

2. Ở điều kiện nuôi cấy thích hợp, các chủng vi khuẩn tuyển chọn tổng hợp PHA 

với hiệu suất từ 22,4 – 44,2% ở điều kiện nhiệt độ (37 oC) và pH lên men phù 

hợp (6 – 8). Trong đó đặc biệt là chủng 6.6, cho hiệu suất sản sinh PHA cao 

vượt trội đạt 44,2% khi nuôi lắc trong môi trường lên men Salinity HT, ở điều 

kiện nhiệt độ 37oC và pH 8. 

3. PHA thu nhận từ chủng 6.6 là dạng copolymer có thành phần 3HV với tỷ lệ 

5,2 mol%. 

4. Dựa vào đặc điểm sinh học và trình tự gen 16S rRNA cả 6 chủng vi khuẩn tuyển 

chọn có độ tương đồng cao với các loài thuộc chi Bacillus.  

 

KIẾN NGHỊ 

1. Tìm điều kiện nuôi cấy thích hợp để nâng cao tỷ lệ 3HV của chủng 6.6 

2. Nghiên cứu các đặc tính cơ lý của các loại PHA từ các chủng phân lập 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1: Trình tự gen 16S rRNA của chủng 1.6 

>4575970__1_6_27F 

GCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTT

CGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGAT

GATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCAT

TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGA

CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA 

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTG

TTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTA

CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGG

CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC

ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCAC

GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG

GCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC

AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA

AGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA

CTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC

GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC

GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAG

CGTTCCCCTTCGGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTC 

 

 Phụ lục 2: Trình tự gen 16S rRNA của chủng 5.3 

>4575971_5_3_27F 

GCAAGTCGAGCGAATGAATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGT 

TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTG

GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGC

ATGGTGCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCC

GCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG

CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG

AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGT

AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCAC

CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG

CGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC

GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGT

GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACC

AGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC

GATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA
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CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAA

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG

AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTA

GAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTG

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA

ACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC

CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG 

 

Phụ lục 3: Trình tự gen 16S rRNA của chủng 5.6 

>4575972_5_6_27F 

ATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGC

GGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGAT

AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGG

TTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGG

CGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTA

GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG

TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG

CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTG

ACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG

GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGC

TCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG

GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA

ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT

GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGC

ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG

GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGA

GATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC

GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC

CCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCANTCTAAGTGACTGCCGG

TGACAACCGGAGGAAGGGGGGATGACGTCAATCATCATGCCCTTATGAC

TGGGCT 

 

Phụ lục 4: Trình tự gen 16S rRNA của chủng 6.2 

>4575973_6_2_27F 

TGCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGA

CGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGA

CTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCC

TTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGG

CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACG

ATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA

CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
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ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGG

TCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCG

TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA

GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA

AAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA

ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAA

AGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAAC

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGA

AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA

AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGC

TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT

CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA

TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAC

TCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCA

TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG

AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGT

GACTGCCGGTGACAACCGGAGGAAGGGGGGGATGACGTCAATCATCAT

GCCCCTTATGACTGGGCTACCACGTGCTACATG 

 

Phụ lục 4: Trình tự gen 16s RNA của chủng 6.5 

>4575974_6_5_27F 

TAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGT

TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTG

GGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTC

ATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCC

GCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG

CATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG

AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGT

AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACC

TTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG

CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC

GCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG

TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCG

GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

ATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAAC

GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA

AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAG

AGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT

GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG

CCGGTGACAACCGG 
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Phụ lục 6: Trình tự gen 16S rRNA của chủng 6.6 

>4575975_6_6_27F 

TGCAAGTCGAGCGAATGAATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAAC

TCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGC

GAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGC

ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCC

GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCT

GTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGG

TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA

GGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG

TCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC

ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA

AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA

GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC

TAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAG

CACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG

ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC

GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAG

GGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG

ATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA

CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA

CCTGGGCTACC 
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