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LỜI CAM ĐOAN 

Tôi xin cam đoan luận án: “Nghiên cứu khả năng giữ ẩm và giảm mặn cho cát 
san hô bằng vi khuẩn chịu mặn, sinh EPS (exopolysaccharide) phân lập ӣ Trường Sa’’ 
là kết quả nghiên cứu độc lập của bản thân tôi, được thực hiện trong khuôn khổ đào 
tạo nghiên cứu sinh và dưới sự hướng dẫn khoa học của các thầy hướng dẫn. Toàn bộ 
quá trình thực hiện nghiên cứu, từ việc xây dựng đề cương, thu thập và phân tích dữ 
liệu đến tổng hợp, đánh giá kết quả, đều được tôi thực hiện một cách nghiêm túc, có 
hệ thống và tuân thủ các nguyên tắc khoa học. Luận án có tham khảo, sử dụng thông 
tin từ nhiều nguồn tài liệu chính thống nhằm làm rõ cơ sӣ lý luận, bối cảnh nghiên 
cứu cũng như các phương pháp khoa học phù hợp. Tất cả các nội dung trích dẫn đều 
được ghi rõ nguồn gốc, đảm bảo tính minh bạch và tôn trọng quyền tác giả theo đúng 
quy định về đạo đức nghiên cứu khoa học. Ngoài ra, trong quá trình thực hiện nghiên 
cứu, một số kết quả đã được tôi công bố chung với các tác giả khác trên các tạp chí 
khoa học và hội nghị chuyên ngành. Luận án này được hoàn thành dưới sự hỗ trợ của 
các đồng nghiệp. Tôi cam kết chịu trách nhiệm về tính chính xác và trung thực của 
toàn bộ nội dung trình bày trong luận án. 

 

     

    
Hà Nội, ngày 29 tháng 12 năm 2025 

Tác giả luận án 

 

Lê Thị Huệ 
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LỜI CẢM ƠN 

Với lòng tri ân sâu sắc, tôi xin gửi lời cảm ơn chân thành đến GS.TS. Lê Mai 
Hương và TS. Vũ Duy Nhàn vì đã tận tình hướng dẫn, hỗ trợ và đồng hành cùng tôi 
trong suốt quá trình nghiên cứu. Sự chỉ bảo tận tâm của hai thầy cô đã giúp tôi hoàn 
thành các giai đoạn quan trọng của luận án, từ xây dựng đề cương, khảo sát thực địa, 
phân tích số liệu, soạn thảo bài báo khoa học đến công bố các kết quả nghiên cứu và 
hoàn thiện luận án. Tôi cũng xin bày tỏ lòng biết ơn đến Ban Lãnh đạo, Phòng Đào 
tạo và các phòng chức năng của Học viện Khoa học và Công nghệ, cũng như Viện 
Hóa học các Hợp chất thiên nhiên nay là Viện Hóa học (Viện Hàn lâm Khoa học 
và Công nghệ Việt Nam) vì đã tạo điều kiện thuận lợi và hỗ trợ tôi trong suốt quá 
trình học tập và nghiên cứu. Bên cạnh đó, tôi xin trân trọng gửi lời cảm ơn đến Đảng 
ủy, Ban Tổng Giám đốc Trung tâm Nhiệt đới Việt-Nga, lãnh đạo Phân viện Công 
nghệ sinh học, Trung tâm Nhiệt đới Việt - Nga, cùng các đồng nghiệp và bạn bè đã 
nhiệt tình giúp đỡ, hỗ trợ tôi trong công tác thu thập và phân tích dữ liệu, góp phần 
quan trọng để hoàn thành của luận án này. Tôi đặc biệt biết ơn gia đình và những 
người thân yêu, những người đã luôn đồng hành, động viên và tiếp thêm động lực 
cho tôi trong suốt chặng đường nghiên cứu. Tôi xin cảm ơn sự tài trợ của Trung tâm 
Nhiệt đới Việt-Nga từ đề tài “Nghiên cứu ứng dụng công nghệ sinh học để cải tạo cát 
san hô thành đất canh tác bằng màng sinh học polysaccharide, vật liệu kết dính 
bentonite và vi sinh vật hữu ích” và nhiệm vụ: “Nghiên cứu đặc điểm di truyền chủng 
vi khuẩn chịu mặn có khả năng sinh exopolysaccharide phân lập từ đất đảo san hô 
Khánh Hòa, định hướng ứng dụng cho các vùng biển đảo” Mã số SH.Đ2.06/25. 

 

Hà Nội, ngày 29 tháng 12 năm 2025 

    

           Tác giả luận án 

 

          Lê Thị Huệ 
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MӢ ĐẦU 

Quần đảo Trường Sa nằm tại vị trí trung tâm Biển Đông, giữ vai trò trọng yếu về 
địa chiến lược, quốc phòng và an ninh quốc gia. Với vị trí đặc biệt này, việc đảm bảo 
điều kiện sống ổn định cho lực lượng công tác và cư dân trên đảo là một nhiệm vụ rất 
thiết thực, góp phần duy trì sự ổn định và thúc đẩy phát triển bền vững tại khu vực tiền 
tiêu của Tổ quốc. 

Những năm qua, nhiều chính sách của Đảng và Nhà nước đã được triển khai để 
hỗ trợ đời sống, trong đó có hoạt động phát triển nông nghiệp và cải thiện điều kiện tự 
nhiên cho sản xuất và sinh hoạt ӣ đảo. Tuy nhiên, dưới tác động ngày càng nghiêm trọng 
của biến đổi khí hậu (BĐKH), điều kiện tự nhiên tại khu vực này đang trӣ nên khắc 
nghiệt hơn với nhiệt độ cao kéo dài, gió mạnh, bão thường xuyên và đặc biệt là tình 
trạng khan hiếm nước ngọt. Những yếu tố này khiến đất cát san hô – loại đất chủ yếu 
trên đảo – càng khô cằn, nghèo dinh dưỡng, lại nhiễm mặn, gây khó khăn lớn cho hoạt 
động trồng trọt và phủ xanh đảo. Do đó, việc nghiên cứu và ứng dụng các giải pháp cải 
tạo loại đất đặc thù này thành đất nông nghiệp có khả năng canh tác bền vững trên các 
đảo là yêu cầu cấp thiết và có ý nghĩa thực tiễn sâu sắc. 

Việc cải tạo đất cát san hô hiện đang là một thách thức lớn do cấu trúc vật lý của 
cát có kích thước hạt lớn, rời rạc, độ xốp cao, bị hạn chế trong việc duy trì độ ẩm và lưu 
giữ chất dinh dưỡng, hơn nữa còn nhiễm mặn. Do đó việc giảm mặn cho đất, tăng cường 
khả năng giữ nước và kết dính các hạt cấu thành trong đất là vô cùng quan trọng. Trước 
thực tế này, nhiều giải pháp sinh học thân thiện với môi trường đã và đang được ưu tiên 
nghiên cứu, bao gồm ứng dụng các chủng vi khuẩn có khả năng tổng hợp 
exopolysaccharide (EPS). EPS được tiết ra môi trường trong quá trình phát triển của vi 
sinh vật có đặc tính kết dính, giữ nước, tạo biofilm và đặc biệt là khả năng gắn kết với 
ion kim loại (trong đó có Na). Các đặc tính này giúp chủng vi sinh vật sinh EPS trӣ 
thành ứng viên tiềm năng trong việc cải thiện cấu trúc đất, tăng khả năng giữ ẩm và giảm 
tác động của muối đến thực vật. Qua đó chúng góp phần duy trì sự sống và phát triển 
của thực vật tại các hệ sinh thái ngoài đảo và ven biển. 

Các nghiên cứu quốc tế gần đây đã làm sáng tỏ EPS từ vi khuẩn chịu mặn có khả 
năng bảo vệ tế bào khỏi stress thẩm thấu cao, đồng thời hấp phụ ion muối và giữ nước 
hiệu quả trong môi trường khô hạn. Tuy nhiên, tại Việt Nam, các công bố khai thác tiềm 
năng và ứng dụng vi khuẩn chịu mặn, sinh EPS trong cải tạo đất cát san hô kiềm mặn – 
một loại đất điển hình ӣ các đảo san hô xa bờ như Trường Sa – vẫn còn hạn chế. Trong 
khi đó, hệ vi sinh vật bản địa tại Trường Sa tiềm ẩn nhiều nguồn gen quý, gồm nhiều 
chủng vi khuẩn chịu mặn và có khả năng sản xuất EPS tự nhiên để thích nghi với môi 
trường khắc nghiệt nơi đây. Khai thác hiệu quả nguồn tài nguyên vi sinh vật đặc hữu 
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này có thể góp phần mӣ ra những hướng đi mới trong cải tạo đất và phát triển nông 
nghiệp bền vững tại các đảo xa bờ ӣ Việt Nam. 

Xuất phát từ những cơ sӣ đó, luận án "Nghiên cứu khả năng giữ ẩm và giảm 
mặn cho cát san hô bằng vi khuẩn chịu mặn, sinh EPS (exopolysaccharide) phân 
lập ӣ Trường Sa" được thực hiện. Luận án tập trung vào việc phân lập và tuyển chọn 
các chủng vi khuẩn bản địa chịu mặn, có khả năng sinh EPS tại khu vực đảo san hô ӣ 
Trường Sa, nghiên cứu đặc điểm sinh học và di truyền của chúng, đồng thời đánh giá, 
chứng minh khả năng giữ nước và giảm mặn của EPS. Nghiên cứu cũng thử nghiệm 
đánh giá hiệu quả cải tạo đất cát san hô thành đất canh tác quy mô chậu vại tại nhà lưới, 
Học viện Nông nghiệp Việt Nam để khẳng định hiệu quả giữ nước, giảm mặn của chủng 
vi khuẩn sinh EPS tuyển chọn. Kết quả nghiên cứu không chỉ có ý nghĩa khoa học trong 
việc khai thác và ứng dụng tài nguyên vi sinh vật vùng biển đảo, mà còn góp phần đề 
xuất hướng tiếp cận mới, bền vững trong cải tạo đất ven biển và các đảo xa bờ, phục vụ 
cho nông nghiệp sinh thái và bảo đảm an ninh quốc gia. 

MỤC TIÊU NGHIÊN CỨU 

➢ 1. Phân lập, tuyển chọn và phân tích được đặc điểm hệ gen chủng vi khuẩn 
chịu mặn, sinh EPS từ Quần đảo Trường Sa. 

➢ 2. Đánh giá được khả năng giữ nước và giảm mặn của EPS từ chủng vi khuẩn 
tuyển chọn. 

➢ 3. Bước đầu đánh giá được tiềm năng ứng dụng của chủng vi khuẩn tuyển chọn 
trong việc cải tạo cát san hô ӣ quy mô chậu vại. 

NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

1. Phân lập và tuyển chọn chủng vi khuẩn bản địa từ Trường Sa có khả năng chịu 
mặn và sinh exopolysaccharide. 

2. Giải trình tự hệ gen và dự đoán các con đường sinh tổng hợp exopolysaccharide 
và các gen liên quan đến khả năng chịu mặn ӣ chủng vi khuẩn tuyển chọn. 

3. Nghiên cứu môi trường và điều kiện nuôi cấy thu nhận exopolysaccharide từ 
chủng vi khuẩn tuyển chọn. 

4. Tinh sạch và xác định cấu trúc exopolysaccharide của chủng vi khuẩn tuyển 
chọn. 

5. Đánh giá khả năng giữ nước và giảm mặn của exopolysaccharide từ chủng vi 
khuẩn tuyển chọn. 

6. Thử nghiệm hiệu quả cải tạo cát san hô của chủng vi khuẩn chịu mặn, sinh 
exopolysaccharide ӣ quy mô chậu vại. 
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NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUҰN ÁN 

1. Luận án là công trình đầu tiên ӣ Việt Nam nghiên cứu về chủng vi khuẩn bản 
địa Bacillus velezensis DTA1 có khả năng chịu hạn, chịu mặn ӣ cấp độ gen đến đặc tính 
sinh học. 

2. Luận án đã chứng minh tiềm năng ứng dụng của Bacillus velezensis DTA1 trong 
cải tạo nền cát san hô. 

 

Ý NGHĨA KHOA HỌC VÀ THỰC TIỄN CỦA LUҰN ÁN 

Ý nghĩa khoa học:  
• Luận án đã cung cấp một tập hợp dữ liệu khoa học tương đối đầy đủ về tiềm 

năng ứng dụng sinh học cao của 1 chủng vi khuẩn bản địa (B. velezensis DTA1), bao 
gồm: cấu trúc bộ gen, khả năng chịu mặn và kim loại nặng, đặc tính sinh tổng hợp EPS, 
cũng như hiệu quả cải tạo cát san hô. Từ đó, luận án đã làm rõ mối liên hệ giữa đặc tính 
di truyền của vi khuẩn; cấu trúc EPS; và hiệu quả sinh học trong môi trường đất, làm 
tiền đề cho các nghiên cứu kế tiếp sâu hơn về cơ chế giữ nước, kết tụ đất, hấp phụ muối 
và kim loại nặng trong đất. 

•  Bên cạnh giá trị học thuật, nghiên cứu đã bổ sung vào tri thức toàn cầu liên 
quan đến vi khuẩn biển đảo chịu mặn, sinh EPS, qua đó cung cấp các minh chứng khoa 
học cụ thể về tiềm năng ứng dụng các chủng này trong cải tạo các vùng đất hoang hóa, 
mặn và khô hạn – một vấn đề cấp thiết trong bối cảnh BĐKH và suy thoái đất toàn cầu 
ngày càng phức tạp. 

Ý nghĩa thực tiễn:  
• Nghiên cứu đã xác định và cung cấp một chủng vi khuẩn an toàn cấp 1 (Bacillus 

velezensis DTA1) có khả năng sinh EPS hiệu quả và thích nghi cao với môi trường biển 
đảo khắc nghiệt. Đây là tiền đề để phát triển các chế phẩm vi sinh thân thiện môi trường, 
ứng dụng trong cải tạo đất cát san hô tại Trường Sa và các vùng đất mặn ven biển khác. 
Việc sử dụng EPS từ chủng vi khuẩn này giúp hạn chế sự phụ thuộc vào các vật liệu giữ 
nước và hóa chất cải tạo đất, hướng đến các giải pháp sinh học bền vững thích ứng với 
điều kiện tài nguyên tại chỗ ӣ các đảo xa bờ. Đồng thời, giải pháp này cho thấy triển 
vọng nâng cao hiệu quả sản xuất nông nghiệp, đảm bảo an ninh sinh kế tại các đảo tiền 
tiêu của đất nước. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Tổng quan về đất khô hạn, mặn 

1.1.1. Đặc điểm và tình hình của đất khô hạn, mặn trên thế giới 
Biến đổi khí hậu toàn cầu đang thúc đẩy quá trình mӣ rộng các vùng đất khô hạn 

và nhiễm mặn, làm suy giảm độ phì nhiêu đất, năng suất cây trồng và cân bằng sinh thái, 
đặc biệt tại các khu vực ven biển, hải đảo và vùng khí hậu khô – bán khô hạn [1], [2] . 
Đây là thách thức mang tính toàn cầu trong bối cảnh xâm nhập mặn và suy thoái đất 
diễn ra ngày càng nghiêm trọng. 

 

Hunh 1.1. Bản đồ phân bố của các vùng dựa trên chỉ số khô hạn toàn cầu. Các vùng AI 
cao (màu xanh lá cây/xanh lam) biểu thị điều kiện ẩm ướt hơn, trong khi AI thấp (màu 

vàng/nâu/đỏ) biểu thị độ khô hạn cao hơn (2023) [3] 
Theo Chương trình Môi trường Liên Hợp Quốc (United Nations Environment 

Programme – UNEP), đất khô hạn được xác định dựa trên chỉ số khô hạn (aridity index, 
AI), là tỷ lệ giữa lượng mưa trung bình năm và lượng bốc hơi tiềm năng. Các khu vực 
có AI < 0,65 được xếp vào nhóm đất khô hạn và được phân thành các mức từ cực khô 
hạn đến khô bán ẩm [1]. Phân loại này được sử dụng rộng rãi trong đánh giá suy thoái 
đất và tiềm năng sử dụng đất ӣ quy mô toàn cầu. 

Đặc điểm chung của đất khô hạn là lượng mưa thấp, phân bố không đều, bốc hơi 
mạnh và thường xuyên chịu hạn kéo dài. Những điều kiện này hạn chế nghiêm trọng 
khả năng canh tác do thiếu ẩm đất, đồng thời làm gia tăng nguy cơ suy thoái và sa mạc 
hóa [2]. Ước tính, đất khô hạn chiếm khoảng 40% diện tích bề mặt Trái đất và là nơi 
sinh sống của gần 38% dân số toàn cầu, tập trung chủ yếu tại châu Phi, châu Á và châu 
Đại Dương [2]. 
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Hunh 1.2. Bản đồ toàn cầu về sự phân bố của đất mặn, đất kiềm và đất mặn–kiềm [4] 
Song song với khô hạn, đất nhiễm mặn là dạng suy thoái đất phổ biến tại các khu 

vực này. Đất mặn, đất kiềm và đất mặn–kiềm được đặc trưng bӣi sự tích lũy muối hòa 
tan, giá trị pH cao và hàm lượng natri trao đổi lớn, làm suy giảm chất lượng đất và khả 
năng sử dụng cho nông nghiệp [5, 6]. Hiện tượng mặn hóa và kiềm hóa đất có xu hướng 
gia tăng cả về phạm vi và cường độ dưới tác động của biến đổi khí hậu [4]. 
1.1.2. Nguyên nhân gây ra đất khô hạn, mặn 

Đất khô hạn và nhiễm mặn là kết quả của sự tương tác phức tạp giữa các yếu tố tự 
nhiên và nhân sinh [4]. Về tự nhiên, các quá trình phong hóa khoáng vật, lắng đọng muối 
từ khí quyển, xâm nhập mặn do nước biển dâng và điều kiện bốc hơi mạnh trong khí 
hậu khô hạn là những nguyên nhân chính dẫn đến sự tích tụ muối trong đất [4]. Trong 
điều kiện thiếu nước rửa trôi, các ion hòa tan dễ dàng tích lũy và hình thành các khoáng 
muối thứ cấp như CaCO₃, CaSO₄·2H₂O, Na₂CO₃, Na₂SO₄ hoặc NaCl, gây mặn hóa đất 
[7]. 

Bên cạnh đó, các hoạt động của con người như sử dụng nước tưới có chất lượng 
kém, quản lý thủy lợi và thoát nước chưa hiệu quả, cùng với lạm dụng phân bón hóa học 
đã làm gia tăng tốc độ và mức độ mặn hóa đất [4]. Quá trình bốc hơi mạnh trong điều 
kiện khô hạn tiếp tục làm cô đặc dung dịch đất, thúc đẩy sự thay thế Ca²⁺ và Mg²⁺ bӣi 
Na⁺ trong phức hệ hấp phụ, dẫn đến sodic hóa và suy thoái cấu trúc đất [8]. 
1.1.3. Tác động tiêu cực của đất khô hạn, mặn đến môi trường và nông nghiệp 

Đất khô hạn và nhiễm mặn tác động tiêu cực đến môi trường và sản xuất nông 
nghiệp thông qua việc làm suy giảm khả năng giữ nước, hạn chế hấp thu dinh dưỡng và 
gây độc ion cho cây trồng [9]. Sự tích lũy muối ӣ vùng rễ làm tăng áp suất thẩm thấu 
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đất, khiến cây khó hấp thu nước ngay cả khi đất còn ẩm, từ đó làm giảm sinh trưӣng và 
năng suất [10]. 

Hàm lượng Na⁺ cao còn gây phân tán keo đất, làm giảm tính thấm và thông khí 
của đất, ảnh hưӣng bất lợi đến bộ rễ và hệ vi sinh vật đất [8]. Đồng thời, sự cạnh tranh 
ion giữa Na⁺ và K⁺, Cl⁻ và NO₃⁻ làm giảm hiệu quả sử dụng dinh dưỡng của cây trồng 
[11]. Khi tích lũy ӣ mô thực vật, các ion Na⁺ và Cl⁻ có thể gây cháy lá, biến dạng hình 
thái và suy giảm khả năng quang hợp [4]. 

Trên phạm vi toàn cầu, đất nhiễm mặn hiện ảnh hưӣng đến hơn 1 tỷ ha đất tại hơn 
100 quốc gia và được dự báo sẽ tiếp tục gia tăng trong tương lai, trӣ thành một trong 
những thách thức lớn nhất đối với nông nghiệp bền vững và an ninh lương thực [12]. 
1.2. Tunh hunh đất khô hạn, mặn ӣ Việt Nam  
1.2.1. Tình hình chung về đất khô hạn, mặn ở Việt Nam 

Với đường bờ biển dài khoảng 3.260 km và hơn 3.000 đảo ven bờ và ngoài khơi, 
Việt Nam có nhiều lợi thế về kinh tế biển nhưng đồng thời cũng thuộc nhóm các quốc 
gia chịu tác động nặng nề của BĐKH và thời tiết cực đoan. Việt Nam hiện đứng thứ 6 
trong số 10 quốc gia dễ bị tổn thương nhất trước BĐKH và rủi ro thiên tai toàn cầu [13]. 
Khi mực nước biển dâng 1 m, ước tính khoảng 5% diện tích đất nông nghiệp có thể bị 
mất, kéo theo tổn thất lớn về sản xuất nông nghiệp, dân sinh và GDP quốc gia [14]. 

Trong những thập kỷ gần đây, BĐKH ӣ Việt Nam biểu hiện rõ qua xu thế tăng 
nhiệt độ, biến động lượng mưa, xâm nhập mặn, nước biển dâng và gia tăng các hiện 
tượng thời tiết cực đoan như hạn hán, nắng nóng và bão lũ [15]. Các yếu tố này làm gia 
tăng nhanh quá trình khô hạn và mặn hóa đất, đặc biệt tại các vùng ven biển. 

Hiện nay, Việt Nam có khoảng 1 triệu ha đất nhiễm mặn, chiếm gần 3% tổng diện 
tích đất tự nhiên. Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL) là khu vực chịu ảnh hưӣng 
nghiêm trọng nhất do xâm nhập mặn xảy ra thường xuyên và ngày càng sâu vào nội 
đồng. Các tỉnh ven biển miền Trung như Quảng Bình, Hà Tĩnh, Ninh Thuận cũng ghi 
nhận diện tích đất mặn đáng kể. Trong các mùa khô 2015–2016 và 2019–2020, hạn hán 
và xâm nhập mặn tại ĐBSCL đạt mức kỷ lục, gây thiệt hại hàng trăm nghìn hecta cây 
trồng và ảnh hưӣng nghiêm trọng đến sinh kế người dân [16]. 

Bên cạnh đất liền, các đảo xa bờ như quần đảo Trường Sa phải đối mặt với điều 
kiện tự nhiên đặc biệt khắc nghiệt, bao gồm nắng nóng, gió mạnh, nguồn nước ngọt hạn 
chế và nền đất cát san hô nghèo dinh dưỡng, khả năng giữ nước kém và thường xuyên 
nhiễm mặn. Những điều kiện này gây nhiều khó khăn cho hoạt động canh tác nông 
nghiệp và đặt ra yêu cầu cấp thiết về các giải pháp cải tạo đất phù hợp nhằm bảo đảm 
sinh kế và quốc phòng tại khu vực biển đảo. 
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1.2.2. Điều kiện tự nhiên và thổ nhưỡng tại Trường Sa 

Quần đảo Trường Sa nằm trong vùng biển trung tâm Biển Đông, gồm khoảng 130 
thực thể địa lý phân bố trên diện tích gần 180.000 km² [17]. Khu vực này chịu ảnh hưӣng 
của khí hậu á xích đạo hải dương với nhiệt độ trung bình khoảng 27 °C và lượng mưa 
trung bình năm trên 2.500 mm [18]. Khí hậu phân hóa rõ rệt thành mùa mưa và mùa 
khô; trong mùa khô, nhiệt độ cao, bức xạ mạnh và gió mùa Đông Bắc kéo dài làm gia 
tăng bốc hơi, dẫn đến khô hạn, nhiễm mặn và thiếu hụt nghiêm trọng nguồn nước ngọt 
trên các đảo. 

Trường Sa cũng thường xuyên chịu tác động của bão và áp thấp nhiệt đới, trung 
bình khoảng 6 cơn/năm trong giai đoạn 2013–2017, kết hợp với sóng lớn và gió mạnh 
đã tạo nên môi trường sinh thái đặc biệt khắc nghiệt [18], [19]. Đây là thách thức lớn 
đối với phát triển nông nghiệp bền vững và ứng dụng các giải pháp sinh học tại khu vực 
biển đảo. 

Nguồn nước ngọt trên các đảo rất hạn chế, chủ yếu là nước mưa hoặc các túi nước 
ngầm nhỏ hình thành trong tầng đá san hô, với chất lượng thường ӣ mức nước nhạt hoặc 
nước lợ. Chỉ một số ít đảo lớn như Trường Sa Lớn, Song Tử Tây và Nam Yết có khả 
năng khai thác nước ngầm phục vụ sinh hoạt và trồng trọt. Trong mùa khô, nhiều đảo 
phải hạn chế nghiêm ngặt lượng nước sử dụng và phụ thuộc vào nguồn tiếp tế từ đất liền 
[20]. Tình trạng khan hiếm nước vừa ảnh hưӣng đến đời sống, vừa gây khó khăn cho 
các hoạt động nghiên cứu và ứng dụng khoa học, đặc biệt là các giải pháp vi sinh cải tạo 
đất. 
1.2.3. Đặc điểm thổ nhưỡng và cát san hô ở Trường Sa 

Thổ nhưỡng trên các đảo Trường Sa chủ yếu hình thành từ trầm tích san hô phong 
hóa, kết hợp với sự tích tụ phân chim trong thời gian dài. Hai nhóm đất chính là đất phân 
chim giàu hữu cơ và đất cát san hô nghèo dinh dưỡng [18]. Tuy nhiên, quá trình xây 
dựng và mӣ rộng đảo đã làm suy giảm đáng kể diện tích đất phân chim, khiến phần lớn 
bề mặt đảo hiện nay chủ yếu là cát san hô và vật liệu bồi đắp nhân tạo. 

Cát san hô có thành phần khoáng chủ yếu là CaCO₃ (70–95%), pH kiềm cao (8–
9), kích thước hạt thô, dung lượng trao đổi cation thấp và khả năng giữ nước, giữ dinh 
dưỡng rất hạn chế [21]. Hệ vi sinh vật đất nghèo nàn, chủ yếu gồm các nhóm thích nghi 
với môi trường mặn – kiềm. Các khảo sát cho thấy cát san hô ӣ Trường Sa có hàm lượng 
hữu cơ và dinh dưỡng rất thấp, độ mặn dao động từ 0,45–1,27%, pH cao không thuận 
lợi cho sản xuất nông nghiệp nếu không có biện pháp cải tạo phù hợp [18], [22]. 

Trong bối cảnh đó, cải tạo đất cát san hô theo hướng sinh học nhằm nâng cao khả 
năng giữ nước, giảm mặn và cải thiện cấu trúc đất là hướng tiếp cận cần thiết, góp phần 
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tăng hiệu quả sử dụng tài nguyên đất, giảm phụ thuộc vào vật tư từ đất liền và bảo đảm 
an ninh lương thực tại chỗ cho các đảo tiền tiêu. 
1.3. Tổng quan về các phương pháp cải tạo đất khô hạn, mặn 

Đất khô hạn và nhiễm mặn là trӣ ngại lớn đối với phát triển nông nghiệp bền vững, 
đặc biệt tại các khu vực ven biển, đảo xa và vùng bán khô hạn. Những đặc tính bất lợi 
như nghèo hữu cơ, giữ nước kém và hàm lượng muối hòa tan cao tác động đáng kể đến 
năng suất nông nghiệp, đa dạng sinh học đất và chu trình dinh dưỡng. Do đó, cải tạo đất 
khô hạn, mặn là yêu cầu cấp thiết để thích ứng với BĐKH và phục hồi hệ sinh thái đất. 
1.3.1. Các biện pháp cơ học 

Khi độ mặn đất cao, các biện pháp canh tác thông thường thường không đủ hiệu 
quả, cần áp dụng các kỹ thuật rửa trôi muối. Hai hướng chính gồm: 

• Rửa trôi theo chiều sâu bằng tưới nước để đẩy muối xuống tầng sâu; trong điều 
kiện mặn cao, tạo ao gián đoạn thường cho hiệu quả tốt hơn ao liên tục [23]. Hiệu quả 
phụ thuộc vào lượng và chất lượng nước, đặc tính thủy lực đất, độ sâu mực nước ngầm 
và khả năng chịu mặn của cây trồng. 

Rửa trôi bề mặt thông qua xới đất và xả nước tuần hoàn; có thể loại bỏ một phần 
muối lớp đất mặt, đặc biệt khi kết hợp với cây có khả năng tích muối như Leptochloa 
fusca để hấp thu Na⁺, hỗ trợ cải thiện hiệu quả giảm mặn [24]. 
1.3.2. Các biện pháp sinh học và ứng dụng công nghệ sinh học 

Giải pháp sinh học ngày càng được quan tâm do thân thiện môi trường, hiệu quả 
bền vững và phù hợp với điều kiện đảo ven biển hạn chế nguồn vật tư. Mục tiêu là khôi 
phục chức năng sinh học đất, tăng mùn – dinh dưỡng tự nhiên, đồng thời nâng khả năng 
giữ ẩm và cải thiện cấu trúc đất nhờ vai trò của vật liệu hữu cơ và vi sinh vật. 

Cơ chế cải tạo chủ yếu dựa vào: (i) chuyển hóa dinh dưỡng N, P, K từ dạng khó 
tiêu sang dễ tiêu; (ii) hình thành “keo đất sinh học” thông qua EPS của vi sinh vật; và 
(iii) tăng hữu cơ, độ tơi xốp và giữ ẩm, hỗ trợ phát triển rễ cây. 

Một số hướng tiêu biểu: 
• Bổ sung biochar: giúp tăng CEC, cải thiện giữ nước, tạo môi trường thuận lợi 

cho vi sinh vật, đồng thời hấp phụ một số chất bất lợi và hạn chế rửa trôi dinh dưỡng 
[25]. 

• Bổ sung chất hữu cơ (phân chuồng/compost): cải thiện cấu trúc, tăng giữ ẩm, 
cung cấp carbon và vi chất cho hệ vi sinh vật; phối hợp hữu cơ với biochar cho thấy khả 
năng cải thiện rõ rệt tính chất đất và hoạt tính sinh học [32]. 

• Ứng dụng vi sinh vật chức năng: các nhóm cố định đạm, phân giải lân, hòa tan 
kali và đặc biệt là nhóm sinh tổng hợp EPS có thể cải thiện đồng thời tính chất vật lý–
hóa học–sinh học của đất, góp phần duy trì độ ẩm và tăng kết dính cho đất cát [26]. Một 
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số chế phẩm vi sinh hỗ trợ cải thiện độ ẩm và cấu trúc đất đã được thương mại hóa như 
Mikrobs, Mycorrhizal Landscape Inoculant và Vegamatrix VX81000 hypHA Microbial 
[6]. 
1.3.3. Các biện pháp hóa lý 

Nhóm biện pháp này tập trung điều chỉnh pH, trao đổi ion và cấu trúc đất nhằm 
giảm tác động của mặn/kiềm và tăng giữ nước. Các vật liệu thường dùng gồm thạch cao, 
vôi, zeolit, bentonit và một số polymer siêu hấp thu. Trong đó, bentonit là vật liệu khoáng 
có khả năng trương nӣ và giữ nước cao, giúp tăng dung tích hấp phụ, cải thiện cấu trúc 
và hạn chế rửa trôi dinh dưỡng, phù hợp cho đất cát và đất thoái hóa [27]. 

Ngoài ra, che phủ đất bằng vật liệu hữu cơ địa phương (rơm rạ, lá khô…) có tác 
dụng giảm bốc hơi, điều hòa nhiệt và hỗ trợ hệ vi sinh vật phát triển, qua đó góp phần 
cải thiện cấu trúc đất và chu trình dinh dưỡng. 

1.3.4. Các biện pháp kết hợp khác 

Xu hướng hiện nay là tích hợp đa biện pháp nhằm tạo hiệu ứng cộng hưӣng: vừa 
cải thiện lý–hóa tính đất, vừa phục hồi hệ vi sinh vật và nâng sức chống chịu của cây. 
Các nghiên cứu cho thấy phối hợp vật liệu khoáng–hữu cơ–vi sinh có thể làm tăng kết 
tụ đất, tăng ẩm, tăng dinh dưỡng và thúc đẩy hoạt tính vi sinh, từ đó cải thiện sinh trưӣng 
và năng suất cây trồng [28], [29]. Do đó, cải tạo đất canh tác cần được thiết kế theo 
hướng tích hợp để đạt hiệu quả cao và bền vững lâu dài. 
1.3.5. Tình trạng ứng dụng các phương pháp cải tạo đất ở Việt Nam 

Tại Việt Nam, suy thoái đất, nhiễm mặn, đất cát biển và khô hạn ngày càng nghiêm 
trọng dưới tác động của BĐKH và khai thác đất chưa hợp lý. Gần đây, nhiều mô hình 
cải tạo đã được thử nghiệm, từ giải pháp lý–hóa đến bổ sung hữu cơ và chế phẩm sinh 
học. 

Một số nghiên cứu tiêu biểu cho thấy hiệu quả tích cực của cách tiếp cận tích hợp: 
kết hợp phân hữu cơ–biochar–phân silic cải tạo đất nhiễm mặn giúp tăng sinh trưӣng và 
năng suất lúa tại ĐBSCL [30]; ứng dụng chế phẩm hữu cơ chứa vi sinh vật sinh EPS và 
vi sinh vật hữu ích cải tạo đất cát san hô Trường Sa cho thấy cải thiện rõ rệt sinh trưӣng 
cây rau muống [22]. Bên cạnh đó, các chế phẩm vi sinh chuyên dụng cho đất cát biển 
(gồm các nhóm cố định đạm, phân giải lân, hòa tan kali và sinh EPS) cũng đã được phát 
triển và áp dụng thực địa, góp phần giảm nhu cầu phân khoáng, tăng độ ẩm và cải thiện 
năng suất [31]. Một mô hình khác sử dụng đất sét kết hợp phụ phẩm hữu cơ giúp phục 
hồi độ phì và tái canh tác trên đất cát ven biển miền Trung [32]. Đồng thời, nhiều sản 
phẩm phân bón hữu cơ–vi sinh trong nước đã được thương mại hóa và sử dụng rộng rãi, 
góp phần cải thiện hệ sinh thái đất và hỗ trợ cây chống chịu stress. 
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Tóm lại, mục tiêu chung của cải tạo đất khô hạn, mặn là: (1) giảm mặn; (2) tăng 
dinh dưỡng; (3) tăng giữ nước; (4) tăng kết dính và ổn định cấu trúc đất. Với nền đất rời 
rạc, mặn–kiềm như cát san hô, hướng tiếp cận vi sinh vật bản địa sinh EPS thích nghi 
điều kiện khắc nghiệt (nhiệt độ cao, pH kiềm, mặn) được xem là giải pháp chiến lược, 
thân thiện môi trường và bền vững để phục hồi hệ sinh thái đất đặc thù ӣ vùng biển đảo. 
1.4. Tổng quan về vi khuẩn chịu mặn, sinh exopolysaccharide và ứng dụng trong 
cải tạo đất khô hạn mặn 

1.4.1. Sơ lược về vi khuẩn chịu mặn 

Vi khuẩn chịu mặn là các vi khuẩn có thể phát triển trong cả điều kiện không có 
muối và nồng độ muối cao. Trong khi đó, vi khuẩn ưa mặn là nhóm vi khuẩn phát triển 
tốt trong môi trường có nồng độ muối cao, tức là “ưa muối”. Chúng cần ion natri để phát 
triển và chuyển hóa. Dựa vào khả năng chịu mặn để phân loại vi sinh vật thành ba loại: 
nhẹ (sinh trưӣng được ӣ 1–3% (w/v) NaCl); trung bình (3–15% (w/v) NaCl); và cực độ 
(15–30% (w/v) NaCl). Ngược lại với các vi sinh vật chịu mặn, vi sinh vật ưa mặn bắt 
buộc cần nồng độ NaCl cao hơn 3% NaCl hoặc cao hơn nước biển (khoảng 3,5% (w/v) 
NaCl). Các thông số chịu mặn và yêu cầu về muối phụ thuộc vào nhiệt độ, độ pH và 
môi trường phát triển [33].  

Vi khuẩn chịu mặn có khả năng chịu đựng nhất định đối với nồng độ mặn, chủ yếu 
phát triển trong điều kiện môi trường có nồng độ mặn cao, chẳng hạn như đất mặn, hồ 
muối, trang trại muối. Từ lâu, vi khuẩn chịu mặn đã thu hút sự quan tâm nghiên cứu của 
các nhà khoa học với cơ chế thích nghi độc đáo của chúng. Hầu hết các vi khuẩn chịu 
mặn đều thuộc nhóm dị dưỡng. Chúng sử dụng được nhiều nguồn carbon và thích hợp 
với môi trường kiềm [34]. Quá trình trao đổi chất của vi khuẩn chịu mặn rất đa dạng bao 
gồm nhiều loại: vi khuẩn quang dưỡng sản xuất oxy và không sản xuất oxy, vi khuẩn dị 
dưỡng hiếu khí, vi khuẩn lên men, vi khuẩn khử nitrat, vi khuẩn khử sunfat và methanol 
[35].  

Vi khuẩn chịu mặn có cấu trúc sinh lý và cơ chế trao đổi chất rất đặc biệt, do đó 
chúng có thể chịu được môi trường muối cao và ưu trương, đồng thời sản sinh ra nhiều 
chất hoạt tính sinh học có tính chất đặc biệt. Hiện nay, vi khuẩn chịu mặn được ứng dụng 
trong sản xuất lên men nhờ khả năng thích nghi với môi trường có độ mặn cao, đồng 
thời đóng vai trò quan trọng trong xử lý nước thải mặn và phát triển enzyme chịu mặn 
cho các ứng dụng công nghệ sinh học [34].  

Hiện nay, có 4 cơ chế thích nghi với mặn của vi khuẩn đã được mô tả. (1) Cơ chế 
điều hòa áp suất thẩm thấu được thực hiện thông qua việc thải ion Na⁺ ra ngoài và tích 
lũy K⁺, Cl⁻ trong bào tương. Một số loài trực khuẩn phụ thuộc mạnh vào Cl⁻ như yếu tố 
cân bằng thẩm thấu, giúp thích ứng với nồng độ muối cao và duy trì hoạt động sinh lý 
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bình thường [36]. Ở nhiều vi khuẩn chịu mặn, hệ thống vận chuyển K⁺ được phát triển 
tương đối hoàn chỉnh, chủ yếu là các protein vận chuyển một chiều. Trong môi trường 
có nồng độ muối cao, các vi khuẩn này có thể tích lũy lượng lớn K⁺ nội bào để cân bằng 
áp suất thẩm thấu với môi trường ngoài. So với Na⁺, K⁺ có vai trò điều hòa hoạt tính 
enzyme và đảm bảo quá trình gấp nếp protein diễn ra chính xác hơn [34]. (2) Ổn định 
cấu trúc bên ngoài tế bào. Thành tế bào của vi khuẩn chịu mặn chứa các lactoprotein có 
nhiều amino acid mang điện tích âm trên bề mặt. Các amino acid này tạo nên một lớp 
“lá chắn âm” giúp bảo vệ tế bào khỏi tổn thương do áp suất thẩm thấu cao gây ra. Đồng 
thời, khi độ mặn tăng, màng tế bào của vi khuẩn chịu mặn có xu hướng gia tăng tỷ lệ 
phospholipid anion so với phospholipid trung tính, góp phần duy trì trạng thái hydrat 
hóa của màng và tăng khả năng chống chịu áp suất thẩm thấu từ môi trường ngoài [34]. 
(3) Chất tan tương thích: Khi vi sinh vật ӣ trong môi trường có áp suất thẩm thấu cao, 
tế bào mất nước và co lại, các chức năng sinh lý và sinh hóa bình thường của tế bào sẽ 
bị ảnh hưӣng [36]. Để thích nghi với điều kiện này, vi sinh vật chịu mặn sẽ tích lũy một 
lượng lớn các chất tan hữu cơ phân tử nhỏ như đường và amino acid để khôi phục thể 
tích tế bào và áp suất thẩm thấu về mức ban đầu [37]. Quá trình tích lũy này sẽ không 
ảnh hưӣng đến các chức năng sinh lý và chuyển hóa bình thường của tế bào. Khi điều 
kiện bình thường được khôi phục, các chất tan tương thích trong vi sinh vật chịu mặn sẽ 
nhanh chóng bị phân hủy, do đó duy trì sự cân bằng của áp suất thẩm thấu và tránh tổn 
thương tế bào do lượng lớn nước từ môi trường xâm nhập vào tế bào. Ngoài chức năng 
điều chỉnh thẩm thấu, các chất tan tương thích còn có các chức năng như chống chịu 
hạn, nhiệt độ cao, nhiệt độ thấp và bức xạ [34]. (4) Ngoài ra vi khuẩn có thể sản sinh ra 
exopolysaccharide, tạo biofilm giúp tăng khả năng chịu stress mặn cho chính vi khuẩn 
cũng như các sinh vật trong biofilm [38]. 
1.4.2. Sơ lược về vi khuẩn sinh exopolysaccharide  

Vi khuẩn sinh EPS phân bố rộng rãi trong nhiều nhóm phát sinh loài khác nhau. Ở 
vi khuẩn Gram âm, các chi tiêu biểu thuộc lớp Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria 

và Gammaproteobacteria. Ở vi khuẩn Gram dương, các chi điển hình gồm Bacillus, 

Paenibacillus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Sarcina, và Bifidobacterium, 

Rhodococcus [39]. 
Một số EPS đã được khai thác thương mại gồm: xanthan từ Xanthomonas, dextran 

do Leuconostoc, Streptococcus và Lactobacillus, alginate từ Azotobacter và 
Pseudomonas, cũng như curdlan do Alcaligenes faecalis, Rhizobium radiobacter và 
Agrobacterium tạo ra. Bên cạnh đó còn có gellan (từ Sphingomonas, Pseudomonas), 
hyaluronan (từ Streptococcus), levan (từ Bacillus, Halomonas, Paenibacillus, 
Zymomonas), cellulose vi khuẩn (từ Komagataeibacter), .... [40]. 
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Việc tìm kiếm các chủng mới, đặc biệt từ vi khuẩn cực đoan (extremophiles) và vi 

khuẩn biển sinh EPS đang được thúc đẩy mạnh. Các nguồn này thường tổng hợp EPS 
mang tính chất độc đáo, mӣ ra nhiều ứng dụng tiềm năng trong công nghiệp thực phẩm, 
y dược và công nghệ xử lý môi trường [41]. 

Bacillus là một chi vi khuẩn Gram dương, sinh bào tử, phân bố rộng rãi trong đất, 
nước và môi trường liên quan đến thực vật. Điểm đặc trưng nổi bật của chi này là khả 
năng tiết nhiều hợp chất ngoại bào, trong đó có EPS. EPS từ các loài điển hình như B. 

subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis hay B. cereus đã được ghi nhận với năng 
suất từ 2–10 g/L, chứa nhiều nhóm chức ưa nước (carboxyl, hydroxyl, phosphate) và 
biểu hiện nhiều hoạt tính sinh học quan trọng như chống oxy hóa, ức chế vi khuẩn gây 
bệnh, ức chế sự phát triển của khối u, đồng thời tăng giữ ẩm và kết tụ đất [42], [40]. 

Trong số đó, Bacillus velezensis được xem là loài có tiềm năng lớn nhờ khả năng 
sinh tổng hợp EPS phong phú với nhiều dạng khác nhau như levan, glucomannan và 

EPS axit [43], [44], [45]. EPS của B. velezensis thể hiện tính đa dạng cả về hàm lượng 
lẫn cấu trúc, phụ thuộc mạnh vào từng chủng và nguồn carbon sử dụng. Chẳng hạn, 
chủng VTX20 nuôi trên sucrose 20% đạt năng suất rất cao (75,5 g/L), với thành phần 
fructose–glucose đặc trưng cho levan có khả năng giữ nước mạnh [43]. Ngược lại, các 
chủng AG6 và MHM3 chỉ đạt 5–6 g/L nhưng lại giàu acid uronic, rhamnose hoặc 
galacturonic, mang nhiều nhóm chức anion có lợi cho sự tương tác với Na⁺ và kim loại 
nặng [46], [45]. Chủng HY23 đạt 2,8 g/L, sản sinh glucomannan (mannose:glucose tỉ lệ 

82:18), có khả năng hình thành gel và thúc đẩy tăng trưӣng cây dưới stress mặn [44], 
trong khi KY471306 cho 7,88 g/L EPS dạng heteropolysaccharide (glucose, mannose, 
galactose), góp phần ổn định cấu trúc đất [47]. Trái lại, chủng OM03 chỉ đạt 0,594 g/L 

với EPS gồm glucose và mannose, cho thấy hiệu quả sinh EPS thấp [48]. 
Nhìn chung, EPS của B. velezensis dao động trong khoảng 0,6 – 75 g/L, từ các 

dạng homopolysaccharide như levan, glucomannan đến heteropolysaccharide giàu acid 
uronic. Sự đa dạng này không chỉ giúp EPS phát huy vai trò sinh thái trong việc giữ 
nước, cải tạo đất mặn và hạn chế tác hại của ion Na⁺, mà còn mӣ ra triển vọng ứng dụng 
trong xử lý kim loại nặng và các lĩnh vực y sinh.  

1.4.3. Cơ chế sinh tổng hợp exopolysaccharide ở vi khuẩn chịu mặn 

1.4.3.1. Khái niệm exopolysaccharide 

EPS là nhóm polysaccharide ngoại bào được vi sinh vật tiết ra trong quá trình sinh 
trưӣng và chuyển hóa, có vai trò cấu trúc và bảo vệ tế bào trước các điều kiện bất lợi 
như stress thẩm thấu, kim loại nặng, pH cực đoan và bức xạ tử ngoại [49]. Ở các vi 
khuẩn chịu mặn, EPS là thành phần thiết yếu giúp tạo biofilm ổn định, giảm mất nước 
và duy trì cân bằng ion Na⁺/K⁺ trong môi trường ưu trương. Lớp EPS bao bọc tế bào tạo 
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môi trường vi mô bảo vệ, đồng thời là “lá chắn sinh học” giúp vi khuẩn thích nghi và 
tồn tại lâu dài trong điều kiện khô hạn và mặn cao [59], [60]. 

1.4.3.2. Cấu trúc, phân loại và các con đường sinh tổng hợp exopolysaccharide 

EPS có cấu trúc polymer phức tạp, bao gồm nhiều loại monosaccharide (glucose, 
fructose, mannose, rhamnose...) và nhóm thế như acetate, pyruvate, phosphate hoặc 
succinate [50], [51]. Thành phần và kiểu liên kết glycosidic (α/β) quyết định tính chất 
lưu biến, khả năng giữ nước, hấp phụ muối và kim loại nặng của EPS. Dựa trên thành 
phần, EPS được chia thành homopolysaccharide (HoPS) – gồm một loại 
monosaccharide (như levan, dextran) và heteropolysaccharide (HePS) - gồm nhiều loại 
monosaccharide lặp lại, thường 3–4 loại [52],  [53] (mô phỏng trên Hình 1.3). 

 

Hunh 1.3. Phân loại cấu trúc của exopolysaccharide. Các loại monomer được phân biệt 
bằng màu sắc: trắng/trong suốt (glucose), cam (allose (All)), xanh lá cây (galactose 

(Gal)), nâu (mannose (Man)) [54] 

 

Hunh 1.4. Tổng quan chung về 4 con đường sinh tổng hợp EPS ӣ vi khuẩn. GTs 
(glycosyltransferases), PCP (polysaccharide co‐polymerase), OPX (outer membrane 

polysaccharide export), TPR (tetratricopeptide repeat protein) [55] 
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Quá trình sinh tổng hợp EPS ӣ vi khuẩn được thực hiện qua 4 con đường chính và 

được mô phỏng trên Hình 1.4: 

(1) Con đường phụ thuộc Wzx/Wzy, đây là con đường phổ biến ӣ vi khuẩn, gồm 
ba giai đoạn chính: (i) tổng hợp các đường gắn nucleotide, (ii) lắp ráp các đơn vị lặp lại, 
và (iii) trùng hợp và tiết ra ngoại bào (Hình 1.4.1). Trong giai đoạn đầu, các đơn phân 
đường gắn nucleotide được vận chuyển và gắn vào chất mang undecaprenyl phosphate 
(Und-P ) ӣ màng trong. Sau đó, glycosyltransferase (GT) xúc tác hình thành đơn vị lặp 
lại, các đơn vị này được chuyển qua màng trong nhờ Wzx flippase. Cuối cùng, Wzy 
polymerase trùng hợp các đơn vị oligosaccharide đã được sửa đổi (methyl hóa, acetyl 
hóa...) thành polysaccharide. Các polysaccharide này thường là HePs có thành phần 
đường phong phú (thường là 4-5 loại đường) và được tiết ra ngoài màng bӣi hệ thống 
vận chuyển liên quan đến protein PCP và OPX [56]. Một số EPS đại diện cho con đường 
này là gellan, xanthan và kefiran. Đặc trưng của các chủng vi khuẩn tổng hợp EPS theo 
con đường này là mang các gen flippase (Wzx) và polymerase (Wzy) [57]. 

(2) Con đường phụ thuộc vào chất vận chuyển ABC (Hình 1.4.2), chủ yếu tổng 
hợp polysaccharide vỏ nang. Trong cơ chế này, các đơn phân đường hoạt hóa được liên 
kết với Und-P tạo thành Und-PP-sugar tại màng trong. Sau đó, GT xúc tác tổng hợp 
chuỗi polysaccharide hoàn chỉnh tại mặt trong của màng sinh chất [55]. Chuỗi 
polysaccharide được vận chuyển ra ngoài bӣi một phức hợp gồm các chất vận chuyển 
ABC xuyên qua màng trong và các protein chu chất thuộc họ PCP và OPX [56]. Tất cả 
các EPS được tạo ra thông qua con đường này đều mang một glycolipid được bảo tồn ӣ 
đầu khử bao gồm phosphatidylglycerol và một liên kết poly-2-keto-3-deoxyoctulosonic 
acid (Kdo). Đây là một trong những điểm khác biệt chính của con đường phụ thuộc 
Wzx/Wzy và con đường phụ thuộc ABC [57]. 

 (3) Con đường phụ thuộc synthase (Hình 1.4.3), thường được sử dụng để lắp ráp 
các homopolymer chỉ cần một loại tiền chất đường và gồm 1 loại đường đơn như glucose 
hoặc mannose [55]. Con đường thứ ba này tiết ra các sợi polymer hoàn chỉnh qua màng 
và thành tế bào độc lập với flippase để chuyển vị trí các đơn vị lặp lại. Quá trình tổng 
hợp xảy ra trực tiếp trên màng trong thông qua phức hợp synthase tích hợp trong màng, 
ví dụ như protein BcsA trong tổng hợp cellulose vi khuẩn.  

(4) Con đường phụ thuộc sucrase (Hình 1.4.4), được tổng hợp ӣ ngoại bào nhờ 
enzyme sucrase (levansucrase hoặc glucansucrase) để hình thành levan, dextran [55], 
[56].  

Trong 4 con đường tổng hợp EPS trên chỉ có con đường phụ thuộc sucrase có quá 
trình sinh tổng hợp HoPs ӣ môi trường ngoại bào. Các chuỗi polyme được kéo dài bằng 
cách thêm trực tiếp các monosaccharide thu được bằng cách cắt di- hoặc trisaccharide. 
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Trong ba trường hợp còn lại các phân tử tiền chất cần thiết cho các bước kéo dài chuỗi 
polymer, trải qua nhiều quá trình chuyển đổi enzyme khác nhau bên trong tế bào để tạo 
ra đường hoạt hóa (đường gắn nucleotide, nucleotide-sugar) [57]. Sự khác biệt về cơ 
chế dẫn đến sự đa dạng cấu trúc và tính chất của EPS, phản ánh vai trò của các enzyme 
như glycosyltransferase, polymerase và các enzyme sửa đổi nhóm đường. Dù nhiều cụm 
gen (epsA–O, wzx, wzy) đã được xác định ӣ các vi khuẩn chịu mặn thuộc Bacillus, 
Halomonas và Paenibacillus, nhưng chức năng của nhiều gen vẫn chưa được làm rõ 
hoàn toàn [57], [43]. Quá trình này nhìn chung mang tính bảo tồn cao, tuy vậy còn bị 
chi phối bӣi điều kiện môi trường, tác động đến cấu trúc và mức phân nhánh của polymer 
[58]. Do đó, việc phân tích bộ gen và cụm gen EPS là hướng tiếp cận tiềm năng nhằm 
làm sáng tỏ cơ chế di truyền và định hướng ứng dụng của vi khuẩn sinh EPS. 

1.4.3.3. Mối liên hệ giữa khả năng sinh tổng hợp exopolysaccharide của vi khuẩn với 
quá trình hấp thụ và chuyển hóa đường 

Quá trình sinh tổng hợp EPS ӣ vi khuẩn có mối liên hệ chặt chẽ với cơ chế hấp thụ 
và chuyển hóa đường, vốn cung cấp năng lượng và tiền chất cho quá trình hình thành 
polymer ngoại bào. Trong 4 con đường tổng hợp EPS đã biết, chỉ có con đường phụ 
thuộc sucrase diễn ra ӣ ngoại bào và phụ thuộc trực tiếp vào nguồn cơ chất sucrose, nơi 
enzyme sucrase xúc tác phân cắt sucrose thành các monosaccharide để kéo dài chuỗi 
HoPS. Ngược lại, ba con đường còn lại chủ yếu tổng hợp HePS trong tế bào, phụ thuộc 
vào các phản ứng chuyển hóa nội bào tạo nucleotide đường hoạt hóa (UDP-glucose, 
dTDP-rhamnose) thông qua các con đường đường phân, pentose phosphate và Leloir 
[57].  

 

Hunh 1.5. Các con đường sinh tổng hợp đường gắn nucleotide (GDP-mannose và 
UDP-glucose) để sản xuất EPS ӣ Geobacillus sp. WSUCF1 suy ra từ dữ liệu trình tự 
bộ gen. Các số EC đề cập đến các enzyme liên quan đến quá trình chuyển hóa [59] 
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Quá trình hấp thụ và chuyển hóa đường để tạo đường gắn nucleotide (tiền chất để 
cấu tạo nên EPS) được mô phỏng trên Hình 1.5. Các đường đơn như glucose, galactose, 
lactose được vận chuyển vào tế bào qua 3 hệ thống chính: PTS (phosphotransferase 
system), vận chuyển chủ động phụ thuộc ATP (ABC transporter) và vận chuyển đồng 
vận ion (symporters/permeases). Trong đó, hệ PTS là cơ chế phổ biến ӣ vi khuẩn, đóng 
vai trò then chốt trong việc vận chuyển, phosphoryl hóa và cảm biến nồng độ đường 
trong môi trường [59]. Các đường phosphoryl hóa này tiếp tục được chuyển hóa thành 
các nucleotide đường – tiền chất cho hoạt động của hệ thống GT trong quá trình lắp ráp 
EPS [60]. 

Các gen tham gia tổng hợp EPS thường chia thành hai nhóm: (i) gen sinh tổng hợp 
tiền chất như galU, galE, rfbA–D; (ii) gen đặc hiệu EPS như epsA–O, wzx, wzy, mã hóa 

enzyme trùng hợp, vận chuyển và điều hòa [61], [62]. Ở Bacillus velezensis, cụm epsA–
O chịu trách nhiệm cho quá trình tổng hợp và tiết EPS ra ngoài tế bào [43], cụm gen 
EPS bao gồm epsABCDE, wzx, wzy và epsG [62]; trong khi ӣ chủng Geobacillus sp. 
WSUCF1 vắng mặt các gen mã hóa Wzx flippase, Wzy polymerase và polysaccharide 
synthase, thay vào đó là sự có mặt của 15 gen liên quan tới con đường sinh tổng hợp 
EPS loại phụ thuộc chất vận chuyển ABC [59]. 

Thực nghiệm cho thấy, thay đổi nguồn carbon có thể ảnh hưӣng đáng kể đến năng 
suất và biểu hiện gen liên quan đến EPS. Ở Bifidobacterium longum CRC002 sử dụng 
lactose thay glucose làm tăng gấp đôi sản lượng EPS và hoạt hóa các gen trong con 

đường Leloir (galK, galT, galE, wblE) [58]. Như vậy, quá trình chuyển hóa và định 
hướng dòng carbon có thể quyết định hiệu suất và cấu trúc EPS. Việc khai thác cơ chế 
này mӣ ra hướng tối ưu hóa sinh tổng hợp EPS phục vụ công nghiệp sinh học, cải tạo 
đất mặn và phát triển nông nghiệp bền vững. 

1.4.3.4. Đặc tính, vai trò và ứng dụng của exopolysaccharide 

Đặc tính chung của EPS 

EPS có các tính chất hóa lý như: là polymer có khả năng liên kết ion, hấp phụ ion 
kim loại nặng, hòa tan trong nước, tạo gel, tạo độ nhớt, giữ nước, nhũ hóa dầu, ổn nhiệt 
và keo tụ. Một số EPS thể hiện đặc tính sinh học đáng chú ý như hoạt tính chống oxy 
hóa, kháng khuẩn, kháng nấm, kháng virus, chống viêm, chống khối u và điều hòa miễn 
dịch [60], [63]. Nhờ những đặc tính này, EPS có tiềm năng ứng dụng rộng rãi trong y 
sinh học, công nghiệp thực phẩm, nông nghiệp bền vững và xử lý môi trường. 

Đặc tính của EPS trong việc giảm muối và hấp phụ kim loại nặng 

Khi phải đối mặt với điều kiện mặn hoặc ô nhiễm kim loại, nhiều vi khuẩn có xu 
hướng tăng cường tổng hợp EPS như một cơ chế phòng vệ. Lớp EPS không chỉ là thành 
phần quan trọng trong cấu trúc biofilm mà còn tạo nên môi trường vi mô giúp vi khuẩn 
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duy trì hoạt động sống dưới áp suất thẩm thấu cao hoặc khi có sự hiện diện của ion độc 
hại [64], [65]. 

Các nghiên cứu cho thấy, hiệu quả hấp phụ muối của EPS liên quan trực tiếp đến 
đặc tính bề mặt của polymer. Cụ thể, EPS thường mang thế zeta âm và chứa nhiều nhóm 
chức như carboxyl, hydroxyl, phosphate, carbonyl hoặc thiol. Các nhóm này dễ dàng 
hấp phụ cation Na⁺ thông qua cơ chế tương tác tĩnh điện, trao đổi ion hoặc hình thành 
phức chất [66]. Nhờ đó, Na⁺ được cô lập khỏi dung dịch đất, giảm độc tính với bộ rễ và 
hỗ trợ cây trồng duy trì cân bằng nước – dinh dưỡng [65]. Ngoài ra, EPS còn có khả 
năng liên kết với hạt đất, góp phần cải thiện cấu trúc đất và giảm sự dịch chuyển của 
muối.  

Ngoài việc tương tác với muối, EPS còn nổi bật với khả năng hấp phụ kim loại 

nặng (Cd²⁺, Pb²⁺, Zn²⁺). Cấu trúc polymer mang điện tích âm cho phép EPS gắn chặt 
các ion kim loại, hạn chế sự tích lũy trong cây trồng. EPS có thể điều chỉnh cấu trúc 
kết tụ đất và cộng đồng vi sinh vật, qua đó làm giảm đáng kể sự xâm nhập Cd và Pb 
vào mô thực vật [66]. 

Đặc tính giữ nước của EPS 

Về mặt giữ nước, EPS thể hiện tính ưa nước mạnh nhờ kích thước lớn, và cấu trúc 
dạng mạng lưới polysaccharide giàu nhóm chức ưa nước, cho phép hình thành gel hút 

ẩm hiệu quả. Chẳng hạn, EPS từ Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 có khả năng giữ 
nước 496% [67], EPS-F2 từ Enterococcus sp. đạt tới 882,5% [68], trong khi EPS của 
Bacillus haynesii CamB6 đạt 266,8% [69]. Những chênh lệch này phản ánh sự khác biệt 
về khối lượng phân tử, cấu trúc mạng lưới và hàm lượng nhóm chức ưa nước giữa các 
EPS. 

Các nhóm chức carboxyl, hydroxyl và phosphate được xem là yếu tố quyết định 
khả năng hút nước và tạo gel của EPS [70]. Sự kết hợp với thành phần protein kỵ nước 
còn giúp tạo cấu trúc keo bền, tăng cường độ kết tụ và khả năng lưu giữ ẩm cho đất [71]. 

Khả năng này cũng bị chi phối bӣi yếu tố môi trường như mức độ mặn hoặc stress khác 
[72], [43]. 

Vai trò và ứng dụng của EPS 

Về mặt sinh học, EPS đóng vai trò trung tâm trong việc hình thành và duy trì cấu 
trúc biofilm, giúp vi sinh vật bám dính lên bề mặt rắn, liên kết với nhau, và tạo nên một 
ma trận bảo vệ [49]. Ma trận EPS bao bọc tế bào giúp vi sinh vật chống chịu với các 
điều kiện môi trường bất lợi như stress thẩm thấu, nhiệt độ cao, pH khắc nghiệt, kim 
loại nặng, tia cực tím, và các chất kháng sinh [63]. EPS còn có khả năng giữ nước cao, 
là yếu tố then chốt trong việc giữ ẩm cho môi trường vi sinh vật, đặc biệt trong điều kiện 
khô hạn hoặc mặn [63]. 
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Trong lĩnh vực thực phẩm, EPS được sử dụng như một chất ổn định, chất làm đặc, 
tạo gel và chất nhũ hóa. Một số sản phẩm EPS nổi bật như chất làm đặc xanthan gum 
được sản xuất bằng cách lên men đường bӣi vi khuẩn Xanthomonas campestris; chất tạo 
độ nhớt gellan gum được sản xuất bӣi Pseudomonas elodea.  Nhờ các đặc tính sinh học 
tốt, EPS được ứng dụng trong lĩnh vực y dược như chất chống oxy hóa, chống viêm, 
chống ung thư, kích thích miễn dịch, giảm cholesterol [60]. 

Trong lĩnh vực nông nghiệp và cải tạo đất, EPS do vi khuẩn vùng rễ sản sinh ra 
được xem là một tác nhân sinh học quan trọng trong việc cải thiện đặc tính vật lý và sinh 
học của đất. EPS góp phần tăng cường sự kết tụ giữa các hạt đất, từ đó cải thiện cấu trúc 
đất, nâng cao khả năng giữ nước và giữ lại chất dinh dưỡng thiết yếu, đặc biệt hữu ích 
trong các loại đất cát nghèo dinh dưỡng hoặc đất nhiễm mặn [66]. Nhờ vậy, EPS tạo 
điều kiện thuận lợi cho sự thiết lập và phát triển của hệ vi sinh vật có lợi trong vùng rễ, 
gián tiếp thúc đẩy sinh trưӣng và tăng cường sức khỏe cây trồng [66], [65]. 

Bên cạnh vai trò bảo vệ vi sinh vật trong điều kiện bất lợi, EPS còn đóng vai trò 
như một yếu tố trung gian quan trọng trong mối tương tác giữa thực vật và vi sinh vật 
vùng rễ. Việc tiết EPS được xem như một cơ chế sinh tồn của vi khuẩn, giúp chúng 
không chỉ thích nghi với điều kiện khắc nghiệt mà còn hỗ trợ thực vật trong việc chống 
chịu các stress phi sinh học như hạn, mặn hay pH bất lợi. Đặc biệt, EPS tham gia tích 
cực vào quá trình hình thành biofilm – cấu trúc tập hợp vi sinh vật thiết yếu trong vùng 
rễ, góp phần lưu giữ carbon, ổn định chu trình dinh dưỡng và tăng cường tương tác cộng 
sinh giữa vi sinh vật với cây trồng [73]. 

Tóm lại, EPS là hợp chất sinh học đa chức năng, vừa giúp vi khuẩn sinh tồn dưới 
stress, vừa cải thiện tính chất đất và bảo vệ cây trồng. Với các đặc tính giữ nước, hấp 
phụ muối và kim loại nặng, EPS hứa hẹn trӣ thành công cụ sinh học hiệu quả trong xử 
lý đất thoái hóa, nhiễm mặn, ô nhiễm kim loại và nông nghiệp bền vững. 
1.4.4. Vai trò của vi khuẩn chịu mặn, sinh exopolysaccharide trong cải tạo đất khô 
hạn mặn 

Độ mặn được xem là một trong những yếu tố môi trường then chốt gây suy giảm 
năng suất nông nghiệp trên toàn cầu. Cùng với BĐKH và sự nóng lên toàn cầu đang làm 
tình trạng hạn hán kết hợp với mặn hóa trӣ nên nghiêm trọng hơn, đặt ra thách thức lớn 
đối với an ninh lương thực [38]. Các giải pháp kỹ thuật như nâng cấp hệ thống thủy lợi 
hoặc cải tạo địa hình thường đòi hỏi chi phí cao, trong khi đó các chiến lược sinh học, 
đặc biệt là khai thác vi khuẩn chịu mặn, mang lại hướng tiếp cận bền vững và khả thi 
hơn. 

Vi khuẩn vùng rễ thúc đẩy sinh trưӣng thực vật (plant growth-promoting 
rhizobacteria) có khả năng chịu mặn thường đối phó với stress nhờ: tổng hợp chất tan 
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tương thích, sản xuất enzyme chịu mặn, hormone sinh trưӣng và đặc biệt là tạo EPS 

[38]. EPS giúp vi khuẩn bám dính vào rễ, ổn định cấu trúc đất, giữ ẩm, giảm Na⁺ tự do 
và bảo vệ tế bào trong điều kiện khắc nghiệt. 

Trong môi trường biển và ven biển, nhiều chủng vi khuẩn đã được khai thác với 
EPS có giá trị sinh học cao. Ví dụ: Bacillus cereus (EPSR3, có hoạt tính chống oxy hóa 
và chống viêm) [42]; Alteromonas macleodii (EPS HYD657/deepsane, ứng dụng trong 
mỹ phẩm) [74]; Pantoea sp. (EPS-S3, thúc đẩy tái tạo mô da) [75]; Terribacillus 

saccharophilus (EPS nhũ hóa và phân hủy hydrocarbon, ứng dụng xử lý dầu mỏ) [76]. 
Ngoài ra, các chi Pseudoalteromonas và Vibrio tiết EPS có khả năng keo tụ, loại bỏ kim 
loại nặng trong nước thải; EPS từ Monascus biển có thể được sử dụng trong xử lý tràn 
dầu [41]. 

Trong ứng dụng cải tạo đất, nhiều chủng vi khuẩn sinh EPS đã chứng minh hiệu quả 

rõ rệt: Azotobacter chroococcum và Lactobacillus fermentum tạo polysaccharide không 
tan, bịt kín lỗ rỗng giữa hạt cát, tăng khả năng giữ nước [77]; Pseudomonas chlororaphis 

A20 và Bacillus proteolyticus A27 làm tăng kết tụ đất ổn định 128–169% và tăng hoạt 
tính enzyme đất 153–193% [78]; Halomonas variabilis (HT1) và Planococcus 

rifietoensis (RT4) hỗ trợ sinh trưӣng thực vật dưới độ mặn cao [73]; chủng Bacillus 
amyloliquefaciens-3B1 đã được nghiên cứu ứng dụng cải tạo đất, chủng thể hiện khả 
năng sản sinh EPS tốt và ổn định trong đất, giúp tăng kết tụ đất và cải thiện khả năng 
chịu nước cũng như chịu mặn và tăng năng suất cho cây trồng [33]. Chủng Bacillus khác 
là B. subtilis cũng cho thấy được khả năng sản sinh EPS giúp cải tạo đất, tăng tính đàn 
hồi cho đất, nâng cao sản lượng cây trồng, nhất là khi canh tác trong điều kiện khắc 
nghiệt [35]; chủng Paenibacillus polymyxa đã được triển khai trong thực tiễn sản xuất 
nông nghiệp giúp tăng cường khả năng chịu mặn và phục hồi môi trường [37]. Những 
kết quả này cho thấy tính ưu việt của việc sử dụng các chủng vi khuẩn chịu mặn, sinh 
EPS trong việc cải tạo đất khô, nhiễm mặn, nhằm cải thiện sự phát triển của cây trồng, 
tăng sức chống chịu mặn, tăng khả năng giữ nước cho đất. 

Một số loài vi sinh vật sinh EPS như Bacillus safensis, Paenibacillus polymyxa, và 
Rhizobium meliloti đã được nghiên cứu và sử dụng trong các chương trình cải tạo đất 
trên khắp thế giới. Các nghiên cứu thử nghiệm tiên phong đã được thực hiện tại Trung 
Quốc và cho thấy rằng việc áp dụng vi sinh vật sinh EPS có thể giúp cải tạo đất, tăng 
sản lượng và tiết kiệm chi phí sản xuất. 

Tại Việt Nam, nghiên cứu về vi khuẩn sinh EPS ứng dụng trong cải tạo đất khô hạn 
mặn còn rất hạn chế, chủ yếu tập trung vào các loại nấm men như Lipomyces [79], [80]. 
Lipomyces đã được phân lập từ đất để phát triển chế phẩm vi sinh giúp nâng cao các đặc 
tính lý, hóa và sinh học của đất dốc tại huyện Mê Linh, tỉnh Vĩnh Phúc [80]. Lipomyces 
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starkeyi (PT5.1) sinh polysaccharide được ứng dụng để tăng khả năng giữ ẩm cho đất 
cát biển ӣ Bình Định có đặc tính nghèo dinh dưỡng, độ ẩm thấp, khả năng giữ nước kém 
để tăng năng suất cho lạc [79]. Ngoài ra còn có một số nghiên cứu ứng dụng chủng vi 
khuẩn sinh EPS cải tạo đất như: ứng dụng Lactobacillus plantarum để cải tạo đất và làm 
tăng hiệu suất cây trồng ӣ vùng lũ [38]; hay nghiên cứu về khả năng sản xuất EPS của 
Bacillus subtilis, cũng như  tác động của vi sinh vật này đến các tính chất vật lý của đất 
[40],… Nghiên cứu của Vũ Thị Quỳnh Chi và cs (2022) đã sử dụng chế phẩm sinh học 
dạng rắn (gồm các phụ gia và vi sinh vật sinh nhầy, phân giải lân, sinh Indole-3-acetic 
acid, sinh 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase, bào tử nấm rễ cộng sinh 
Mycorrhiza) để cải tạo đất cát san hô lần đầu tiên trên đất cát mới bồi tại các đảo Trường 
Sa và Sinh Tồn. Kết quả cho thấy, chế phẩm hữu cơ sinh học dạng rắn có hiệu quả rõ rệt 
trong việc cải thiện tính chất đất, đặc biệt là khả năng lưu giữ chất dinh dưỡng và độ phì 
nhiêu, thể hiện qua sự gia tăng EC, hàm lượng chất hữu cơ và nitơ tổng số. So với chất 
điều hòa đất truyền thống như carboxymethyl cellulose, chế phẩm sinh học dạng rắn thể 
hiện tác động tích cực vượt trội đến sinh trưӣng của rau muống trồng trên nền đất cải 
tạo [22]. 

Một số chế phẩm vi sinh vật cải tạo đất mặn được phát triển trên thị trường như Chế 
phẩm vi sinh chuyên dụng cho đất cát biển của Viện Thổ nhưỡng Nông hóa (chứa 
Lipomyces starkeyi sinh EPS); AQ99 (chứa các chủng Bacillus), Chế phẩm vi sinh vật 
cải tạo đất (có Lipomyces starkeyi sinh EPS), Nemon (chứa các chủng Bacillus),... 

Vì vậy, việc nghiên cứu và khai thác các chủng vi khuẩn bản địa sinh EPS chịu 
mặn ӣ khu vực Trường Sa mang ý nghĩa quan trọng cả về mặt khoa học lẫn ứng dụng 
thực tiễn. Các chủng vi sinh này đã tiến hóa để thích nghi lâu dài với điều kiện khắc 
nghiệt của cát san hô - môi trường khô hạn, mặn và nghèo dinh dưỡng. Nhờ khả năng 
tiết EPS, chúng không chỉ tăng cường cơ chế tự bảo vệ mà còn có thể cải thiện đặc tính 
lý - hóa học của đất, nâng cao khả năng giữ nước, gia tăng độ phì nhiêu và mӣ ra triển 
vọng phát triển nông nghiệp bền vững trên các đảo xa bờ. 

1.5. Giải trunh tự toàn bộ hệ gen 

1.5.1. Giới thiệu chung về công nghệ giải trình tự toàn bộ hệ gen  
Giải trình tự toàn bộ hệ gen (Whole Genome Sequencing – WGS) là công cụ cốt 

lõi trong sinh học hiện đại, cho phép giải mã toàn bộ vật chất di truyền của sinh vật, từ 
đó phân tích cấu trúc, chức năng và tiềm năng ứng dụng của hệ gen. Với sự ra đời của 
các công nghệ giải trình tự thế hệ mới như Illumina, PacBio và Oxford Nanopore, việc 
thu nhận dữ liệu gen với độ chính xác cao, chi phí thấp và thời gian ngắn đã trӣ nên phổ 
biến trong nghiên cứu vi sinh vật [81]. 
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1.5.2. Ứng dụng công nghệ giải trình tự toàn bộ hệ gen trong nghiên cứu vi khuẩn 
sinh exopolysaccharide 

Việc ứng dụng công nghệ WGS trong phân tích đặc điểm di truyền của vi khuẩn 
sinh EPS đã trӣ thành một hướng nghiên cứu quan trọng trong vi sinh vật học hiện đại. 
Các loài vi khuẩn có khả năng sinh EPS như Bacillus velezensis, Bacillus subtilis, 
Pseudomonas spp. và Rhizobium spp. đã được giải trình tự toàn bộ hệ gen nhằm mục 
tiêu xác định các cụm gen mã hóa tổng hợp EPS, phân tích tính an toàn, tiềm năng 
chuyển hóa, phân tích khả năng thích nghi với điều kiện bất lợi, và tiềm năng ứng dụng 
trong nông nghiệp, công nghiệp sinh học và y sinh [82], [59], [83]. Qua dữ liệu WGS, 
các cụm gen liên quan đến sinh tổng hợp EPS, bao gồm các gen mã hóa 
glycosyltransferase, protein vận chuyển, protein điều hòa và enzyme xúc tác tổng hợp 
tiền chất đường gắn nucleotide, hệ thống vận chuyển và các yếu tố điều hòa có thể được 
xác định chính xác. Các phân tích chức năng như KEGG, COG, GO và antiSMASH hỗ 
trợ dự đoán con đường sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp như EPS [82]. Đồng thời, 
WGS còn cho phép đánh giá khả năng thích nghi với điều kiện mặn, khô hạn hoặc nhiệt 
độ cao thông qua việc phát hiện các gen liên quan đến chống chịu môi trường [59].  

Một số nghiên cứu điển hình có thể kể đến là nghiên cứu của Wang và cộng sự 
(2019) về chủng Geobacillus sp. WSUCF1. Thông qua WGS, các gen liên quan đến sinh 
tổng hợp tiền chất đường gắn nucleotide, GT, vận chuyển chuỗi polysaccharide ra ngoại 
bào và điều hòa tổng hợp EPS đã được xác định. Ngoài ra, hệ gen của chủng này còn 
chứa các gen liên quan đến CRISPR-Cas, quorum quenching, polyketide synthase và 
kháng kim loại nặng, cho thấy khả năng thích nghi cao với điều kiện nhiệt độ cao và 
môi trường khắc nghiệt, tiềm năng lớn trong ứng dụng công nghệ sinh học môi trường 
và y học [59]. 

Wu và cộng sự (2020) đã phân tích hệ gen chủng LPL061, cho thấy chủng vi khuẩn 
thuộc loài B. velezensis và xác định một cụm gen eps hoàn chỉnh gồm 12 gen mã hóa 
các GT. Các gen này được bảo tồn giữa các loài Bacillus, cho thấy vai trò thiết yếu trong 
sinh tổng hợp EPS. Khoảng 2,54% bộ gen LPL061 được dự đoán tham gia vào chuyển 
hóa và phân hủy các hợp chất thứ cấp [83]. 

Gần đây, Zhao và cộng sự (2023) giải trình tự bộ gen của chủng Lactiplantibacillus 
plantarum MC5 và phát hiện 7 con đường sinh tổng hợp đường gắn nucleotide  cùng 11 
hệ thống vận chuyển phosphate đặc hiệu cho đường. Hệ gen của MC5 có nhiều bản sao 
gen vận chuyển cellobiose, mannose, fructose..., cho phép dự đoán khả năng sử dụng 
hiệu quả nhiều nguồn carbon khác nhau. Chủng này cũng sӣ hữu hai cụm gen eps hoàn 
chỉnh, bao gồm epsABCDE, wzx, wzy và một gen epsG đặc trưng, có liên quan đến sản 
xuất lượng lớn EPS. Kết quả thực nghiệm khẳng định khả năng chuyển hóa đường và 
năng suất EPS của chủng MC5 phù hợp với dự đoán từ dữ liệu hệ gen [62]. 
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1.5.3. Ứng dụng công nghệ giải trình tự toàn bộ hệ gen trong nghiên cứu vi khuẩn 
chịu mặn 

Trong những năm gần đây, công nghệ WGS đã trӣ thành công cụ thiết yếu trong 
nghiên cứu vi sinh vật chịu mặn, đặc biệt trong việc khai thác tiềm năng di truyền phục 
vụ cải tạo đất và phát triển chế phẩm sinh học. Tại Việt Nam và trên thế giới, WGS đã 
được ứng dụng để phân tích sâu các chủng vi khuẩn chịu mặn nhằm làm rõ cơ chế chịu 
mặn, khả năng thích ứng và vai trò kích thích sinh trưӣng thực vật. Chẳng hạn, nghiên 
cứu của Nguyen và cs (2023) đã giải trình tự bộ gen chủng Salinicola sp. DM10, một vi 
khuẩn chịu mặn được phân lập từ đất mặn ӣ Việt Nam. Phân tích hệ gen cho thấy chủng 
này sӣ hữu các gen quan trọng liên quan đến cơ chế điều hòa thẩm thấu và chống chịu 
ion như hệ vận chuyển K⁺ (trkA, kdpABC), hệ chống Na⁺ (nhaP, mrp), cụm gen tổng 
hợp chất bảo vệ thẩm thấu (ectABC, betAB) và các kênh cảm biến áp suất cơ học 
(mscKLS). Ngoài ra, chủng DM10 còn mang các gen liên quan đến chuyển hóa 
phosphate (gcd, pqqABCDE, phoB/R), phân giải tinh bột (amy1A), giảm ethylene (acdS 
mã hóa 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase) và tổng hợp siderophore 
(fhu, efeB), cho thấy khả năng thúc đẩy sinh trưӣng cây trồng trong điều kiện mặn cao 
[84]. Tương tự, Belaouni và cs (2022) đã giải trình tự toàn bộ hệ gen chủng Bacillus sp. 
BH32 và xác định đây là một loài mới trong nhóm Bacillus, mang nhiều gen liên quan 
đến bơm ion Na⁺/H⁺, tổng hợp chất thích nghi thẩm thấu, enzyme chống oxy hóa, cùng 
các gen sinh auxin, phân giải cellulose, tổng hợp siderophore và các cụm gen mã hóa 
chất chuyển hóa thứ cấp (Biosynthetic Gene Clusters-BGCs), hỗ trợ vi khuẩn này tồn 
tại và tương tác cộng sinh với cây trồng trong điều kiện mặn [43]. Nghiên cứu của Wu 
và cs (2021) trên chủng Bacillus halotolerans KKD1 cũng cho thấy WGS đã làm sáng 
tỏ cơ chế chịu mặn-kiềm đa tầng, bao gồm gen mã hóa symporter Na⁺/Proline 
(gene0757), vận chuyển Na⁺ qua ABC transporter (gene2977), các hệ vận chuyển K⁺ 
(trkA, kdpABC), tổng hợp ectoine và glycine-betaine (ectABC, betAB), các kênh cảm 
biến cơ học (mscK, mscL, mscS), và enzyme chống oxy hóa như catalase, peroxidase, 
protein sửa chữa DNA. Đáng chú ý, KKD1 còn chứa nhiều cụm BGCs mã hóa surfactin 
và fengycin – các chất có khả năng kháng nấm bệnh thực vật, cho thấy tiềm năng ứng 
dụng trong nông nghiệp sinh học [85]. Bổ sung vào đó, nghiên cứu gần đây của Wang 
và cộng sự (2024) về chủng Bacillus paralicheniformis G9H01 đã chứng minh WGS có 
thể đồng thời phát hiện nhiều nhóm gen quan trọng liên quan đến điều hòa ion 
(K⁺/Na⁺/H⁺ antiporter), chuyển hóa betaine và sinh tổng hợp EPS – polymer có vai trò 
thiết yếu trong việc kết tụ đất, giữ ẩm và bảo vệ vi khuẩn khỏi stress môi trường. Nhờ 
sự phối hợp của các nhóm gen này, chủng G9H01 có thể sống trong môi trường chứa 
đến 15% NaCl [86].  
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Các nghiên cứu trên góp phần khẳng định rằng WGS không chỉ giúp hiểu rõ hơn 
cơ chế sinh học phân tử của vi khuẩn chịu mặn mà còn mӣ ra hướng ứng dụng thực tiễn 
trong phát triển chế phẩm vi sinh phục vụ cải tạo đất khô hạn, mặn và nâng cao năng 
suất cây trồng ӣ những vùng đất khắc nghiệt như ven biển và hải đảo của Việt Nam. 

1.5.4. Giới thiệu sơ lược về genome chủng tham chiếu Bacillus velezensis FZB42  

Trong các nghiên cứu so sánh hệ gen ӣ cấp độ loài, việc lựa chọn một chủng 
tham chiếu có genome hoàn chỉnh và được chú giải đầy đủ là yếu tố then chốt 
nhằm bảo đảm tính nhất quán và độ tin cậy của các phân tích kiểu gen–kiểu hình. 
Đối với loài Bacillus velezensis, chủng FZB42 hiện được cộng đồng khoa học 
quốc tế thừa nhận rộng rãi như một chuẩn genome cho các nghiên cứu về sinh học 
phân tử, sinh thái học và tiềm năng kích thích sinh trưӣng thực vật. 

B. velezensis FZB42 (tên gọi trước đây: B. amyloliquefaciens FZB42) là một 
chủng vi khuẩn vùng rễ thúc đẩy tăng trưӣng thực vật được nghiên cứu rất sâu và 
được sử dụng rộng rãi là chủng tham chiếu (reference) cho nhóm B. velezensis có 
tiềm năng kích thích sinh trưӣng thực vật và kiểm soát sinh học [87]. Điểm mạnh 
của FZB42 nằm ӣ việc đã có bộ gen hoàn chỉnh (complete genome), cho phép so 
sánh kiểu gen-kiểu hình một cách đáng tin cậy khi phân tích các chủng mới trong 
cùng loài. Trên cơ sӣ dữ liệu trình tự, genome FZB42 được công bố dưới dạng 
một nhiễm sắc thể vòng (circular chromosome) với độ dài 3.918.596 bp 
(CP000560.2/NC_009725.2), tạo nền tảng chuẩn để đối chiếu các chỉ số cơ bản 
như kích thước genome, số lượng gen dự đoán, thành phần gen lõi/biến đổi, và 
phân bố các cụm gen chức năng [88]. Các nghiên cứu genome FZB42 cho thấy: 
ngoài bộ gen lõi có mức độ bảo tồn cao so với các loài Bacillus gần gũi, chủng 
này còn sӣ hữu các vùng genome biến thiên giàu các cụm gen liên quan đến thích 
nghi vùng rễ và tổng hợp chất chuyển hóa thứ cấp, góp phần tạo lợi thế cạnh tranh 
sinh thái và khả năng đối kháng mầm bệnh. Đáng chú ý, genome hoàn chỉnh của 
FZB42 (~3,92 Mb) cho thấy sự hiện diện của nhiều cụm gen chuyển hóa thứ cấp, 
các operon sinh tổng hợp exopolysaccharide (epsA-O) cùng với  tapA–sipW–tasA 
tạo nên nền tảng di truyền cho hình thành biofilm, cùng với các nhóm gen đáp 
ứng stress, hình thành nền tảng di truyền cho khả năng thích nghi sinh thái và 
tương tác hiệu quả với cây trồng, đồng thời khẳng định tính phù hợp của việc lựa 
chọn FZB42 làm chủng tham chiếu trong các nghiên cứu phân tích và so sánh hệ 
gen [89], [88].  
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1.5.5. Tình hình nghiên cứu và ứng dụng công nghệ giải trình tự toàn bộ hệ gen tại 
Việt Nam 

Tại Việt Nam, công nghệ WGS đã được ứng dụng ngày càng rộng rãi trong nhiều 
lĩnh vực nghiên cứu, đặc biệt là vi sinh vật học, y học phân tử, nông nghiệp và môi 
trường. Trong lĩnh vực y sinh, WGS đã giúp xác định toàn bộ trình tự bộ gen của nhiều 
tác nhân gây bệnh quan trọng như SARS-CoV-2, Mycobacterium tuberculosis, 
Escherichia coli và virus RSV, hỗ trợ tích cực cho điều tra thực trạng tình hình dịch 
bệnh, giám sát dịch tễ và kiểm soát bệnh để bảo vệ sức khỏe cộng đồng [90], [91], [92]. 
Ngoài ra, một số nghiên cứu đã sử dụng WGS để khai thác các cụm gen sinh tổng hợp 
chất chuyển hóa thứ cấp từ vi sinh vật, phục vụ cho việc tìm kiếm hoạt chất mới có khả 
năng kháng khuẩn, kháng nấm, kháng virus, chống ung thư và ứng dụng probiotic trong 
bối cảnh gia tăng tình trạng kháng thuốc [93]. 

Trong lĩnh vực nông nghiệp và môi trường tại Việt Nam, công nghệ WGS đã được 
ứng dụng nhằm làm rõ tiềm năng sinh học và chức năng di truyền của các vi khuẩn có 
lợi. Lê Thị Thanh Tâm và cộng sự (2022) đã giải trình tự toàn bộ hệ gen của ba chủng 
Bacillus velezensis phân lập từ vùng rễ cây cà chua và cà phê, qua đó phát hiện sự hiện 
diện của các gen mã hóa cho hoạt chất sinh học có hoạt tính đối kháng nấm bệnh và 
tuyến trùng, bao gồm cụm gen fen và pzn. Những phát hiện này cung cấp cơ sӣ di truyền 
cho việc phát triển chế phẩm vi sinh có khả năng kích thích sinh trưӣng và bảo vệ cây 
trồng khỏi tác nhân gây hại trong nông nghiệp bền vững [94]. Trong một nghiên cứu 
khác, Nguyen và cộng sự (2021) đã sử dụng WGS như một công cụ trọng yếu để phân 
tích bốn chủng vi khuẩn phân lập từ đất nhiễm độc chất diệt cỏ 2,4-D và 2,4,5-T tại căn 
cứ quân sự Biên Hòa. Phân tích hệ gen đã giúp nhận diện các cụm gen tfdABCDEF và 
tfdCDEF, mã hóa cho các enzyme liên quan đến quá trình phân giải các hợp chất hữu 
cơ chứa chlorophenoxy. Đồng thời, WGS cũng góp phần làm sáng tỏ khả năng tiếp nhận 
và tiến hóa của các gen này thông qua hiện tượng chuyển gen ngang giữa các loài vi 
khuẩn Proteobacteria. Những kết quả này không chỉ củng cố vai trò của WGS trong 
nghiên cứu vi sinh vật môi trường mà còn mӣ ra tiềm năng ứng dụng trong xử lý sinh 
học đất bị ô nhiễm hóa chất độc hại [95]. 

Đặc biệt, trong nghiên cứu vi khuẩn sinh EPS, Vu và cộng sự (2021) đã giải trình 
tự hệ gen của chủng Bacillus velezensis VTX20 phân lập từ thực phẩm, chủng vi khuẩn 
có khả năng sinh EPS cao (75,5 ± 4,8 g/L) trong môi trường chứa 200 g/L sucrose. Phân 
tích genome xác định sự hiện diện của operon ls-levB liên quan đến tổng hợp EPS loại 
levan. EPS từ VTX20 có hoạt tính chống oxy hóa mạnh, với khả năng quét gốc tự do 
DPPH đạt 40,1–64,0%, khẳng định tiềm năng ứng dụng của chủng này trong công 
nghiệp dược phẩm và y sinh [43]. Một nghiên cứu khác của cùng nhóm tác giả đã phân 
lập chủng Cellulosimicrobium cellulans MP1 từ ruột mối, cho thấy hệ gen chứa 30 gen 
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liên quan đến phân hủy cellulose và hemicellulose, cùng với operon sacC1-levB-sacC2-
ls liên quan đến sinh tổng hợp EPS loại levan. Những kết quả này mӣ ra tiềm năng ứng 
dụng của MP1 trong xử lý sinh học và sản xuất EPS [96]. 

Giải trình tự toàn bộ hệ gen đang khẳng định vai trò trung tâm trong nghiên cứu vi 
sinh vật học hiện đại nhờ khả năng cung cấp thông tin toàn diện về cấu trúc, chức năng 
và tiềm năng ứng dụng của hệ gen. Đối với vi khuẩn sinh EPS, WGS cho phép xác định 
các cụm gen liên quan tới tổng hợp EPS, cơ chế điều hòa và khả năng thích nghi với 
môi trường khắc nghiệt như mặn, nhiệt, pH cực đoan hoặc ô nhiễm kim loại. Tại Việt 
Nam, việc ứng dụng WGS trong nghiên cứu các chủng vi khuẩn bản địa không chỉ nâng 
cao hiểu biết khoa học mà còn thúc đẩy phát triển các chế phẩm sinh học phù hợp với 
điều kiện nông nghiệp và môi trường đang chịu tác động của biến đổi khí hậu. 

Như vậy, qua tổng quan tài liệu có thể nhận thấy rằng đất mặn, khô hạn, đặc biệt 
là cát san hô tại quần đảo Trường Sa, có đặc điểm vật lý – hóa học rất khắc nghiệt: cấu 
trúc rời rạc, nghèo dinh dưỡng, khả năng giữ nước và trao đổi cation thấp, đồng thời 
thường xuyên chịu tác động của muối biển và bức xạ mặt trời mạnh. Các giải pháp cải 
tạo truyền thống chủ yếu dựa vào vật liệu vô cơ hoặc hóa học, hiệu quả ngắn hạn và 
thiếu bền vững. Trong khi đó, hướng tiếp cận sinh học sử dụng vi khuẩn bản địa sinh 
EPS được xem là triển vọng do khả năng tạo polymer ngoại bào giúp kết dính hạt đất, 
tăng giữ ẩm và giảm mặn tự nhiên, thân thiện với môi trường. Tuy nhiên, tại Việt Nam, 
các nghiên cứu về EPS và vi khuẩn sinh EPS chủ yếu tập trung ӣ đất mặn ven biển hoặc 
nội địa; mà chưa nghiên cứu chuyên sâu trên nền cát san hô xa bờ như Trường Sa, và 
đặc biệt thiếu các phân tích di truyền ӣ mức hệ gen nhằm làm rõ cơ chế tổng hợp EPS 
và khả năng thích nghi mặn của vi khuẩn sinh EPS vùng biển đảo. Trước khoảng trống 
đó, luận án này thực hiện phân lập và tuyển chọn chủng vi khuẩn chịu mặn sinh EPS 
bản địa từ cát san hô Trường Sa, tiến hành giải trình tự và chú giải hệ gen để xác định 
cụm gen EPS, làm sáng tỏ mối liên hệ giữa cơ chế di truyền và đặc tính sinh học, đồng 
thời đánh giá hiệu quả cải tạo đất và sinh trưӣng cây trồng trên mô hình chậu vại cát san 
hô cải tạo. Cách tiếp cận tổng hợp này góp phần bổ sung cơ sӣ khoa học và thực tiễn 
cho ứng dụng vi sinh vật bản địa trong cải tạo cát san hô mặn – khô vùng biển đảo Việt 
Nam, thể hiện rõ tính mới và giá trị ứng dụng của nghiên cứu. 
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CHƯƠNG 2. VҰT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

- Các mẫu đất thu thập từ 3 đảo thuộc quần đảo Trường Sa: Trường Sa Đông (kí 
hiệu TSD); Đá Tây A (kí hiệu DTA); Trường Sa Lớn (kí hiệu TSL). Tọa độ lấy mẫu 
được trình bày cụ thể ӣ Phụ lục 1. Các mẫu đất này được sử dụng để phân lập, tuyển 
chọn các chủng vi khuẩn chịu mặn, sinh EPS. 

- Cát san hô sử dụng để thử nghiệm được lấy từ đảo Trường Sa Lớn ngày 29/4/2024 
bӣi V. D. N. 
2.1.2. Thiết bị, hóa chất 

Các hóa chất sử dụng: Bộ kit API 50CHB (BioMérieux, Pháp). Các đường: D-
glucose, D-fructose, D-galactose, sucrose, lactose, D-maltose, mannose, manitol, 
trehalose, D-xylose, L-rhamnose, L-arabinose, cellobiose, L-arabinose N-
acetylglucosamine của hãng Sigma-Aldrich (độ tinh khiết trên 95%); Yeast extract, 
peptone, Malt extract, NaCl, glycerol lỏng, agar, acetone, glucose, casein, urea, 
NH4NO3, NH4Cl, (NH4)2SO4,  NaCl, K2HPO4, ZnSO4 , FeSO4, MgSO4.7H2O,… các hóa 
chất tinh khiết từ các hãng uy tín như Sigma, Merck. 

Các thành phần của giá thể hữu cơ: bã bùn mía (Công ty CP Mía đường Tuy 
Hòa); trấu hun (VinaTap), phân bò (Sha Việt Nam). 

Môi trường nuôi cấy vi sinh vật: 
Thành phần một số môi trường nuôi cấy vi sinh vật sử dụng trong nghiên cứu được 

pha theo Bảng 1 của Phụ lục 2. 
Thiết bị: Các thiết bị được sử dụng chính trong nghiên cứu này được trình bày ӣ 

Bảng 2 Phụ lục 2. 
2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp lấy mẫu đất 
Mẫu đất được thu thập tại 3 đảo Trường Sa Đông, Đá Tây A và Trường Sa Lớn, 

đại diện cho các điều kiện địa lý và mức độ cải tạo khác nhau. Ở mỗi đảo, việc lấy mẫu 
được tiến hành tại 3 khu vực đặc trưng, bao gồm cả các vị trí mới được tôn tạo, bồi đắp 
bằng cát san hô trong những năm gần đây (như khu vực sau bờ kè, bãi cát ven đảo) và 
các vị trí cũ, lâu không được tôn tạo (như khu vực gốc cây hoặc gần nhà bếp). Riêng 
đảo Đá Tây A  là đảo mới được tôn tạo toàn bộ trong thời gian gần đây nên các điểm lấy 
mẫu đều thuộc nhóm vị trí mới tôn tạo. Chi tiết tọa độ và mô tả từng vị trí lấy mẫu được 
trình bày tại Phụ lục 1. 

Công tác lấy mẫu được thực hiện theo tiêu chuẩn TCVN 7538-2:2005 (ISO 10381-
2:2002) về Chất lượng đất – Lấy mẫu – Phần 2: Hướng dẫn kỹ thuật lấy mẫu, nhằm 



27 

 

đảm bảo tính đại diện và độ tin cậy của mẫu. Tại mỗi vị trí, mẫu được thu ӣ lớp đất mặt 
(0–20 cm) – tầng canh tác chính và cũng là nơi tập trung phần lớn hoạt động sinh học 
trong đất. Phương pháp lấy mẫu hình chữ chi (zig-zag) được áp dụng để đảm bảo tính 
ngẫu nhiên và phản ánh đặc trưng trung bình của khu vực khảo sát. 

Mẫu đất được thu bằng xẻng hoặc dao chuyên dụng đã được khử trùng bằng cồn 
70% trước và sau mỗi lần lấy, nhằm hạn chế tối đa nguy cơ nhiễm chéo. Khoảng 500 g 
đất được lấy tại mỗi vị trí, trộn đều để tạo thành một mẫu tổ hợp đại diện cho khu vực. 
Mẫu sau khi thu được cho vào túi zip hoặc hộp nhựa có nắp kín, kèm nhãn ghi rõ mã số 
mẫu, ngày lấy, tọa độ GPS, điều kiện thời tiết và mô tả ngắn gọn đặc điểm vị trí. Toàn 
bộ quá trình lấy mẫu được tiến hành trong điều kiện thời tiết khô ráo. Sau khi thu thập, 
các mẫu được bảo quản trong thùng lạnh ӣ nhiệt độ 4 ± 2 °C và vận chuyển về phòng 
thí nghiệm để phục vụ cho công tác phân lập các chủng vi khuẩn chịu mặn và sinh EPS. 
2.2.2. Nhóm phương pháp vi sinh 

2.2.2.1. Phân lập, sàng lọc các chủng vi khuẩn chịu mặn, sinh exopolysaccharide  
Dựa vào các cơ sӣ thực tế là: đất ӣ các đảo nổi thuộc quần đảo Trường Sa do nhóm 

nghiên cứu khảo sát có độ mặn NaCl 0,45–1,27%; ӣ một số đảo khan hiếm nước ngọt, 
các cán bộ chiến sĩ thường tưới cây bằng nước lợ; trong khi đó mục đích sàng lọc chủng 
vi khuẩn chịu mặn để ứng dụng cải tạo đất cát san hô chủ yếu được khai thác từ dưới 
biển, vì vậy quá trình phân lập, tuyển chọn các chủng vi khuẩn được tiến hành trên môi 
trường LB chứa NaCl 3% (ngang độ mặn trung bình của nước biển).  

 

Hunh 2.1. Hình ảnh kéo dài thành sợi >5mm theo phương pháp thử kéo sợi  
Tiến hành: Cân 10 g mẫu đất cho vào 90 mL nước muối sinh lý vô trùng và pha 

loãng từ nồng độ 10-1–10-5. Hút 100 µL dịch pha loãng trải trên đĩa thạch LB có bổ sung 
3% NaCl, mỗi độ pha loãng lặp lại 3 đĩa, và ủ ӣ 30 oC trong 45–48 giờ. Mật độ vi sinh 
vật được xác định bằng phương pháp đếm khuẩn lạc trên đĩa thạch theo TCVN 11039-
1:2015. Sau khi ủ, các khuẩn lạc được quan sát và phân loại sơ bộ dựa trên hình thái, 
màu sắc, kích thước và đặc điểm tế bào để ước lượng số nhóm hình thái khác nhau (số 
chủng vi sinh vật). Việc tuyển chọn các chủng có khả năng sinh EPS được thực hiện dựa 
trên đặc điểm khuẩn lạc bóng, ướt, có rỉ nhầy và khả năng kéo sợi > 5 mm. Các khuẩn 
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lạc có đặc điểm này được tiếp tục cấy chuyền trên môi trường LB đặc bổ sung 3% NaCl 
cho đến khi thu được chủng thuần. Khả năng sinh EPS được kiểm tra bằng phương pháp 
kéo sợi (Hình 2.1), trong đó khuẩn lạc sinh EPS tạo chất nhầy có thể quan sát bằng mắt 
thường; khi dùng đầu vòng của que cấy kéo, nếu hình thành sợi nhầy dài > 5 mm thì 
được xác định là dương tính, có khả năng sinh EPS [97]. Các chủng sinh EPS sau đó 
được đặt tên dựa theo nguồn gốc đất đảo phân lập được chủng. 
2.2.2.2. Phương pháp tuyển chọn chủng vi khuẩn chịu mặn, có khả năng sinh tổng hợp 
EPS hàm lượng cao 

Tiến hành dựa theo phương pháp của Cheng và cs (2020) [78].  
Chủng vi khuẩn chịu mặn, có khả năng sinh tổng hợp EPS được giữ trong glycerol 

38 % và lưu giữ ӣ tủ -80 ºC tại Phân viện Công nghệ sinh học.  
 Chủng vi khuẩn được hoạt hóa bằng cách ria trên đĩa LB đặc có bổ sung NaCl 

3%, ủ ӣ 30 ºC trong 24 giờ để khuẩn lạc phát triển. Kiểm tra độ thuần khiết của các 
khuẩn lạc: màu sắc, bề mặt, hình dạng đặc trưng giống như khuẩn lạc chủng mẫu. 

Từ đĩa thạch chứa khuẩn lạc thuần khiết, chọn một khuẩn lạc đơn và tiến hành nuôi 
cấy sơ cấp trong 3–5 mL môi trường LB lỏng, lắc ӣ tốc độ 150 rpm, 30 °C qua đêm. Sau 
đó, lấy 5% thể tích dịch nuôi sơ cấp để tiếp giống vào bình tam giác 100 mL chứa 30 
mL môi trường LB có bổ sung NaCl ӣ nồng độ cuối là 3%. Nuôi lắc ӣ 30 °C, 150 rpm 
trong 48 giờ. 

Dịch sau lên men được đo OD600 xác định khả năng sinh trưӣng của tế bào và tách 
chiết EPS đánh giá khả năng sinh tổng hợp EPS của chủng vi khuẩn để tuyển chọn chủng 
vi khuẩn cho hàm lượng EPS cao nhất phục vụ cho các nghiên cứu sâu hơn. 
2.2.2.3. Khảo sát khả năng sử dụng các nguồn carbon của chủng vi khuẩn tuyển chọn  

Nguyên lý 

Sử dụng bộ kit API 50CHB (BioMérieux, Pháp) để khảo sát khả năng lên men 49 
loại đường (Bảng 3 Phụ lục 2) của chủng vi khuẩn Bacillus khảo sát.  

Tiến hành 

Các khuẩn lạc vi khuẩn nuôi trên môi trường LB đặc được tạo huyền phù trong 
ống chứa 10 mL môi trường API 50 CHB. Sau đó dịch môi trường khoáng có chứa vi 
khuẩn được bổ sung vào các giếng thử của bộ kit. Dùng dầu parafin phủ kín lên bề mặt 
các giếng. Đậy bộ kít và nuôi ӣ nhiệt độ 30 C. Đọc kết quả sau 48 giờ. 

Đọc kết quả 

Một xét nghiệm dương tính tương ứng với sự axit hóa được thể hiện bӣi chỉ thị 
màu đỏ có trong môi trường đổi thành màu VÀNG. Đối với xét nghiệm esculin (ống số 
25), thay đổi màu từ màu tím đến ĐEN. Các ống không đổi màu môi trường là âm tính. 
Ký hiệu mẫu: (+) dương tính; ( - ) âm tính; () chưa rõ. Ghi kết quả vào bảng kết quả. 
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2.2.2.4. Đánh giá khả năng chịu mặn và kim loại nặng của chủng vi khuẩn tuyển chọn   
Chủng vi khuẩn tuyển chọn được đánh giá khả năng chịu mặn dựa theo phương 

pháp của Sharma (2021) [98], Li (2021) [99]. Để đánh giá khả năng chịu mặn, muối 
NaCl/MgSO4 được pha loãng với môi trường LB đến nồng độ cuối cùng sau khi thêm 
chủng vi khuẩn vào khay 96 giếng đạt được các giá trị sau: 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 
và 17,5%. Mỗi mẫu được lặp lại 3 lần; các mẫu đối chứng âm: môi trường LB không 
thêm vi khuẩn; đối chứng dương: môi trường LB có bổ sung vi khuẩn. Dịch nuôi cấy 
của chủng vi khuẩn sau 16–18 giờ trong môi trường LB được pha loãng và thêm vào 
khay 96 giếng sao cho mật độ vi khuẩn trong mỗi giếng đạt khoảng 5×105 CFU /mL. 
Các khay được lắc ӣ 30 oC, 150 rpm trong 45–48 giờ và sau đó đánh giá khả năng chịu 
mặn của chủng. Khả năng chịu mặn của chủng vi khuẩn được đánh giá bằng khả năng 
phát triển của chủng vi khuẩn (dịch nuôi cấy đục hoặc xuất hiện màng biofilm màu trắng 
đục trên bề mặt giếng) ӣ các nồng độ muối khác nhau. Kí hiệu: (+) sinh trưӣng được;   
(-) không sinh trưӣng được; () chưa rõ. Ghi kết quả vào bảng kết quả.  

Tương tự như vậy, khả năng chịu stress kim loại nặng của chủng vi khuẩn đã được 
thử nghiệm bằng cách pha loãng Cd(NO3)2, Hg(NO3)2, Cr(NO3)2, Co(NO3)2, 

Pb(CH3COO)2, FeSO4,  NaAsO₂ và ZnCl2 với môi trường LB sao cho nồng độ cuối cùng 
sau khi thêm chủng vi khuẩn vào khay 96 giếng đạt các giá trị sau: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 
và 128 µg/mL. Thử nghiệm được tiếp tục ӣ nồng độ kim loại nặng từ 150–1050 µg/mL 
nếu chủng vi khuẩn có thể phát triển ӣ 128 µg/mL.  
2.2.2.5. Khảo sát ảnh hưởng của môi trường và điều kiện nuôi cấy riêng lẻ đến khả năng 
sinh EPS 

Sau khi tuyển chọn được chủng vi khuẩn sinh EPS tiềm năng, tiến hành khảo sát 
ảnh hưӣng của từng yếu tố nuôi cấy riêng lẻ đến khả năng sinh EPS nhằm xác định điều 
kiện tối ưu cho quá trình sản xuất. Chủng vi khuẩn được nuôi cấy trong 6 loại môi trường 
phổ biến gồm: LB (Luria–bertani), NB (Nutrient broth), YPM (Yeast extract–peptone–
malt extract), ISP2 (International streptomyces project medium 2), YM (Yeast malt) và 
TB (Terrific broth) ӣ điều kiện 30 oC, lắc 150 rpm trong 48 giờ (điều kiện nuôi cấy này 
được giữ  xuyên suốt các quá trình khảo sát, trừ khi có ghi chú khác). Các mẫu dịch sau 
nuôi cấy được kiểm tra khả năng sinh trưӣng (thông qua giá trị OD600) và hàm lượng 
EPS (theo mục 2.2.6.1), và môi trường cho năng suất EPS cao nhất được chọn cho các 
khảo sát tiếp theo. 

Dựa trên kết quả phân tích sinh hóa và dữ liệu genome, lựa chọn các nguồn carbon 
mà chủng có khả năng sử dụng tốt (D-glucose, D-fructose, D-galactose, sucrose, lactose, 
D-maltose, mannose, manitol, trehalose, D-xylose, L-rhamnose, L-arabinose, 
cellobiose) để bổ sung vào môi trường ӣ nồng độ 1% (w/v). Sau khi xác định nguồn 
carbon cho hiệu suất EPS cao nhất, tiến hành khảo sát ảnh hưӣng của nồng độ carbon 
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với các mức 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 và 10% (w/v) nhằm chọn nồng độ cho hàm lượng EPS 
tốt nhất. 

Để khảo sát nguồn nitơ, 1% các nguồn nitơ gồm casein, NH4NO3, NH4Cl, 
(NH4)2SO4, urea được bổ sung vào môi trường để khảo sát.  

Ảnh hưӣng của muối khoáng đến khả năng sinh EPS được đánh giá bằng cách bổ 
sung riêng lẻ 0,5% (w/v) các loại muối MgSO₄, ZnSO₄, FeSO₄ và NaCl vào môi trường. 
Loại muối khoáng cho hiệu quả cao nhất tiếp tục được khảo sát sâu ӣ các nồng độ 0,25; 
0,5; 1; 3; 5; 8; 12,5 và 15% nhằm xác định nồng độ cho hàm lượng EPS tốt nhất. 

Để khảo sát ảnh hưӣng của độ pH, môi trường được điều chỉnh về các giá trị pH 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 và 11 bằng dung dịch NaOH hoặc HCl 1N trước khi hấp tiệt trùng để 
khảo sát lựa chọn điều kiện pH tốt nhất. 

Các khảo sát tốc độ nuôi lắc 100; 150; 200; 250 rpm được lựa chọn. Nhiệt độ 5; 
10; 15; 22; 30; 37; 42; 50; 57 oC được khảo sát và thời gian thu mẫu 12; 24; 36; 48; 60; 
72; 84 giờ được khảo sát để lựa chọn điều kiện cho khả năng sinh EPS tốt nhất. 

Cuối cùng, ảnh hưӣng của tỷ lệ tiếp giống được khảo sát với các mức 1%, 2,5%, 
5% và 7,5% (v/v). 

Tất cả các thí nghiệm đều lặp lại 3 lần, lượng EPS tạo ra trong mỗi điều kiện được 
tách chiết, định lượng theo như mục 2.2.6.1 để lựa chọn điều kiện cho năng suất EPS 
cao nhất. 
2.2.2.6. Tối ưu hóa các yếu tố môi trường ảnh hưởng đến sinh tổng hợp EPS 

Dựa trên kết quả sàng lọc sơ bộ, ba yếu tố môi trường có ảnh hưӣng đáng kể nhất 
đến năng suất sinh tổng hợp EPS đã được lựa chọn để tiến hành tối ưu hóa. Quy trình 
tối ưu hóa được thực hiện bằng thiết kế Box–Behnken kết hợp với phương pháp đáp ứng 
bề mặt (Response Surface Methodology – RSM) nhằm xác định điều kiện tối ưu cho 
quá trình sản xuất EPS [100]. 

Thiết kế Box–Behnken được xây dựng với 3 biến độc lập, mỗi biến có 3 mức mã 
hóa: thấp (-1), trung bình (0) và cao (+1). Thiết kế bao gồm 17 thí nghiệm, trong đó có 
5 điểm lặp lại tại trung tâm để đánh giá sai số thực nghiệm và tính lặp lại của mô hình. 
Ma trận thí nghiệm được trình bày trên Bảng 2.1. 
Bảng 2.1. Thiết kế các thí nghiệm Box-Benhken 3 yếu tố 

Thí nghiệm X1 X2 X3 

1 0 -1 1 

2 -1 0 1 

3 0 -1 -1 

4 1 -1 0 

5 1 1 0 
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6 0 0 0 

7 1 0 1 

8 1 0 -1 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 -1 0 -1 

12 -1 1 0 

13 -1 -1 0 

14 0 1 1 

15 0 1 -1 

16 0 0 0 

17 0 0 0 

Phân tích hồi quy được thực hiện bằng phần mềm Design-Expert phiên bản 13 
(Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA). Mối quan hệ giữa các biến độc lập và hàm mục tiêu 
(hàm đáp ứng – năng suất EPS) được mô hình hóa dưới dạng phương trình đa thức bậc 
hai như sau: 

Y = a + a1X1 + a2X2 + a3X3 + a12X1.X2 + a23X2.X3 + a13X1.X3 + a11X12 + a22X22 + 
a33X32  

Trong đó, Y là giá trị đáp ứng dự đoán (năng suất EPS); a là hằng số tỉ lệ; X1, X2, 
X3 là các biến độc lập tương ứng với 3 yếu tố môi trường được khảo sát; a1, a2, a3 là các 
hệ số tuyến tính; a12, a13, a23 là các hệ số tương tác hai chiều; a11, a22, a33 là các hệ số bậc 
2.  

Phân tích phương sai (ANOVA) được sử dụng để đánh giá độ phù hợp và ý nghĩa 
thống kê của mô hình hồi quy. Các chỉ số quan trọng bao gồm:  

• Hệ số xác định R2 nhằm phản ánh mức độ giải thích của mô hình đối với biến 
phụ thuộc. 

• Giá trị p (p-value) cho từng yếu tố và mô hình tổng thể, với ngưỡng ý nghĩa là p 
< 0,05. 

• Kiểm định Lack of Fit (độ không phù hợp) được áp dụng để đánh giá liệu mô 
hình hồi quy có thể mô tả chính xác mối quan hệ giữa các biến hay không. Giá trị p > 
0,05 trong kiểm định này chỉ ra rằng sai số không đáng kể, chứng minh rằng mô hình là 
phù hợp thống kê với dữ liệu thực nghiệm. 

Việc xác định ý nghĩa thống kê và chất lượng mô hình giúp đảm bảo rằng các điều 
kiện tối ưu dự đoán từ mô hình có thể áp dụng hiệu quả trong thực tế và tạo nền tảng 
cho các bước xác nhận thực nghiệm tiếp theo. 
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2.2.2.7. Đánh giá ảnh hưởng của một số nguồn đường tới thành phần monnosaccharide 
của EPS 

Chủng tuyển chọn được nuôi cấy trong điều kiện tương tự điều kiện tối ưu, chỉ 
khác là có thay đổi ӣ thành phần đường là glucose/sucrose ӣ các nồng độ 0; 1%; 5%. 
Dịch nuôi cấy lỏng sau lên men được kiểm tra khả năng sinh trưӣng qua giá trị OD600 
và tách chiết, xác định hàm lượng EPS tạo ra và xác định thành phần monnosaccharide 
của EPS ӣ các điều kiện nguồn đường khác nhau. 
2.2.3. Phương pháp phân loại vi khuẩn  
2.2.3.1. Xác định đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa 

Các chủng vi khuẩn được cấy ria trên môi trường LB đặc, ủ ӣ 30 oC. Sau ủ 24 giờ, 
quan sát hình thái, màu sắc, kích cỡ, đặc điểm khuẩn lạc, nhuộm Gram, quan sát tế bào 
trên kính hiển vi quang học. 
2.2.3.2. Phân loại dựa trên trình tự đoạn gen 16S rRNA  

Phân loại dựa trên trình tự đoạn gen 16S rRNA của vi khuẩn sau khi so sánh với 
trình tự trên GenBank. Kết quả được sử dụng để xác định vị trí phân loại và mối quan 
hệ tiến hóa của chủng nghiên cứu so với các loài có quan hệ gần. 

Nuôi cấy vi khuẩn để thu sinh khối: Chủng vi khuẩn được nuôi trong môi trường 
LB ӣ điều kiện 30 oC, lắc 150 rpm trong 16–18 giờ. Sau đó ly tâm với tốc độ 6000 rpm, 
ӣ 4 oC, trong 20 phút, thu cặn tế bào. 

Tách chiết DNA genome:  
Tách chiết DNA genome được thực hiện bằng bộ kit TracePure™ (LabNova) theo 

hướng dẫn của nhà sản xuất. Quy trình được tiến hành như sau: 
Trộn đều 20 mg sinh khối tế bào ướt với 180 µL Digestion Solution và 20 µL 

Proteinase K, sau đó ủ lắc 1300 rpm trong 1–3 giờ cho đến khi mẫu phân giải hoàn toàn, 
đồng thời vortex vài lần trong quá trình ủ. Sau khi đưa mẫu về nhiệt độ phòng, thêm 10 
µL Rnase A, ủ 10 phút, tiếp đến bổ sung 200 µL Lysis Solution và trộn đều trong 30 
giây. 

Thêm 300 µL cồn tuyệt đối, trộn đều rồi chuyển toàn bộ hỗn hợp (kể cả phần tủa 
trắng nếu có) vào cột lọc, ủ 3 phút ӣ nhiệt độ phòng, ly tâm 8000 rpm trong 1 phút và 
loại bỏ dịch thu. Tiếp tục rửa cột lần lượt bằng 500 µL Wash Buffer 1 (ly tâm 8000 rpm, 
1 phút) và 500 µL Wash Buffer 2 (ly tâm 13000 rpm, 3 phút), lặp lại bước rửa lần hai và 
ly tâm thêm 1 phút để loại bỏ hoàn toàn dung dịch rửa.  

Cuối cùng, chuyển cột lọc sang ống sạch, thêm 50–200 µL Elution Buffer đã gia 
nhiệt 56 °C, ủ 3 phút ӣ nhiệt độ phòng, ly tâm 4000 rpm trong 1 phút để thu DNA tổng 
số. Chất lượng DNA được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 0,8%. 
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•  PCR khuếch đại đoạn gen 16S rRNA 

Vùng gen 16S rRNA được khuyếch đại từ khuôn DNA tổng số, sử dụng cặp mồi 
27F và 1495R có trình tự 27F: 5’ GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3’;1495R: 
5’CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA 3’ [101]. 

Hỗn hợp phản ứng PCR 25 µL gồm: 8,5 µL nước PCR; 2 µL DNA (~100 ng); 1 
µL mồi 27F (10 pmol); 1 µL mồi 1495R (10 pmol); 12,5 µL DreamTaq PCR Master 
Mix. 

Chế độ chạy PCR: 94 C/5 phút, 35 chu kỳ (biến tính ӣ 94 C/1 phút; gắn mồi 52 
C/1 phút; tổng hợp DNA ӣ 72 C/1,5 phút); duy trì phản ứng ӣ 72 C/10 phút. Sau khi 
phản ứng kết thúc, lấy 4 l sản phẩm PCR được điện di trên gel 0,8% agarose để kiểm 
tra. 

• Xác định trình tự gen 16S rRNA 

Sản phẩm PCR đoạn gen 16S rRNA được tinh sạch bằng cách sử dụng bộ kit tinh 
sạch QIAquick PCR Purification Kit (Qiagene - Đức) và giải trình tự tại hãng FirstBase. 
Trình tự thu được so sánh với các dữ liệu gen tương ứng NCBI GenBank bằng cách sử 
dụng công cụ BLAST. 

•  Dựng cây phân tích phả hệ 

Cây phân tích phả hệ được xây dựng dựa trên đoạn trình tự gen 16S rRNA. Tất cả 
trình tự nucleotide được lấy trên ngân hàng dữ liệu với tên loài và các mã số truy cập 
đều thể hiện trên Hình cây phân loại). NGPhylogeny (https://ngphylogeny.fr/tools/) với 
Gblocks (Alignment Curation), MAFFT (Multiple Alignment), và PhyML (Tree 
Inference) được dùng để dựng cây phát sinh chủng loại từ các trình tự gen 16S rRNA. 
2.2.4. Phương pháp giải trình tự toàn bộ hệ gen  
2.2.4.1. Kiểm tra chất lượng DNA genome 

Chất lượng DNA cần đạt các yêu cầu của Công ty Novogen AIT (công ty giải trình 
tự genome): Nồng độ: >20 ng/µL; Độ tinh sạch (A260/A280): >1,7; Thể tích: >30 µL; 
Tổng hàm lượng DNA: >0,45 µg; chỉ số độ toàn vẹn DNA thông quan DIN (DNA 
Integrity Number) phải đạt trên 7,2 tương đương với xuất hiện 1 vạch sáng, không đứt 
gãy trên gel agarose 0,8% là đạt yêu cầu để giải trình tự toàn bộ genome. 
 2.2.4.2. Giải trình tự toàn bộ hệ gen vi khuẩn 

Mẫu DNA tinh khiết của chủng vi khuẩn được chuyển đến Công ty Novogen AIT 
(Singapore) để giải trình tự toàn bộ hệ gen trên nền tảng Illumina Novaseq 6000. Giải 
mã hai chiều với kích thước đoạn đọc 150 bp. 
2.2.5. Phân tích tin sinh học dữ liệu giải trình tự toàn bộ hệ gen  

Quy trình phân tích tin sinh hệ gen chủng vi khuẩn cơ bản như trên Hình  2.2. 
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Xử lý các bản đọc thô và lắp ráp de novo: Fastp v0.23.2 [102] được sử dụng đánh 
giá chất lượng dữ liệu giải trình tự WGS, và loại bỏ các đoạn đọc có điểm chất lượng 
dưới 20. Các đoạn đọc sạch được giữ lại và lắp ráp de novo bằng cách sử dụng SPAdes 
v3.15.5 [103] để tạo ra các đoạn đọc dài (contig). Chất lượng của bộ gen được lắp ráp 
được đánh giá bằng QUAST v5.0.2 [104]. Tất cả các contig dưới 500 bp được loại bỏ 
khỏi bộ gen được lắp ráp. Độ toàn vẹn hệ gen được đánh giá bằng công cụ BUSCO 
(v5.3.2) với lineage Bacilli. 

 

Hình 2.2. Quy trình phân tích tin sinh hệ gen chủng vi khuẩn bao gồm các bước 

từ xử lý dữ liệu trình tự thô, lắp ráp hệ gen, xây dựng cây phân tích phả hệ, đến 

chú thích các gen chức năng 

Xây dựng cây phân tích phả hệ: 
Core genes được phân tích bằng PATRIC để xây dựng cây phân loại. Cây phát sinh 

chủng loại được xây dựng dựa trên core genome. Dữ liệu đầu vào là dữ liệu bộ gen nòng 
cốt (core genome) của các mẫu được lọc bằng công cụ roary. Để dựng cây phân loại 
giữa các chủng Bacillus khác nhau, tệp fasta của hệ gen đồng nhất được đưa lên Bv-brc 
“Phylogenetic Tree Service-Codon Tree” - RAxML (https://www.bv-brc.org/app/ 
PhylogeneticTree).  

Chú thích gen chức năng: Chú thích chức năng của bộ gen nghiên cứu được xác 
định bằng Bakta v1.8.1 [105] và Prokka v1.14.6 [106]. Các con đường chuyển hóa 
carbohydrate được xác định thêm bằng COGclassifier v1.0.5 [107] và BlastKOALA 
[108] so với cơ sӣ dữ liệu COG và Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

https://www.bv-brc.org/app/%20PhylogeneticTree
https://www.bv-brc.org/app/%20PhylogeneticTree
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[109]. So sánh và trực quan hóa cụm eps của chủng vi khuẩn nghiên cứu và một số 
chủng tham chiếu Bacillus bằng CAGECAT web server [110]. 
2.2.6. Nhóm phương pháp hóa sinh 

2.2.6.1. Phương pháp tách chiết exopolysaccharide thô 

Quy trình chiết xuất EPS được tiến hành dựa trên phương pháp [43]:  
Tiến hành pha loãng 25 mL dịch sau nuôi cấy trong 20 mL nước cất khử trùng và 

lắc mạnh trong 3 phút, sau đó dịch được làm nóng ӣ 100 °C trong 5–10 phút để làm bất 
hoạt các enzyme liên quan đến quá trình phân hủy EPS. Ly tâm 4000 rpm trong 20 phút 
để thu dịch nổi và lọc dịch qua màng lọc 0,22 µm để loại các tế bào còn sót lại. 

Bổ sung 2 lần thể tích dung dịch acetone lạnh (4 ºC) vào mẫu dịch nổi, lắc đều, giữ 
ӣ 4 ºC trong 16 giờ và tiến hành ly tâm 4000 rpm trong 5 phút để thu cặn. Bổ sung 5 mL 
dung dịch acetone vào cặn, lắc để rửa cặn trong 1 phút, sau đó ly tâm 4000 rpm trong 5 
phút để thu cặn, lặp lại bước rửa 2 lần. Cặn sau đó được hòa trong nước cất và cho vào 
túi thẩm tích (14 kDa cut-off dialysis membrane, Himedia, Mumbai, India) đặt trong 
nước, cứ 8 giờ thay nước 1 lần và trong 40 giờ thẩm tích để loại bỏ tạp chất có kích 
thước nhỏ (đường đơn, muối). Sau đó, mẫu được đông khô và cân lượng EPS thô thu 
được. 
2.2.6.2. Phương pháp tinh sạch exopolysaccharide  

Quy trình tinh sạch EPS được thực hiện dựa theo phương pháp đã được công bố 
bӣi Zhao và cs (2019) [111] với một số điều chỉnh phù hợp điều kiện nghiên cứu: 

Bước 1: Lấy 25 mL dịch lên men chủng vi khuẩn tuyển chọn trong điều kiện tối 
ưu, pha loãng với 20 mL nước cất vô trùng và lắc mạnh bằng máy vortex trong 1 phút. 
Mẫu sau đó được ủ ӣ 95 °C trong 10–15 phút nhằm bất hoạt enzyme nội bào. 

Bước 2: Mẫu được ly tâm ӣ 4 °C với tốc độ 4500 rpm trong 10 phút để loại bỏ tế 
bào. Phần dịch nổi được thu hồi và bổ sung trichloroacetic acid (TCA) 80% (w/v) đến 
khi đạt nồng độ TCA cuối cùng là 4% (w/v). Sau khi lắc đều, mẫu được ủ tại 4 °C trong 
16 giờ nhằm kết tủa protein. 

Bước 3: Kết tủa protein được loại bỏ bằng cách ly tâm ӣ 4500 rpm, 4 °C trong 10 
phút. Dịch nổi sau đó được trung hòa về pH 7 bằng dung dịch NaOH. Để kết tủa EPS, 
acetone lạnh (đã được ủ ӣ -25 °C tối thiểu trong 1 giờ) được thêm vào theo tỷ lệ 2:1 (v/v, 
acetone:mẫu). Hỗn hợp được lắc đều và tiếp tục ủ ӣ -25 °C trong 1 giờ, sau đó ly tâm để 
thu cặn EPS. 

Bước 4: Cặn EPS được hòa tan trong 5 mL nước cất đã làm ấm ӣ 50 °C và tiến 
hành thẩm tích bằng màng cut-off 14 kDa (Himedia, Mumbai, India) trong nước cất. 
Nước được thay mỗi 8 giờ/lần nhằm loại bỏ đường đơn và muối khoáng. Quá trình thẩm 
tích được kéo dài 48 giờ. 
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Bước 5: Mẫu sau thẩm tích được bảo quản ӣ -25 °C trong 16 giờ, sau đó được đông 
khô. Khối lượng EPS thu được sau đông khô được cân để định lượng. Hàm lượng 
carbohydrate trong EPS được xác định bằng phương pháp phenol–sulfuric acid [112] 
dựa trên đường chuẩn D-glucose.  

Bước 6: Để tinh sạch EPS, 4 mg EPS sau đông khô được hòa tan trong 2 mL nước 
cất ấm (50 °C) và được nạp lên cột Sephadex G-75 (kích thước 2,5 × 100 cm). Quá trình 
rửa giải được thực hiện bằng nước khử ion với tốc độ dòng 0,5 mL/phút. Mỗi phân đoạn 
2 mL được thu riêng và kiểm tra hàm lượng carbohydrate bằng phương pháp phenol–
sulfuric acid. Các phân đoạn chứa carbohydrate được gom lại, tiếp tục đông khô và cân 
xác định lượng EPS thu được. Tính hiệu suất tinh sạch EPS qua cột Sephadex G-75 theo 
công thức: Hiệu suất tinh sạch = Khối lượng EPS sau tinh sạchKhối lượng EPS đưa lên cột Sephadex G − 75 × 100% 

Trong đó khối lượng EPS đưa lên cột Sephadex G-75 ӣ đây là 4 mg. 
Bước 7: Mẫu EPS tinh sạch được đánh giá sơ bộ bằng cách hòa tan trong nước cất, 

sau đó xác định hàm lượng carbohydrate theo phương pháp Dubois [112], sử dụng 
đường chuẩn D-glucose, và hàm lượng protein tổng số theo phương pháp Bradford 
[113], với BSA (Bovine Serum Albumin) làm chất chuẩn. Từ đó tính được khối lượng 
carbohydrate, khối lượng protein và hàm lượng carbohydrate/protein trong EPS thu 
được sau tinh sạch. 

Công thức tính hàm lượng carbohydrate/protein trong EPS: Hàm lượng carbohydrate/protein = Khối lượng carbohydrate/proteinKhối lượng EPS × 100% 

Độ sạch của EPS chính là hàm lượng carbohydrate trong EPS sau tinh sạch. 
EPS sau khi tinh sạch được sử dụng cho các phân tích tiếp theo về cấu trúc và khối 

lượng phân tử. 
2.2.6.3. Phương pháp xác định hàm lượng carbohydrate  

Dựng đường chuẩn D-glucose 

Quy trình dựng đường chuẩn D-glucose được thực hiện theo phương pháp của 
Dubois và cộng sự [112], sử dụng phản ứng giữa đường khử và acid sulfuric đậm đặc 
trong môi trường có mặt của phenol, nhằm hình thành hợp chất có màu vàng cam đặc 
trưng, đo được ӣ bước sóng 490 nm. 

Dung dịch phenol 5% được chuẩn bị bằng cách hòa tan 5 g phenol (đối với phenol 
dạng rắn cần được làm nóng nhẹ) trong 100 mL nước cất. Đồng thời, sử dụng acid 
sulfuric đậm đặc (H₂SO₄) làm chất xúc tác và môi trường phản ứng. 

Dung dịch D-glucose chuẩn được pha với các nồng độ từ 10 đến 120 µg/mL trong 
nước cất vô trùng. Đối với mỗi phản ứng, trộn đều 0,3 mL dung dịch glucose với 0,3 
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mL phenol 5%, sau đó thêm 1,5 mL acid sulfuric đậm đặc. Hỗn hợp được để phản ứng 
trong 20 phút ӣ nhiệt độ phòng trước khi đo độ hấp thụ quang ӣ bước sóng 490 nm bằng 
máy quang phổ UV-Vis. Từ các giá trị mật độ quang đo được, đường chuẩn D-glucose 
được xây dựng (Hình 2.3a) và phương trình hồi quy tuyến tính được sử dụng để tính 
toán nồng độ carbohydrate trong các mẫu thử. 

 

Hunh 2.3. Đồ thị đường chuẩn D-glucose (a) và BSA (b). 
Xác định hàm lượng carbohydrate dựa trên đường chuẩn D-glucose 

Để xác định hàm lượng carbohydrate trong mẫu, 0,3 mL dung dịch mẫu được phản 
ứng với 0,3 mL phenol 5% và 1,5 mL H₂SO₄ đặc theo quy trình tương tự như trên. Mỗi 
mẫu được thực hiện với 3 lần lặp lại để đảm bảo độ chính xác và tin cậy. Giá trị độ hấp 
thụ tại bước sóng 490 nm (OD490) của mẫu được đối chiếu với đường chuẩn D-glucose 
để tính toán hàm lượng carbohydrate tổng số có trong EPS. 
2.2.6.4. Phương pháp định lượng protein tổng số  

Protein trong dung dịch được định lượng theo đường chuẩn BSA (Bovine serum 
albumin) bằng phương pháp Bradford (1976), sử dụng thuốc nhuộm protein Coomassie 
Brilliant Blue G-250 và đo độ hấp thụ quang tại bước sóng 595 nm [113].  

Dựng đồ thị chuẩn protein: bằng cách sử dụng protein BSA làm chuẩn, BSA 
được pha loãng về các nồng độ từ 0,02−0,175 mg/mL. Các dịch pha loãng được hút 20 
L bổ sung vào trong phiến 96 giếng, mỗi nồng độ lặp lại 3 lần. Sau đó bổ sung 180 L 
dung dịch thuốc nhuộm Bradford (0,005 %) vào mỗi giếng, trộn đều và ủ trong 5 phút 
trong tối. Phiến mẫu được đọc trên thiết bị elisa tại bước sóng 595 nm, sử dụng phần 
mềm Skalt RE 6.0.2. Sự tương quan giữa nồng độ BSA và cường độ quang thể hiện trên 
Hình 2.3b.  

Định lượng protein tổng số:  
Dịch mẫu nghiên cứu được tiến hành tương tự với mẫu đối chứng (blank) là nước.  
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Từ giá trị cường độ quang của mẫu đo được tại bước sóng 595nm sẽ tính được nồng độ 
protein dựa vào đồ thị chuẩn protein BSA trên Hình 2.3b. 
2.2.6.5. Xác định khối lượng phân tử và cấu trúc EPS  

EPS sau tinh sạch được sử dụng để xác định khối lượng phân tử và phân tích cấu 
trúc EPS. 

Phương pháp phân tích cấu trúc bề mặt của EPS dựa trên ảnh chụp SEM 
(Scanning Electron Microscopy): Ảnh hiển vi điện tử của EPS được chụp trên kính hiển 
vi điện tử quét JSM-IT200 (JEOL, Nhật Bản).  

Phân tích thành phần nguyên tố của EPS: Tỷ lệ thành phần các nguyên tố được 
xác định bằng đầu dò EDS Dry SD60 trong kính hiển vi điện tử JSM-IT200 dựa trên 
phương pháp phân tích phổ tán xạ năng lượng tia X (EDX hoặc EDS, Energy-dispersive 
X-ray spectroscopy) với phương pháp hiệu chỉnh định lượng ZAF.  

Phân tích EDX và chụp SEM được tiến hành tại Viện Sinh thái nhiệt đới, Trung 
tâm Nhiệt đới Việt – Nga. 

Ước tính khối lượng phân tử EPS: Lấy 7 mg EPS ngâm 24 giờ trong 28 ml dung 
dịch NaNO3 0,1M, sau đó vortex hòa tan tạo dung dịch EPS 0,025%, (w/v). Từ dung 
dịch này, 10 mL được pha loãng với 10 mL NaNO₃ 0,1 M để tạo nồng độ 0,0125%, sau 
đó tiếp tục pha loãng tuần tự để thu được các nồng độ 0,00625%; 0,003125% và 
0,0015625%. Thời gian chảy của dung môi (NaNO₃ 0,1 M) và các dung dịch EPS ӣ các 
nồng độ khác nhau được đo bằng nhớt kế Cannon–Fenske ӣ 25 °C. Dựa trên số liệu thực 
nghiệm, đồ thị biểu diễn mối quan hệ giữa độ nhớt rút gọn và nồng độ EPS được xây 
dựng, từ đó xác định độ nhớt nội tại ([η]) [114]: [ߟ] = ݈݅݉௖→0(ߟ௦௣/ܿ) 

[η] là độ nhớt nội tại; C là nồng độ EPS, ηsp là độ nhớt riêng; độ nhớt rút gọn ηred 
= ηsp/c. Từ đó, ước tính khối lượng phân tử EPS dựa trên công thức Mark-Houwink: [ߟ] =  ఈ, trong đó M là khối lượng phân tử EPS cần tính toán, K và α là hằng số phụܯܭ
thuộc vào bản chất của dung môi và nhiệt độ, α thường có giá trị trong khoảng 0,5−0,8 
[114]. 

Xác định thành phần monnosaccharide của EPS 

Thành phần monosaccharide của EPS được xác định bằng phương pháp thủy phân 
acid và phân tích HPLC. Cụ thể, 20 mg EPS đông khô được thủy phân ӣ 120 °C trong 
2 giờ với 3 mL trifluoroacetic acid 4M. Mẫu thủy phân sau đó được pha loãng trong 
nước cất vô trùng, ly tâm và lọc qua màng lọc 0,22 μm trước khi phân tích HPLC.  

Thành phần monosaccharide của EPS được phân tích bằng hệ thống HPLC Agilent 
1260 được trang bị cột Hi-Plex Ca (300 × 7,7 mm), đầu dò RI và nước cất làm pha động. 
Tốc độ dòng chảy được đặt là 0,6 mL/phút, ӣ 85 oC, với thời gian chạy là 25 phút. Các 
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mẫu EPS thủy phân, cùng với các monosaccharide: glucose, galactose, rhamnose, 
fructose, mannose, N-acetylglucosamine của hãng Sigma-Aldrich (độ tinh khiết trên 
95%) được sử dụng làm chất chuẩn, được tiêm vào cột. Thời gian lưu của mẫu và chuẩn 
được so sánh. 

 Phương pháp xác định các nhóm chức bằng phân tích phổ hồng ngoại biến 
đổi Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy – FT-IR) 

Phổ FT-IR của mẫu EPS được ghi nhận bằng thiết bị FTIR Impac-410, sử dụng 
viên nén KBr làm môi trường truyền dẫn. Quy trình phân tích được thực hiện theo 
phương pháp của Cheah và cs (2022) [115] tại Học viện Kỹ thuật Quân sự. Dải phổ thu 
được được sử dụng để xác định các nhóm chức năng chính có mặt trong cấu trúc của 
exopolysaccharide. 
2.2.6.6. Phương pháp đo thế zeta 

Thế zeta của EPS được xác định bằng thiết bị Zetasizer Nano ZS90 (Malvern 
Instruments, UK), sử dụng phương pháp tán xạ laser động. 

Thiết bị có dải đo kích thước từ: 0,6 nm–6 µm, dải đo thế zeta từ (-200)–(+200) 
mV. Mẫu EPS được hòa tan trong nước cất vô trùng ӣ nồng độ 1 mg/mL để xác định 
thế zeta [116]. 
2.2.6.7. Xác định đặc điểm EPS trong điều kiện stress 

Chủng vi khuẩn tuyển chọn được nuôi trong môi trường và điều kiện nuôi cấy gần 
giống với điều kiện tối ưu, chỉ khác về thành phần muối khoáng và kim loại nặng được 
bổ sung trong 4 điều kiện: (i) không có NaCl; (ii) có 3% NaCl; (iii) có 1% NaCl, 1 
µg/mL Co(NO3)2 , 1 µg/mL Cd(NO3)2 ; và (iv) có 1% NaCl và các muối FeSO4, CuSO4, 
Ag2SO4, ZnCl2 , MgCl2 , và MnSO4 đều ӣ nồng độ 1 µg/mL. Các mẫu dịch sau nuôi cấy 
được kiểm tra bằng cách xác định giá trị OD600 để đánh giá khả năng sinh trưӣng; tách 
chiết định lượng EPS (theo mục 2.2.6.1); phân tích hàm lượng carbohydrate (theo mục 
2.2.6.3) và hàm lượng protein trong EPS (theo mục 2.2.6.4). Ngoài ra, mẫu EPS được 
kiểm tra bề mặt qua hình ảnh chụp SEM và phân tích thành phần nguyên tố và tỷ lệ các 
nguyên tố trong mẫu EPS dựa trên phương pháp EDS (đã mô tả ӣ mục 2.2.6.5). 
2.2.7. Nhóm phương pháp thử nghiệm 

2.2.7.1. Phương pháp đánh giá khả năng giảm độ mặn của nước tự do trong đất 
Thí nghiệm được thiết kế nhằm đánh giá khả năng giảm độ mặn của nước tự 

do trong đất thông qua hoạt tính hấp phụ Na⁺ của EPS do chủng vi khuẩn tạo ra. 

Kết quả phản ánh hiệu quả của EPS trong cố định muối và cải thiện đất mặn. 

Chuẩn bị mẫu đất: 
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Cát san hô (≤ 2 mm) và giá thể hữu cơ (gồm: bã bùn mía : trấu hun : phân bò theo 
tỷ lệ 40 : 30 : 30, w/w/w, độ ẩm ≤ 30%) được khử trùng ӣ 121 oC trong 20 phút và để 
nguội về nhiệt độ phòng trước khi thử nghiệm. 

Cát san hô được phối trộn với bentonite theo tỷ lệ 97 : 3 (w/w). Sau đó bổ sung 
thêm 10% khối lượng giá thể hữu cơ để tạo đất hỗn hợp (*) - đây là thành phần đất cát 
san hô sau cải tạo đã được nhóm nghiên cứu khảo sát và lựa chọn do cho hiệu quả cải 
tạo đất tốt với năng suất rau tăng mạnh (gấp 4−5 lần) so với cát san hô [117]. EPS sử 
dụng trong thí nghiệm là EPS thô, được tách chiết từ dịch nuôi cấy của chủng tuyển 
chọn trong điều kiện gần tương đồng với điều kiện tối ưu, ngoại trừ việc không bổ sung 
NaCl. Thiết kế này nhằm đảm bảo EPS chưa tiếp xúc với NaCl trước đó, từ đó có khả 
năng hấp phụ muối tối đa khi tiến hành thử nghiệm. 

Thiết kế thí nghiệm: 

TN1: 50 g đất hỗn hợp + 10 mL nước cất (đối chứng âm). 

TN2: 50 g đất hỗn hợp + 10 mL dịch môi trường tối ưu không có vi khuẩn 

(đối chứng môi trường mặn). 

TN3: 50 g đất hỗn hợp + 70 mg EPS thô + 10 mL dịch môi trường tối ưu 
không có vi khuẩn. 

TN4: 50 g đất hỗn hợp + 10 mL dịch nuôi cấy chủng tuyển chọn trong điều 

kiện tối ưu sau 18 giờ (khoảng 109 CFU/mL). 

Tiến hành: 

Sau khi phối trộn theo các công thức trên, các cốc mẫu được phủ 1 lớp vải 

cotton đã khử trùng trên bề mặt để tránh bụi bẩn rơi vào và được ủ ӣ nhiệt độ 

phòng (30-32 oC) trong 24 giờ để ổn định mẫu. Sau đó, mỗi mẫu được bổ sung 

250 mL nước cất (tỷ lệ 1 : 5), lắc nhẹ trong 10 phút và lọc qua giấy lọc Whatman 

đặt trong phễu thủy tinh để thu dịch chiết. Hàm lượng muối trong dịch chiết được 

đo bằng máy Total Meter EZ-9909SP, kết quả được sử dụng để xác định tổng 

lượng muối trong toàn bộ dịch chiết (ước tính 250 mL dịch chiết) và đánh giá khả 

năng làm giảm độ mặn của các mẫu so với đối chứng mặn ӣ TN2 (môi trường 

mặn vì trong môi trường tối ưu có NaCl). Từ đó ước lượng được lượng muối hấp 

phụ trên mỗi mg EPS. 

2.2.7.2. Phương pháp xác định khả năng giữ nước của EPS  
Khả năng giữ nước WHC (water holding capacity) là lượng nước được giữ lại 

trong 1 g EPS khô. Đây là tổng lượng nước liên kết, thủy động và bị giữ lại về mặt vật 
lý.  

Tiến hành các thí nghiệm dựa trên việc xác định WHC của EPS bằng phương pháp 
thay đổi khối lượng [68]: 50 mg EPS thô (tách chiết từ dịch nuôi chủng vi khuẩn trong 
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điều kiện tối ưu) được thêm vào ống eppendorf 2 mL chứa 1 mL nước cất. Mẫu được 
trộn trong 1 phút và được xử lý theo chu trình: để yên 15 phút, sau đó lắc 5 giây, và lặp 
lại cho đến thời điểm lấy mẫu. Sau các mốc 1, 2 và 4 giờ, mẫu được ly tâm ӣ 5000 rpm, 
4 °C trong 15 phút để thu phần EPS đã ngậm nước; phần nước thừa bên ngoài được loại 
bỏ. Mẫu EPS được thấm khô bằng giấy thấm để loại bỏ hoàn toàn nước bám ngoài, sau 
đó cân khối lượng để xác định lượng nước giữ lại. Khả năng giữ nước của EPS được 
tính theo công thức sau: ܹܥܪ (%) = ݉௧௥ướ௖݉௦௔௨ × 100 

Trong đó WHC là khả năng giữ nước của EPS tính theo đơn vị %; mtrước hay msau 
là khối lượng EPS tại thời điểm trước thử nghiệm (50 mg) và sau khi ngậm nước 1, 2 
hay 4 giờ. 
2.2.7.3. Xác định khả năng giữ nước của đất được xử lý bằng exopolysaccharide và dịch 
nuôi chủng vi khuẩn sinh exopolysaccharide 

Chuẩn bị mẫu: Sử dụng cát san hô nghiền (≤ 2 mm) và đất hỗn hợp (*). EPS sử 
dụng trong thử nghiệm được tách chiết từ dịch nuôi cấy chủng tuyển chọn trong điều 
kiện tối ưu. 

Thiết kế thí nghiệm dựa trên công bố của Vardharajula [118]:  
TN1. 50 g đất cát san hô và 10 mL nước cất. 
TN2. 50 g đất hỗn hợp và 10 mL nước cất. 
TN3. 50 g đất hỗn hợp và 10 mL dung dịch nuôi cấy chủng tuyển chọn (109 

CFU/mL). 
TN4. 50 g đất hỗn hợp bổ sung 10 mL nước cất và 70 mg EPS thô. 
TN5. 50 g đất hỗn hợp bổ sung 10 mL nước cất và 140 mg EPS thô. 
Sau khi phối trộn theo các công thức trên, các cốc mẫu được phủ 1 lớp vải cotton 

đã khử trùng trên bề mặt để tránh bụi bẩn rơi vào và được để ӣ nhiệt độ phòng (30−32 
oC) trong 24 giờ.  

Các thí nghiệm được lặp lại ba lần; các mẫu được đựng trong cốc thủy tinh dung 
tích 100 mL, được trộn đều và phủ 1 lớp vải cotton đã khử trùng trên bề mặt, sau đó để 
ӣ nhiệt độ phòng (30−32 oC) trong 24 giờ trước khi xác định các chỉ tiêu gồm khả năng 
giữ nước, tốc độ thoát nước và khả năng kết tụ. Thí nghiệm được tiến hành theo ‘phương 
pháp đếm giọt’ của Brischke và cộng sự (2019) [119] (Hình 2.4): 

Bước 1: Xác định tốc độ thoát nước của đất 
Thêm 25 mL nước vào mỗi mẫu đất của 5 thí nghiệm trên, trộn trong 1 phút ,và để 

trong 2 giờ. Giấy lọc Whatman có đường kính 125 mm được đặt ӣ đáy phễu (đường 
kính vành phễu là 70 mm) và làm ẩm bằng nước cất sao cho giấy lọc bám chặt vào phễu. 
Phễu được đặt trên ống đong. Mẫu thí nghiệm đã chuẩn bị được chuyển vào phễu và dàn 
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đều, thêm 25 mL nước cất vào phễu. Tính thời gian cần thiết để 20 mL nước chảy ra 
khỏi phễu, sau đó tính tốc độ thoát nước (mL/s). 

Bước 2: Xác định khả năng kết tụ đất và khả năng giữ nước của đất. 
Lấy 5 mg của mỗi mẫu đất trong phễu thí nghiệm bước 1 đã được xả hết nước để 

đông khô và chụp ảnh SEM nhằm quan sát bề mặt và đánh giá khả năng kết tụ của EPS 
trong các mẫu đất thí nghiệm. Đất còn lại được đặt trên đĩa thủy tinh có khối lượng đã 
biết và cân. Đĩa chứa mẫu đất được sấy khô ӣ nhiệt độ 103 oC ± 2 o C đến khi khối lượng 
không đổi (4−5 giờ) và cân lại. WHC của các mẫu đất được tính như sau: ܹܥܪ (%) = ݉௕ã௢ ℎò௔ − ݉௞ℎô  ݉௞ℎô  × 100 

WHC là khả năng giữ nước của đất, được biểu thị bằng %; mbão hòa là khối lượng 
đất bão hòa, tính bằng g; mkhô là khối lượng đất khô, tính bằng g . 

                                 

Hunh 2.4. Phương pháp đo khả năng giữ nước theo lý thuyết (a) [120] và thực nghiệm 
tiến hành (b) 

2.2.7.4. Đánh giá hiệu quả giữ nước và giảm mặn cho cây mồng tơi của chủng vi khuẩn 
chịu mặn, sinh exopolysaccharide quy mô chậu vại 

Do trên thực tế đất cát san hô nhiễm mặn và ӣ một số đảo thiếu nước ngọt nên các 
chiến sĩ có tưới rau bằng nước lợ có độ mặn 0,2−0,5% nên thí nghiệm chịu mặn được 
thiết kế ӣ độ mặn cao hơn 2 lần là 1% NaCl. Tiến hành dựa theo phương pháp của Cheng 
và cs 2020 [78] và Kasotia và cs (2016) [121]. Thử nghiệm được thực hiện tại nhà lưới, 
Khoa Nông học, Học Viện Nông nghiệp Việt Nam. 

 Chuẩn bị nguyên vật liệu: 
Mẫu cát san hô và giá thể được chuẩn bị tương tự như mục 2.2.7.1. 
Chủng vi khuẩn chịu mặn, sinh EPS được nuôi cấy trong môi trường tối ưu, lắc 

150 rpm trong 48 giờ. Sau đó ly tâm 5000 rpm trong 10 phút để thu cặn tế bào, rửa nước 
cất 2 lần sau đó hòa lại trong nước cất về nồng độ 108 tế bào/mL để tạo dịch huyền phù 
vi khuẩn.  

(a) (b) 
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Sử dụng cây giống mồng tơi Basella alba của Công ty Phú Nông, cây giống trước 
khi trồng có 4 lá và có kích thước tương đồng. 

Thiết kế 7 lô TN, mỗi lô chứa 800-850 g đất gồm: 
TN1: cát san hô + 5 mL nước cất khử trùng 

TN2: cát san hô : giá thể (tỉ lệ 9:1, w:w) + 5 mL nước cất khử trùng. 
TN3: cát san hô : giá thể (tỉ lệ 9:1, w:w) + 5 mL dịch huyền phù vi khuẩn sinh EPS 

(mật độ cuối trong đất là 6 × 105 CFU/g đất). 
TN4: cát san hô : bentonite (tỉ lệ 97 : 3, w:w) + giá thể 10% . 
TN5: cát san hô : bentonite (tỉ lệ 97 : 3, w:w) + giá thể 10% + 5 mL dịch huyền 

phù vi khuẩn sinh EPS. 
TN6: cát san hô : bentonite (tỉ lệ 97 : 3, w:w) + giá thể 10%, tưới bằng dịch NaCl 

1%. 
TN7: cát san hô : bentonite (tỉ lệ 97 : 3, w:w) + giá thể 10% + 5 mL dịch huyền 

phù vi khuẩn sinh EPS, tưới bằng dịch NaCl 1%. 
Mỗi thí nghiệm lặp lại 3 chậu và trồng 1 cây mồng tơi/1 chậu. Mỗi chậu được tưới 

50 mL nước/lần, riêng ӣ TN 6 và 7 tưới bằng dung dịch NaCl 1%, tưới 3 ngày/lần vào 
16 giờ (tưới ít nước để mô phỏng áp dụng ӣ đảo khan hiếm nước). Sau 30 ngày, tiến 
hành thu mẫu và phân tích mẫu. 

Phân tích các chỉ tiêu 

➢ Phân tích sự phát triển của cây qua các chỉ tiêu: trực quan; đo chiều dài, chiều 
rộng và khối lượng bầu rễ; chiều cao, và khối lượng thân lá; đếm số lá/cây. Chỉ số SPAD 
được đánh giá bằng máy đo SPAD 502 (Nhật Bản) trên lá cây sau 0; 15 và 30 ngày trồng 
trên các lô TN.  

➢ Phân tích khả năng giữ nước của đất thời điểm thu hoạch rau. Các mẫu đất 
ngay sau thu hoạch rau được tưới lượng nước theo như quy định trước đó, sau đó đo độ 
ẩm tại các mốc 0 giờ, 24 giờ và 72 giờ sau tưới. Mục đích của quy trình này là đánh giá 
khả năng duy trì ẩm của đất theo thời gian sau khi tưới nước, qua đó phản ánh hiệu quả 
giữ ẩm ổn định của đất có bổ sung vi khuẩn sinh EPS so với đối chứng không có vi 
khuẩn sinh EPS. 

Tiến hành: Lấy 50 g đất từ mỗi mẫu thí nghiệm sấy ӣ 103 oC trong 5 giờ, sau đó 
cân xác định khối lượng đất sau khi sấy và xác định khả năng giữ nước như mục 2.2.7.3. 

➢ Đánh giá bằng trực quan khả năng kết tụ đất qua hình ảnh chụp qua kính hiển 
vi soi nổi SMZ12701 (Nikson, Nhật Bản), độ phóng đại 10×. 

➢ Xác định hàm lượng carbohydrate trong đất 
Mỗi mẫu đất sau thu hoạch rau được trộn đều và lấy 5 g đất ӣ mỗi mẫu hòa vào 50 

mL nước cất, lắc ӣ 200 rpm ӣ nhiệt độ 50 oC trong 2 giờ, sau đó lọc qua giấy lọc 
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Whatman thu dịch chiết đất. Xác định hàm lượng carbohydrate trong dịch chiết đất theo 
phương pháp của Dubois và cộng sự [112].  

➢ Đánh giá khả năng giảm mặn trong đất: lấy 50 g đất quanh vùng rễ ӣ các lô 
TN1, TN6 và TN7, sau đó trộn đều và lấy 10 g đất, hòa vào 50 g nước cất, lắc 150 rpm 
ӣ nhiệt độ phòng trong 1 giờ. Lọc dịch qua giấy lọc whatman và đo độ mặn bằng máy 
đo độ dẫn điện Total Meter EZ-9909SP. 

2.2.8. Phân tích thống kê 

Tất cả các thí nghiệm được lặp lại ba lần. Sự khác biệt về mặt thống kê được xác 
định bằng One-way ANOVA và so sánh từng cặp Tukey sử dụng phần mềm Minitab 
Statistical Software. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê được xem xét khi giá trị p nhỏ 
hơn 0,05. 
2.2.9. Sơ đồ nghiên cứu tổng quát trong Luận án 

 

Hunh 2.5. Sơ đồ nghiên cứu tổng quát trong Luận án 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUҰN 

3.1. Phân lập và tuyển chọn chủng vi khuẩn bản địa từ Trường Sa có khả năng chịu 
mặn và sinh exopolysaccharide 

3.1.1. Kết quả phân lập, sàng lọc các chủng vi khuẩn chịu mặn, sinh exopolysaccharide  
Kết quả sàng lọc các chủng chịu được mặn trên môi trường LB đặc có NaCl 3% 

từ 9 mẫu đất thu được ӣ 3 đảo Trường Sa Lớn, Trường Sa Đông và Đá Tây A được thể 
hiện ӣ Phụ lục 1 và Bảng 3.1. 

Mật độ vi sinh vật đạt cao nhất là 250 × 102 CFU/g đất ӣ cạnh cột mốc chủ quyển 
đảo Trường Sa Đông và thấp nhất là 11 × 102 CFU/g đất ӣ mép nước thuộc phía bắc đảo 
Đá Tây A. Số chủng vi sinh vật dao động từ 1–5 chủng/mẫu đất, gồm 0–2 chủng sinh 
nhầy/mẫu đất (Bảng 3.1). Kết quả cho thấy đa số các mẫu đất ӣ vị trí mới tôn tạo như 
khu bãi cát, ven bờ có mật độ vi sinh vật thấp hơn so với các vị trí lâu không được tôn 
tạo như khu cạnh cột mốc chủ quyển, gốc cây, nơi các vi sinh vật đã phát triển thích nghi 
ổn định trong thời gian dài. 
Bảng 3.1. Các chủng vi khuẩn có khả năng sinh nhầy từ 9 mẫu đất đảo Trường Sa 

STT 

chủng 
Tên đảo 

Vị trí lấy mẫu ӣ 
đảo 

Mật độ vi 

sinh vật 

(CFU/g 

đất) 

Số chủng vi 

khuẩn sinh 

EPS/tổng số 

chủng vi sinh 

Kí hiệu 

chủng vi 

khuẩn sinh 

EPS 

Kết quả đo độ 

kéo sợi (mm) 

1 

TSD 

Bãi cát phía tây đảo 25 × 102 1/4 TSD1 15,0 ± 0,6 mm 

2 Bãi cát cách cụm 

dân cư 10 m 
32 × 102 2/4 

TSD2 21,0 ± 1,0 mm 

3 TSD3 14,3 ± 0,9 mm 

4 
Cạnh cột mốc chủ 

quyển 
250 × 102 1/4 TSD5 45,0 ± 2,3 mm 

5 

DTA 

Sau bờ kè đảo 200 × 102 2/5 
DTA1 42,0 ± 2,8 mm 

6 DTA3 18,7 ± 1,1 mm 

 
Sau nhà ăn mới cách 

bờ kè 5 m 
36 × 102 0/4   

 Mép nước ӣ bắc đảo 11 × 102 0/1   

7 

TSL 

Ven bờ 28 × 102 1/4 TSL2 18,0 ± 1,0 mm 

8 
Gần nhà bếp 48 × 102 2/4 

TSL3 38,0 ± 1,1 mm 

9 TSL5 40,0 ± 1,2 mm 

10 Gốc cây 130 × 102 1/4 TSL6 37,0 ± 2,1 mm 

 Từ 9 mẫu đất đã phân lập được 10 chủng vi khuẩn có khuẩn lạc bóng, sinh rỉ nhầy 
và kéo sợi dài > 5 mm (Bảng 3.1) trong đó có 4 chủng vi khuẩn từ đảo Trường Sa Đông, 
4 chủng từ đảo Trường Sa Lớn, và 2 chủng từ đảo Đá Tây A. Mười chủng vi khuẩn phân 
lập được đều có khả năng kéo sợi tốt: từ 14,3–45,0 mm. Các chủng cho khả năng kéo 
sợi tốt nhất là: TSD5 (45,0 mm), tiếp đến chủng DTA1 (42,0 mm) và TSL5 (40,0 mm). 
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Kết quả này cao hơn nhiều so với tiêu chuẩn kéo sợi đạt > 5 mm được đánh giá là có 
khả năng sinh EPS như một số công bố trước [97]. Tuy vậy đây chỉ là những thử nghiệm 
mang tính định tính ban đầu về khả năng sinh EPS của các chủng vi khuẩn bӣi không 
có mối liên hệ trực tiếp nào giữa hình thái của khuẩn lạc trong môi trường rắn và năng 
suất polysaccharide trong môi trường lỏng của vi khuẩn [97].  
3.1.2. Kết quả tuyển chọn chủng vi khuẩn chịu mặn, có khả năng sinh tổng hợp 
exopolysaccharide hàm lượng cao 

Kết quả kiểm tra khả năng sinh EPS của các chủng vi khuẩn trong điều kiện stress 
mặn (NaCl 3%) trên Hình 3.1 cho thấy các chủng TSD5, TSL5 cho khả năng sinh trưӣng 
tốt nhất (OD600 = 8,9), tiếp đến là TSL6 và DTA1. Bốn chủng vi khuẩn này có giá trị 
OD600 cao hơn có ý nghĩa thống kê so với các chủng khác (p < 0,05) tuy vậy giữa 4 
chủng này lại không có sự khác biệt (p > 0,05, Phụ lục 3).  

 

Hunh 3.1. Biểu đồ đánh giá khả năng sinh trưӣng, sinh EPS của các chủng tuyển chọn 
sau 48 giờ nuôi lắc trong môi trường LB có bổ sung NaCl 3% 

Bốn chủng DTA1, TSL6, TSD5, TSL5 cho khả năng sinh EPS cao hơn hẳn các 
chủng vi khuẩn khác (p < 0,05) trong đó chủng DTA1 cho khả năng sinh EPS cao nhất 
(1,31 g/L), tiếp đến là các chủng TSL6, TSD5, TSL5, tuy nhiên khác biệt không có ý 
nghĩa thống kê (p > 0,05, Phụ lục 3). Khả năng sinh EPS ӣ 4 chủng này tương đương 
với chủng Pseudomonas chlororaphis A20 và Bacillus proteolyticus A27 (đạt 1,2 g/L) 
[78], và cao hơn ӣ các chủng Peribacillus acanthi A4, Priestia flexus M1 và Priestia 
megaterium P4 tương ứng là 0,847; 1,014 và 1,007 g/L [122]..., tuy vậy lại thấp hơn 
chủng Weissella onfusa/cibaria 3MI3 đạt tới 47,1 g/L [123];.... 
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3.1.3. Kết quả định danh chủng vi khuẩn chịu mặn, sinh exopolysaccharide hàm 
lượng cao 

Bảng 3.2. Bảng mô tả các đặc điểm khuẩn lạc và tế bào của 4 chủng vi khuẩn chọn lọc 

STT Chủng 
Đặc điểm 

 khuẩn lạc  
Ảnh khuẩn lạc 

Ảnh nhuộm Gram đo kích 
thước tế bào 

1 TSL5 

Khuẩn lạc màu trắng 

đục hình tròn, bề mặt 

bóng, mép có chất 

nhầy, tế bào hình que, 

kích thước 2–3 µm, 

Gram dương, có khả 

năng sinh nội bào tử. 
  

2 DTA1 

Khuẩn lạc màu trắng 

đục hình tròn, bề mặt 

bóng, mép có chất 

nhầy, tế bào hình que, 

kích thước 2,5–3 µm, 

Gram dương, có khả 

năng sinh nội bào tử. 
  

 

3 

 

 

TSD5 

 

 

Khuẩn lạc màu trắng 

đục, sinh rỉ nhầy, tế 

bào thuộc nhóm vi 

khuẩn Gram dương, 
hình que ngắn, kích 

thước 1,7–2,7 µm các 

tế bào xếp đơn lẻ, sinh 

nội bào tử. 
 

 

 

4 TSL6 

Khuẩn lạc hình tròn, bề 

mặt bóng, sinh nhầy, 

tế bào thuộc nhóm vi 

khuẩn Gram dương, 
hình que, ngắn, kích 

thước 2–3 µm, xếp 

đơn lẻ, sinh nội bào tử   

Bốn chủng vi khuẩn TSL5, TSL6, TSD5, và DTA1 được tuyển chọn do có khả năng 
sinh EPS cao và được phân lập ӣ các nơi khác nhau được lựa chọn để xác định đặc điểm hình 
thái, sinh hóa (Bảng 3.2) và phân loại dựa trên kết quả giải trình tự đoạn gen 16SrRNA 
(Hình 3.2). 
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Bốn chủng TSL5, TSL6, TSD5, và DTA1 được định danh bằng phương pháp xác 
định trình tự gen 16S rRNA.  

 

Hunh 3.2. Cây phân tích phả hệ được xây dựng từ trình tự gen 16S rRNA của chủng 
TSD5, DTA1, TSL5 và TSL6 và các chủng liên quan trên GenBank 

Các đoạn gen 16S rRNA của 4 chủng vi khuẩn TSD5, DTA1, TSL5 và TSL6 sau 
giải trình tự được phân tích và sắp xếp với các gen tương ứng trên GenBank để tạo ra 
cây phân tích phả hệ như được mô tả trên Hình 3.2. Các chủng TSD5, DTA1, TSL5, và 
TSL6 có đoạn trình tự gen 16S rRNA có kích thước tương ứng là 1429; 1436; 1405; 
1448 bp và tương đồng nhất với lần lượt các chủng Bacillus velezensis NR116240 
(99,86%), Bacillus velezensis NR075005 (99,79%); Priestia megaterium MG491526 
(100%), và Bacillus velezensis NR075005 (99,93%). Kết hợp với các đặc điểm hình thái 
chủng cho thấy kết quả định danh bằng giải trình tự đoạn gen 16S rRNA rất đáng tin 
cậy. Loài Bacillus velezensis đã được một số công bố về khả năng sinh EPS như chủng 
KY498625 có khả năng sinh EPS lên tới 5,64 g/L dịch nuôi cấy sau khi tối ưu các điều 
kiện nuôi cấy [47]; chủng VTX20 sinh EPS đạt 75,5 g/L [43], chủng OM03 đạt 0,594 
g/L [48]. Loài Priestia megaterium đã được công bố có khả năng sinh EPS và chịu mặn 
như chủng M1VB5 có khả năng sinh EPS (36,4 g/L), và thích ứng trong nhiều điều kiện 
khác nhau, phát triển mạnh ӣ nhiệt độ từ 15–55 °C và độ pH từ 5–9, với khả năng chịu 
mặn lên tới 7% [124]. Các chủng thuộc chi Priestia đã được báo cáo có khả năng sinh 
EPS như Priestia flexus M1, Priestia megaterium P4 [122]; chịu stress hạn hán và thiếu 
dinh dưỡng như Priestia filosa, Priestia aryabhattai [125], [126]. P. aryabhattai BPR-
9 chịu được độ mặn tối đa 18% NaCl, hạn hán 15% PEG-6000 và kim loại nặng 
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(µg/mL): Cd (1200), Cr (1000), Cu (1000), Pb (800) và Hg (30). Chủng BPR-9 được 
đánh giá giúp tăng tỉ lệ nảy mầm, tăng sức sống và phát triển ӣ lúa mỳ dưới áp lực mặn 
so với đối chứng không bổ sung chủng [126]. Chủng vi khuẩn nội sinh thực vật P. 
megaterium BP-R2 có khả năng chịu mặn, sinh hormone thực vật auxin, Indole-3-acetic 
acid, giúp tăng sự phát triển của cây chủ và khả năng chống chịu stress với điều kiện 
muối và hạn hán [127].  

Trong các chủng sàng lọc được, chủng Bacillus velezensis DTA1 cho hàm lượng 
EPS cao nhất và sinh trưӣng tốt. Đây là loài thuộc nhóm an toàn sinh học cấp 1 
(Biosafety level-BSL1) [128], đã có trong một số chế phẩm vi sinh trên thị trường như 
Kodiak®, Serenade ® và Fungifree AB™ [129] nên đảm bảo tính an toàn và được lựa 
chọn để cho các nghiên cứu đánh giá sâu hơn.  
3.1.4. Một số đặc tính sinh học của chủng DTA1 

3.1.4.1. Khả năng sử dụng các nguồn carbon 

Kết quả khảo sát khả năng sử dụng các nguồn carbon bằng bộ kit API 50CH 
(bioMérieux, Pháp) được trình bày trên Bảng 3.3 và Phụ lục 4 cho thấy chủng B. 
velezensis DTA1 có khả năng chuyển hóa tốt đa dạng các loại carbohydrate. Cụ thể, 
chủng vi khuẩn có thể sử dụng được 28 trong tổng số 49 nguồn carbon được thử nghiệm, 
với mức độ chuyển hóa khác nhau. 

Trong đó, các nguồn carbon như D-glucose, D-fructose, D-mannose, D-cellobiose, 
D-saccharose và esculin được chuyển hóa mạnh, thể hiện qua phản ứng màu rõ rệt: màu 
vàng đậm đối với các đường có tính acid hóa cao và màu đen đặc trưng của esculin (do 
phản ứng tạo phức với ion sắt). Đây là các cơ chất chủng vi khuẩn sử dụng tốt, cho thấy 
hoạt tính enzyme chuyển hóa đường mạnh của chủng DTA1 đối với nhóm 
monosaccharide và disaccharide phổ biến. 

Ngoài ra, các phản ứng dương tính khác (khả năng chuyển hóa tốt) được ghi nhận 
với các nguồn như: D-sorbitol, D-mannitol, D-maltose, glycerol, tinh bột (amidon), D-
arabinose, D-ribose, L-arabinose, D-xylose, arbutin, inositol, L-rhamnose, N-acetyl-
glucosamine, amygdalin, salicin, D-trehalose, D-raffinose, glycogen và gentiobiose. 
Điều này cho thấy chủng DTA1 có phổ chuyển hóa rộng, bao gồm cả đường đơn, đường 
đôi, polysaccharide và các dẫn xuất glycoside thực vật. 

Ngược lại, 14 nguồn carbon không được chuyển hóa (phản ứng âm tính), bao gồm: 
dulcitol, erythritol, L-sorbose, xylitol, methyl-β-D-mannopyranoside, D-turanose, D-
lyxose, D-fucose, D-arabitol, L-fucose, L-arabitol, potassium 5-ketogluconate, 
potassium gluconate, và potassium 2-ketogluconate. Các hợp chất này không bị acid 
hóa, chứng tỏ vi khuẩn không sӣ hữu hoặc không biểu hiện các enzyme cần thiết để 
chuyển hóa chúng trong điều kiện thử nghiệm. 
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Bảng 3.3. Kết quả kiểm tra khả năng sử dụng các nguồn carbon của B. velezensis 
DTA1 sử dụng kit API® 50CHB 

 

(+) Phản ứng dương tính; ( -) Phản ứng âm tính; ND: Không xác định rõ (Not 
defined). Bảng kí hiệu được phiên từ kết quả ở Phụ lục 4. 
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Ngoài ra, có 7 nguồn carbon cho kết quả không xác định rõ gồm D-galactose, L-
xylose, D-adonitol, methyl-β-D-xylopyranoside, D-melezitose, inulin, và D-tagatose. 
Các phản ứng này có thể do mức acid hóa thấp, không đủ ngưỡng để tạo ra sự thay đổi 
màu sắc rõ rệt, hoặc do mức độ tăng sinh thấp trong thời gian ủ.  

Khả năng sử dụng được đa dạng các nguồn carbon cũng được công bố ӣ chủng 
Bacillus velezensis AFB2-2 với 22 nguồn carbon khác nhau, trong đó có các 
monosaccharide và disaccharide được chuyển hóa tốt như: L-arabinose, D‑trehalose, 
D‑mannose, D-glucose, D-fructose, tương tự như chủng DTA1, tuy vậy khả năng chuyển 
hóa nguồn carbon ӣ chủng AFB2-2 này còn phụ thuộc vào nhiệt độ [130]. 

Như vậy chủng B. velezensis DTA1 có khả năng chuyển hóa nhiều nguồn carbon 
khác nhau, đặc biệt ưu tiên nhóm đường đơn và đường đôi dễ phân giải như glucose, 
fructose, sucrose, và cellobiose. Điều này phản ánh tiềm năng thích nghi sinh thái cao 
của chủng, đặc biệt trong các môi trường giàu đường tự nhiên như vùng rễ thực vật, môi 
trường lên men và đặc biệt là điều kiện khắc nghiệt trên đảo san hô – nơi nguồn carbon 
hữu cơ có thể đến từ tảo, xác sinh vật biển hoặc chất hữu cơ phân hủy. 

Khả năng này cũng hỗ trợ cho quá trình sinh tổng hợp EPS, vốn đòi hỏi nguồn 
carbon dồi dào và linh hoạt, và là tiền đề quan trọng cho các nghiên cứu tiếp theo về ảnh 
hưӣng của nguồn carbon đến thành phần monosaccharide và hiệu suất EPS của chủng 
vi khuẩn này. 
3.1.4.2. Đánh giá khả năng chịu mặn và kim loại nặng của chủng DTA1 

Bảng 3.4. Khả năng chịu mặn (NaCl/MgSO4) và kim loại nặng (Cd, Hg, Cr, Co, 
As, Pb, Zn, Fe) của chủng B. velezensis DTA1 

 

(+) sinh trưởng được; (-) không sinh trưởng được; Đối chứng âm (ĐC âm): môi 
trường LB không có vi khuẩn;  Đối chứng dương (ĐC dương): môi trường LB có vi 
khuẩn.; Bảng ký hiệu được xây dựng trên kết quả ở Phụ lục 5. 
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Khả năng chịu mặn và kim loại nặng được xem là tiêu chí quan trọng để xác định 
tiềm năng ứng dụng của vi khuẩn trong các hệ sinh thái khắc nghiệt, điển hình như đất 
mặn hoặc đất ô nhiễm kim loại. Dữ liệu trên Bảng 3.4 cho thấy chủng Bacillus velezensis 
DTA1 thể hiện khả năng thích nghi tốt, chịu được nồng độ muối cao cũng như một số 
loại kim loại nặng. 

Khả năng chịu mặn (NaCl và MgSO₄) 
Khi nuôi cấy trong môi trường LB có nồng độ cuối NaCl tăng dần từ 0 đến 17,5% 

(w/v), chủng DTA1 phát triển tốt trong khoảng từ 0 đến 12,5% NaCl, được biểu hiện 
qua hiện tượng đục của môi trường nuôi cấy hoặc sự hình thành màng biofilm màu trắng 
đục tại bề mặt (Phụ lục 5A). Tuy nhiên, không quan sát thấy sự phát triển (dịch trong, 
không tạo màng) ӣ nồng độ NaCl từ 15% trӣ lên, cho thấy ngưỡng chịu mặn tối đa của 
chủng là khoảng 12,5% NaCl. Kết quả này tương đương với ӣ chủng TSD5 [131] và cao 
hơn một số công bố trước như 2–10% NaCl ӣ B. paramycoides, B. pumilus và B. 
amyloliquefaciens [98]; 0–9% ӣ chủng Rahnella aquatilis JZ-GX1 [99] nhưng thấp hơn 
công bố ӣ chủng B. subtilis LR-1 chịu mặn tới 16% [132].  

Đối với muối MgSO₄, chủng DTA1 vẫn duy trì khả năng sinh trưӣng trong dải 
nồng độ rộng từ 0–10% (w/v) (Bảng 3.4, Phụ lục 5A). Khả năng tăng trưӣng ổn định ӣ 
nồng độ muối cao cho thấy chủng DTA1 có cơ chế thích nghi hiệu quả với stress thẩm 
thấu, cho phép tế bào duy trì cân bằng áp suất và hoạt động trao đổi chất trong môi 
trường có hàm lượng muối hòa tan lớn. 

Kết quả này phù hợp với điều kiện thực tế của đất cát san hô ven biển và các đảo 
thuộc quần đảo Trường Sa, nơi chịu ảnh hưӣng thường xuyên của hơi muối biển (độ 
mặn nước biển trung bình khoảng 3%). Theo khảo sát của nhóm nghiên cứu, độ mặn đất 
trên các đảo Trường Sa dao động trong khoảng 0,45–1,27%. Ngoài ra, tại một số đảo 
khan hiếm nguồn nước ngọt, cây trồng thường được tưới bằng nước lợ có độ mặn dưới 
1%, làm gia tăng áp lực thẩm thấu trong vùng rễ.  

Việc chủng DTA1 có khả năng sinh trưӣng và chịu được độ mặn cao hơn nhiều 
nước biển cũng như độ mặn trong đất đảo Trường Sa cho thấy mức độ thích nghi của 
chủng phù hợp với điều kiện mặn đặc thù ӣ biển đảo, từ đó củng cố tiềm năng ứng dụng 
của chủng trong các giải pháp sinh học nhằm cải thiện điều kiện đất và môi trường khu 
vực biển đảo. 

Khả năng chịu kim loại nặng 

Khả năng chịu đựng kim loại nặng của DTA1 được đánh giá thông qua thí nghiệm 
tiếp xúc với 8 kim loại khác nhau ӣ nồng độ tăng dần. 
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• Với nhóm kim loại nặng có độc tính cao như Cr và As, chủng DTA1 vẫn phát 
triển đến nồng độ 64 µg/mL, trong khi đối với Cd, mức chịu đựng tối đa là 32 µg/mL 
(Bảng 3.4, Phụ lục 5B). 

• Khả năng chịu Hg và Co thấp hơn rõ rệt, với giới hạn phát triển chỉ đạt tương 
ứng 2 µg/mL và 4 µg/mL. Đây là các kim loại có độc tính cao với hệ vi sinh, có thể ức 
chế mạnh hệ enzyme nội bào ngay ӣ nồng độ thấp. 

• Đối với các kim loại phổ biến trong đất như Pb, Zn và Fe, chủng DTA1 có thể 
chịu đựng ӣ nồng độ cao hơn: lên đến 900 µg/mL đối với Pb và Zn, và 600 µg/mL đối 
với Fe (Bảng 3.4, Phụ lục 5C). Đây là mức chịu đựng tương đối cao, chứng minh khả 
năng tồn tại được của chủng vi khuẩn trong môi trường ô nhiễm kim loại nặng. 

Khả năng chịu kim loại nặng của Bacillus velezensis đã được ghi nhận ӣ chủng 
C3-3, với khả năng chịu Cd, Co, Mn và Ni ӣ nồng độ tới 10 mM (tương đương trên 
1000 µg/mL) [133]. So sánh cho thấy chủng DTA1 có mức chịu đựng các kim loại trên 
thấp hơn C3-3 nhưng tương đương với Chromohalobacter sp. – một vi khuẩn sinh EPS 
ưa mặn có khả năng chịu đa kim loại [134]. Ngoài ra, chủng DTA1 chịu Pb tốt hơn 
Priestia aryabhattai BPR-9  nhưng lại chịu Cd, Cr và Hg kém hơn chủng này [126]. 

Chủng vi khuẩn DTA1 thể hiện khả năng chịu kim loại nặng ӣ dải nồng độ rộng, 
cao hơn đáng kể so với mức ô nhiễm kim loại đã được ghi nhận tại khu vực quần đảo 
Trường Sa. Cụ thể, hàm lượng Pb trong nước biển tại đảo Sơn Ca và Trường Sa Lớn lần 
lượt đạt 96,19 và 80,73 µg/L, vượt hơn 10 lần tiêu chuẩn chất lượng nước biển ASEAN 
(8,5 µg/L), trong khi hàm lượng Zn dao động từ 0,31–66,60 µg/L, với giá trị trung bình 
khoảng 33,3 µg/L và có thời điểm vượt ngưỡng cho phép theo TCVN 6193:1996 (50 
µg/L) [135]. Trong bối cảnh đó, khả năng thích nghi và chịu đựng kim loại nặng của 
chủng DTA1 cho thấy tiềm năng ứng dụng trong các giải pháp sinh học nhằm xử lý và 
phục hồi môi trường tại các vùng biển đảo xa bờ như quần đảo Trường Sa. 

Khả năng chịu được stress mặn và kim loại nặng có thể được giải thích qua khả 
năng tạo EPS của chủng. Lớp EPS này hoạt động như một hàng rào sinh học, có thể gắn 
kết và cố định ion muối cũng như kim loại, qua đó hạn chế độc tính trực tiếp lên tế bào 
vi khuẩn. Bên cạnh đó, EPS còn góp phần hình thành cấu trúc biofilm, tạo vi môi trường 
bảo vệ giúp vi khuẩn nâng cao sức chống chịu trước điều kiện bất lợi [136]. Ngoài ra 
cũng có thể chủng vi khuẩn chứa các gen chống chịu mặn, kim loại nặng giúp tăng khả 
năng sống sót trong điều kiện stress. Để hiểu rõ hơn về các cơ chế phân tử liên quan đến 
khả năng chịu stress của chủng DTA1, cần tiến hành phân tích đặc điểm di truyền của 
chủng vi khuẩn thông qua giải trình tự WGS. Phân tích này sẽ giúp làm sáng tỏ các cụm 
gen liên quan đến sinh tổng hợp EPS, cơ chế vận chuyển ion, phản ứng với stress thẩm 
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thấu và kim loại, từ đó củng cố cơ sӣ khoa học cho việc ứng dụng chủng vi khuẩn này 
trong môi trường khắc nghiệt.  

Như vậy từ 9 mẫu đất đảo ӣ Trường Sa đã phân lập được 10 chủng vi khuẩn bản 
địa có khả năng sinh EPS trong điều kiện mặn (NaCl 3%). Trong số đó, chủng DTA1 
thể hiện khả năng sinh trưӣng mạnh, chịu mặn tốt (tới 12,5% NaCl), kháng được một số 
kim loại nặng phổ biến (Pb²⁺, Zn²⁺, Fe²⁺ > 600 µg/mL) và sinh EPS hiệu suất cao (1,31 
g/L). Thêm vào đó, khả năng sử dụng được đa dạng các nguồn carbon, nhất là các nguồn 
thường có trong tự nhiên là những ưu việt cho thấy tiềm năng ứng dụng của chủng DTA1 
trong cải tạo đất nghèo dinh dưỡng, nhiễm mặn hoặc ô nhiễm kim loại nặng.  
3.2. Giải trunh tự hệ gen và dự đoán các con đường sinh tổng hợp EPS và các gen 
liên quan đến khả năng chịu mặn ӣ chủng DTA1 

3.2.1. Kết quả kiểm tra chất lượng DNA geneome chủng DTA1 

DNA chủng DTA1 sau tinh sạch được đánh giá chất lượng trước khi chuyển đi 
phân tích. Như thể hiện ӣ Bảng 3.5, mẫu DNA geneome của chủng B. velezensis DTA1 
đáp ứng đầy đủ các tiêu chí về nồng độ, độ tinh sạch, hàm lượng và tính toàn vẹn cần 
thiết cho quá trình giải trình tự toàn bộ hệ gen. Do đó, mẫu DNA này đạt chất lượng phù 
hợp để tiến hành các bước phân tích di truyền tiếp theo. 
Bảng 3.5. Kết quả kiểm tra DNA geneome chủng DTA1 tách chiết được 

Số mẫu: Yêu cầu Mẫu 1 

Tên mẫu  DTA1 

Nồng độ (ng/µL) >20  132,9 

Độ tinh sạch 

(A260/A280) 
>1,7 1,74 

Thể tích (µL) >30 50 

Hàm lượng DNA (µg) >0,45  6,645 

DIN  

> 7,2. Tương đương với xuất 

hiện 1 vạch sáng, không đứt 

gãy trên gel 0,8% agarose 

1 vạch sáng, không 

đứt gãy trên gel 0,8% 

agarose (Phụ lục 6A) 

3.2.2. Đặc điểm chung của bộ gen chủng DTA1  
Bảng 3.6. Đặc điểm chung của bộ gen lắp ráp của B. velezensis DTA1 

Đặc điểm bộ gen 
B. velezensis 

DTA1 

Bacillus velezensis 
FZB42  

(Bộ gen tham chiếu*) 
Số lượng đọc thô 8.275.234  

Độ bao phủ (×) 317  

Cấp độ lắp ráp 
Đoạn trình tự dài 

(Contigs) Bộ gen hoàn chỉnh 

Kích thước bộ gen được lắp ráp (bp) 3.901.259 3.918.596 
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Số lượng contigs (>500 bp) 13 1 

Contig lớn nhất (bp) 1.096.152 3.918.596 

Hàm lượng G+C (%) 46,5 46,5 

N50 987.412 3.918.596 

L50 2 1 

Số lượng gen rRNA 11 29 

Số lượng gen tRNA 62 88 

Số lượng trình tự DNA mã hóa 3.783 3.680 

*Bộ gen tham chiếu từ cơ sở dữ liệu trình tự tham chiếu NCBI (NC_009725.2). 

 

 

Hình 3.3. (a) Bản đồ bộ gen nháp của B. velezensis DTA1 với kích thước bộ gen 

3,9Mb.  (b) Sự phân bố của các gen mã hóa của B. velezensis DTA1 trong các nhóm 

gen chức năng COG  

Các vòng tròn trong sơ đồ (từ ngoài vào trong ở Hình a) lần lượt biểu thị: (1) 
các trình tự mã hóa (Coding sequences-CDS) được dự đoán có hướng phiên mã theo 
chiều xuôi, với màu sắc thể hiện các nhóm chức năng gen khác nhau; (2) các đoạn 

(b) 

(a) 
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contig thu được từ quá trình lắp ráp bộ gen; (3) các CDS được dự đoán có hướng 
phiên mã theo chiều ngược; (4) tỷ lệ phần trăm GC; (5) độ lệch GC (tính theo công 
thức [G - C] / [G + C]) với giá trị dương được đánh dấu màu xanh lục và giá trị âm 

màu tím. 

Tổng số đoạn đọc thô thu được từ giải trình tự Illumina là 8.275.234, với độ bao 
phủ giải trình tự trung bình đạt 317×. Dữ liệu sau khi xử lý và lắp ráp thu được 13 contig 
có chiều dài lớn hơn 500 bp. Chất lượng trình tự đạt mức cao, với 94,6% nucleotide có 
điểm chất lượng Q30 (tương ứng với độ chính xác trên 99,9%) và 98,2% đạt Q20 (tương 
ứng với độ chính xác trên 99%). Kết quả lắp ráp bộ gen thu được bộ gen B. velezensis 
DTA1 với kích thước 3.901.259 bp và  tỷ lệ GC là 46,5%, tương đương với bộ gen tham 
chiếu, Bacillus velezensis FZB42 (kích thước bộ gen: 3.918.596 bp; tỷ lệ GC: 46,5%) 
(Phụ lục 6B, Bảng 3.6, và Hình 3.3a). Mức độ hoàn thiện của bộ gen được đánh giá bằng 
công cụ BUSCO với lineage Bacilli, cho thấy độ toàn vẹn bộ gen đạt 94,7% (Phụ lục 
6B). Kết quả này cho thấy chất lượng bộ gen của chủng B. velezensis DTA1 đạt mức tin 
cậy cao, đáp ứng yêu cầu cho các phân tích gen chức năng ӣ các bước tiếp theo. 

Chú giải chức năng bằng phần mềm Bakta v1.9.2 xác định tổng cộng 3.783 gen 
mã hóa (CDS), 62 tRNA và 11 rRNA (Bảng 3.6). Trong số các CDS này, 81,8% 
(3.095/3.783) trong số chúng được phân loại thành 22 loại nhóm gen chức năng COG. 
Phần lớn các CDS có liên quan đến vận chuyển và chuyển hóa amino acid (E, 9,28%), 
phiên mã (K, 8,27%), vận chuyển và chuyển hóa carbohydrate (G, 8,18%) và dịch mã, 
cấu trúc ribosome và sinh tổng hợp (J, 7,18%) (Hình 3.3B). Điều này cho thấy chủng 
DTA1 có khả năng phân hủy nhiều loại carbohydrate và protein. Đáng chú ý, con đường 
sinh tổng hợp EPS có khả năng được xác định trong chủng này vì 2,75% CDS được chỉ 
định cho sinh tổng hợp, vận chuyển và dị hóa chất chuyển hóa thứ cấp (Q). Những đặc 
điểm này phản ánh bộ gen điển hình của nhóm vi khuẩn Bacillus velezensis, đồng thời 
cung cấp cơ sӣ quan trọng cho việc phân tích chức năng các gen phụ trách quá trình sinh 
EPS và cơ chế thích nghi trong môi trường khắc nghiệt. 

Mặc dù kết quả lắp ráp cho thấy chỉ số N50 ӣ mức tương đối cao, bộ gen của B. 
velezensis DTA1 vẫn chỉ đạt mức lắp ráp dạng nháp, với tổng cộng 13 contig và độ hoàn 
thiện còn thiếu 5,3 %. Điều này cho thấy cấu trúc bộ gen chưa thực sự liền mạch, từ đó 
có thể dẫn đến nguy cơ bỏ sót hoặc chú giải chưa đầy đủ các gen chức năng. So với 
chủng tham chiếu đã được lắp ráp hoàn chỉnh FZB42 (3.680 ORF), bộ gen chưa hoàn 
chỉnh của chủng DTA1 có số lượng khung đọc mӣ (ORF) được dự đoán cao hơn, đạt 
3.783 ORF, tương ứng với mức chênh lệch 103 ORFs. Sự gia tăng này nhiều khả năng 
xuất phát từ các yếu tố kỹ thuật liên quan đến chất lượng lắp ráp bộ gen. Cụ thể, do bộ 
gen DTA1 vẫn còn hiện tượng phân mảnh với 13 contig, một số gen có thể bị chia cắt 
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trên các contig khác nhau và bị nhận diện nhầm là các ORF độc lập. Bên cạnh đó, các 
gen nằm ӣ rìa contig thường không đầy đủ chiều dài nhưng vẫn được các công cụ dự 
đoán gen tự động chú giải, góp phần làm tăng tổng số ORF được ghi nhận. Ngoài ra, 
các sai sót trong quá trình lắp ráp, chẳng hạn như các đột biến chèn hoặc mất nucleotide 
nhỏ, có thể gây lệch khung đọc, từ đó làm cho một gen thực sự bị chia thành nhiều ORF 
ngắn hơn. Những hạn chế này có thể ảnh hưӣng đến việc khai thác triệt để tiềm năng 
sinh học của chủng vi khuẩn. Do đó, trong các nghiên cứu tiếp theo, việc kết hợp nền 
tảng giải trình tự đoạn ngắn và đoạn dài như giải trình tự Oxford Nanopore hoặc PacBio 
là cần thiết để cải thiện chất lượng lắp ráp, hướng tới bộ gen hoàn chỉnh và đầy đủ hơn 
phục vụ cho các phân tích chức năng chuyên sâu.  
3.2.3. Phân tích phát sinh loài và xác định vị trí phân loại của chủng DTA1 

Việc xác định vị trí phân loại của chủng DTA1 được thực hiện dựa trên cả trình tự 
gen 16S rRNA (mục 3.1.3) và trình tự core geneome, đây là các gen được bảo tồn ӣ tất 
cả các loài Bacillus. Cây phân loài dựa trên core geneome với các loài Bacillus (Hình 
3.4) cho thấy các chủng thuộc loài B. velezensis thuộc 1 nhánh riêng với giá trị độ tin 
cậy (bootstrap) đạt 100%, loài có họ hàng gần nhất là loài B. amyloliquefaciens. Chủng 
nghiên cứu DTA1 nằm trong nhánh cùng các chủng B. velezensis khác, bao gồm cả các 
chủng vi khuẩn được tìm thấy ӣ Việt Nam như VTX20, DB2.1, VY03,…. Như vậy, căn 
cứ vào kết quả này cho phép khẳng định chủng DTA1 thuộc loài B. velezensis. 

 

Hunh 3.4. Cây phân loại dựa trên trình tự core geneome giữa chủng DTA1 (*) và 19 
chủng có quan hệ gần gũi thuộc chi Bacillus được xây dựng bằng công cụ chú thích 
PATRIC. So sánh trình tự thực hiện bӣi MAFFT và cây phân loại được xây dựng với 

RAxML 
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3.2.4. Hệ thống vận chuyển đường của B. velezensis DTA1 

Bảng 3.7. Các gen liên quan đến hệ thống vận chuyển permease và hệ thống ABC (ATP-
binding cassette) trong B. velezensis DTA1 

Locus tag   Gene Liên quan đến hệ thống vận chuyển 

Hệ thống vận chuyển permease 

ALPNOB_05845  Permease 

ALPNOB_17800  Permease 

ALPNOB_04315 araQ 
Arabinooligosaccharides transport system permease protein 
AraQ 

ALPNOB_04320  Arabinose/arabinan permease 

ALPNOB_05080  Metabolite permease 

ALPNOB_15980  Metabolite permease 

ALPNOB_05015  Multiple sugar transport system permease protein 

ALPNOB_06205  Multiple sugar transport system permease protein 

ALPNOB_05010 msmF 
Multiple sugar-binding transport system permease protein 
msmF 

ALPNOB_07085  High-affinity gluconate permease (GntP family) 
ALPNOB_06200  Fructose-amino acid permease 

ALPNOB_05730  Simple sugar transport system permease protein 

ALPNOB_13470 araJ putative arabinose efflux permease AraJ, MFS family 

ALPNOB_07790  Transport permease protein 

ALPNOB_07115 lutP L-lactate permease LutP 
 

ATP-binding cassette (ABC) transporters 

ALPNOB_15565  
Maltose and maltodextrin ABC transporter subunit (ATP-
binding protein) 

Đối với hệ thống vận chuyển permease đặc hiệu đường của chủng DTA1, các 
protein đặc hiệu cho arabinose, maltose và các protein vận chuyển permease đa đường 
đã được tìm thấy. Tiểu đơn vị vận chuyển ABC (protein liên kết ATP) maltose và 
maltodextrin tạo điều kiện cho sự hấp thụ maltose/maltodextrin cũng đã được phát hiện 
(Bảng 3.7). 
Bảng 3.8. Các gen liên quan đến hệ thống PTS ӣ B. velezensis DTA1 

Locus tag Hệ thống PTS Con đường liên quan 

MNPMAK_15360 
alpha-glucoside PTS system EIICB 
component [EC:2.7.1.208 2.7.1.-] 

Starch and sucrose metabolism MNPMAK_09075 cellobiose PTS system EIIA component 
[EC:2.7.1.196 2.7.1.205] MNPMAK_09130 

MNPMAK_09085 
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MNPMAK_09125 
cellobiose PTS system EIIB component 

[EC:2.7.1.196 2.7.1.205] 
MNPMAK_09015 

cellobiose PTS system EIIC component MNPMAK_09080 

MNPMAK_09135 

MNPMAK_11925 
fructose PTS system EIIBC or EIIC 

component [EC:2.7.1.202] 
Fructose and mannose 

metabolism 

MNPMAK_12170 
glucose PTS system EIICBA or EIICB 

component [EC:2.7.1.199] 
Glycolysis/ Glucogenesis 

MNPMAK_13085 
lactose PTS system EIICB component 

[EC:2.7.1.207] 
Galactose metabolsim 

MNPMAK_13080 
lactose PTS system EIIA component 

[EC:2.7.1.207] 

MNPMAK_14125 
mannitol PTS system EIICBA or EIICB 

component [EC:2.7.1.197] 
Fructose and mannose 

metabolism 
MNPMAK_14120 

mannitol PTS system EIIA component 
[EC:2.7.1.197] 

MNPMAK_03485 
mannose PTS system EIIBCA component 

[EC:2.7.1.191] 

MNPMAK_15595 
N-acetylglucosamine PTS system EIICBA 

hoặc EIICB component [EC:2.7.1.193] 
Amino sugar and nucleotide 

sugar metabolism 

MNPMAK_12165 phosphocarrier protein Hpr 
Phosphotransferase system 

(PTS) MNPMAK_12160 

phosphoenolpyruvate-protein 
phosphotransferase (PTS system enzyme I) 

[EC:2.7.3.9] 
MNPMAK_08855 sucrose PTS system EIIBCA hoặc EIIBC 

component [EC:2.7.1.211] 
Starch and sucrose metabolism 

MNPMAK_15065 

MNPMAK_01515 
sugar PTS system EIIA component 

[EC:2.7.1.-] 
Gluconeogenesis/ Starch and 

sucrose metabolsim (PTS) 

MNPMAK_15560 
trehalose PTS system EIIBC hoặc EIIBCA 

component [EC:2.7.1.201] 
Starch and sucrose metabolism 

 

 Tổng cộng có 22 protein vận chuyển hệ thống PTS cho các loại đường khác nhau 
được phát hiện trong bộ gen của chủng B. velezensis DTA1 (Bảng 3.8). Các chất vận 
chuyển này được phân loại thành 11 hệ thống PTS: α-glucoside, fructose, cellobiose, 
lactose, glucose, N-acetylglucosamine, mannitol, mannose, sucrose, sugar và trehalose 
PTS dựa trên cơ sӣ dữ liệu chất vận chuyển. Các con đường tương ứng này là chuyển 
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hóa đường amino và đường gắn nucleotide, chuyển hóa fructose và mannose, chuyển 
hóa galactose, tạo glucose/ chuyển hóa tinh bột và sucrose, đường phân/tạo glucose, hệ 
thống phosphotransferase và chuyển hóa tinh bột và sucrose. 

Theo các kết quả này, B. velezensis DTA1 có thể sử dụng cellobiose, glucoside, 
glucose, mannose/mannitol, fructose, sucrose, arabinose và N-acetylglucosamine. Hơn 
nữa, các kết quả trêng Bảng 3.7 và Bảng 3.8 cho thấy nhiều bản sao của gen mã hóa hệ 
thống vận chuyển cho cellobiose, sucrose và arabinose trong bộ gen của chủng B. 
velezensis DTA1, điều này có thể giúp vi khuẩn tăng cường khả năng sử dụng các nguồn 
carbon kể trên. 

3.2.5. Con đường sinh tổng hợp đường gắn nucleotide của B. velezensis DTA1. 
Kết quả phân tích WGS cho thấy 29 gen trong bộ gen DTA1 mã hóa các enzyme 

quan trọng giúp chuyển đổi dễ dàng hơn các nguồn carbon khác nhau thành các loại 
đường gắn nucleotide tương ứng. Quá trình chuyển hóa glucose, sucrose, fructose, 
maltose, cellobiose, mannose, galactose và arabinose được hỗ trợ bӣi các gen này. Một 
số gen , bao gồm galU, sacA, bglA, galE, MPI …, có một số bản sao (Bảng 3.9). Mặc 
dù có PTS của lactose và trehalose, bộ gen được lắp ráp lại thiếu các enzyme cần thiết 
cho quá trình chuyển hóa hai loại đường này. 

Dựa trên các gen được phát hiện này, con đường sinh tổng hợp đường gắn 
nucleotide của B. velezensis DTA1 có thể được đơn giản hóa như trên Hình 3.5. 
Mannose, fructose, sucrose, cellobiose và glucose nằm trong số các loại đường được hệ 
thống PTS vận chuyển vào tế bào trong bước đầu tiên. Khi đã vào bên trong, các loại 
đường này trải qua quá trình phosphoryl hóa để tạo thành mannose-6-phosphate, 
fructose-1-phosphate, sucrose-6-phosphate, cellobiose-6-phosphate và glucose-6-
phosphate. Tương tự như vậy, arabinose và galactose được vận chuyển vào tế bào bӣi 
các enzyme permease. Maltose được đưa vào trong tế bào nhờ cơ chế vận chuyển ABC. 
Tiếp theo, các loại đường đơn được enzyme xúc tác để hình thành các dạng phosphoryl 
hóa như fructose-6-phosphate, glucose-6-phosphate và galactose-1-phosphate. Nhờ đó, 
chủng vi khuẩn có khả năng tham gia vào quá trình sinh tổng hợp nhiều loại đường gắn 
nucleotide khác nhau, điển hình là UDP-N-acetylglucosamine, UDP-N-
acetylgalactosamine, UDP-N-acetylmannosamine, dTDP-glucose, dTDP-rhamnose, 
UDP-glucose, UDP-glucuronate và UDP-galactose. 

Bảng 3.9. Các enzyme chính của quá trình tổng hợp đường gắn nucleotide của B. 
velezensis DTA1 được chú thích trong cơ sӣ dữ liệu KEGG 

Mã locus 
Tên 

gen 

Trao đổi 
chất đường 

Protein được mã hóa Số EC 
Đường 

nucleotide 

ALPNOB_02935 glk Glucose Glucokinase 2.7.1.2 
UDP-Glc 

ALPNOB_17230 pgm  Phosphoglucomutase 5.4.2.2 
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ALPNOB_00410 
galU 

 UTP-glucose-1-phosphate 

uridylyltransferase 
2.7.7.9 

ALPNOB_07780  

ALPNOB_07265 
sacA 

Sucrose 
Beta-fructofuranosidase 3.2.1.26 

ALPNOB_08975 Sucrose 

ALPNOB_15580 glvA Maltose 
Maltose-6'-phosphate 

glucosidase 
3.2.1.122 

ALPNOB_09270 
scrK 

Fructose 
Fructokinase 2.7.1.4 

ALPNOB_16440 Fructose 

ALPNOB_12070 fruK Fructose 1-phosphofructokinase 2.7.1.56 

ALPNOB_09815 FBP Fructose Fructose-1,6-bisphosphatase III 3.1.3.11 

ALPNOB_04350 araA Arabinose L-arabinose isomerase 5.3.1.4 

ALPNOB_04345 araB Arabinose L-ribulokinase 2.7.1.16 

ALPNOB_04340 araD Arabinose 
L-ribulose-5-phosphate 4-

epimerase 
5.1.3.4 

ALPNOB_00105 tktA Arabinose Transketolase 2.2.1.1 

ALPNOB_05610 GPI  Glucose-6-phosphate isomerase 5.3.1.9 

ALPNOB_00940 
bglA 

Cellobiose 
6-phospho-beta-glucosidase 3.2.1.86B 

ALPNOB_09265 Cellobiose 

ALPNOB_09195 celF Cellobiose 6-phospho-beta-glucosidase 3.2.1.86A 

ALPNOB_09355 
galE 

Galactose 
UDP-glucose 4-epimerase 5.1.3.2 

UDP-Gal 

ALPNOB_13235 Galactose 

ALPNOB_00495 galM Galactose Aldose 1-epimerase 5.1.3.3 

ALPNOB_13230 galK Galactose Galactokinase 2.7.1.6 

ALPNOB_09050 
galT 

Galactose UDPglucose--hexose-1-

phosphate uridylyltransferase 
2.7.7.12 

ALPNOB_13240 Galactose 

ALPNOB_07735 
ugd 

 
UDPglucose 6-dehydrogenase 1.1.1.22 UDP-GlcA 

ALPNOB_08085  

ALPNOB_08880 rmlA  
Glucose-1-phosphate 

thymidylyltransferase 
2.7.7.24 

dTDP-Rha 

ALPNOB_08875 rmlB  dTDP-glucose 4,6-dehydratase 4.2.1.46 

ALPNOB_08865 rmlC  
dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-

epimerase 
5.1.3.13 

ALPNOB_08870 rmlD  
dTDP-4-dehydrorhamnose 

reductase 
1.1.1.133 

ALPNOB_09275 

MPI 

Mannose 

Mannose-6-phosphate isomerase 5.3.1.8 

UDP-N-

Acetylgluco

samine 

ALPNOB_03490 Mannose 

ALPNOB_07825 Mannose 
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ALPNOB_15205 glmS  

Glutamine---fructose-6-

phosphate transaminase 

(isomerizing) 

2.6.1.16 

ALPNOB_15210 glmM  Phosphoglucosamine mutase 5.4.2.10 

ALPNOB_19035 glmU  

Bifunctional UDP-N-

acetylglucosamine 

pyrophosphorylase / 

glucosamine-1-phosphate N-

acetyltransferase 

2.7.7.23 

2.3.1.157 

ALPNOB_07775 wecB  
UDP-N-acetylglucosamine 2-

epimerase (non-hydrolysing) 
5.1.3.14 

UDP-N-

Acetylmann

osamine 

 

Hunh 3.5. Con đường sinh tổng hợp đường gắn nucleotide của B. velezensis 
DTA1. Các gen được chú thích được đánh dấu màu đỏ và các đường gắn nucleotide là 
hình bầu dục đứt nét màu đỏ. PTS, hệ thống phosphotransferase; ABC, Hệ vận chuyển 
phụ thuộc ATP; P, phosphate. Mannose, fructose, sucrose, cellobiose và glucose được 
vận chuyển vào trong tế bào theo hệ thống PTS; trong khi maltose nhờ cơ chế vận 
chuyển ABC; arabinose và galactose nhờ các enzyme permease. Bản đồ con đường sinh 
tổng hợp đường gắn nucleotide được tạo bӣi Biorender (https://www.biorender.com/). 

Việc sản xuất EPS đòi hỏi đường gắn nucleotide làm phân tử tiền chất [62]. Chủng 
B. velezensis DTA1 chứa nhiều gen mã hóa 11 hệ thống vận chuyển PTS và permease, 

https://www.biorender.com/
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cho thấy chủng này có thể sử dụng nhiều nguồn đường có sẵn trong môi trường của nó. 
Sự thật là 9 loại đường, bao gồm cellobiose, glucoside, glucose, mannose, mannitol, 
fructose, sucrose, arabinose và N-acetylglucosamine, được dự đoán sẽ được chủng B. 
velezensis DTA1 sử dụng thông qua phân tích WGS, đã cho kết quả dương tính trong 
thử nghiệm API® 50CHB. Điều này có thể được giải thích bằng sự hiện diện của nhiều 
bản sao gen mã hóa hệ thống vận chuyển cho các loại đường này. Sự hiện diện của hệ 
thống PTS đã được báo cáo ӣ nhiều loài như B. subtilis, B. amyloliquefaciens, E. coli và 
Staphylococcus aureus [137], [138], [139] nêu bật vai trò thiết yếu của chúng trong quá 
trình hấp thụ carbohydrate ӣ vi sinh vật. Ngoài chức năng này, Morabbi và cs (2018) đã 
báo cáo rằng các chất vận chuyển PTS trong bộ gen của B. subtilis cũng tham gia vào 
việc cảm nhận sự biến động của chất dinh dưỡng trong môi trường [140]. 
3.2.6. Con đường sinh tổng hợp exopolysaccharide ở Bacillus velezensis DTA1 

Hai cụm gen liên quan đến các con đường sinh tổng hợp EPS, con đường phụ thuộc 
Wzx/Wzy và quá trình tổng hợp ngoại bào bӣi enzyme levansucrase, đã được phát hiện 
trong bộ gen DTA1 (Bảng 3.10). Trong con đường phụ thuộc Wzx/Wzy, EPS có thể 
được tổng hợp bӣi một hệ thống protein phức tạp với nhiều chức năng như điều hòa, 
tổng hợp, vận chuyển, trùng hợp và xuất ra ngoại bào, được mã hóa bӣi operon epsA-O. 
Qua kết quả phân tích hệ gen của chủng vi khuẩn đã tìm thấy một cụm epsA-O được mã 
hóa bӣi một đoạn 15,7 kb chứa 15 gen eps bằng cách sử dụng máy chủ chú thích 
BlastKOALA. Trong số các gen này, epsE mã hóa một enzyme GT mồi gắn màng, không 
xúc tác các liên kết glycosidic. GT này tạo điều kiện cho việc vận chuyển đường-1-
phosphate và kích hoạt chất mang undecaprenyl-phosphate-lipid ӣ phía màng tế bào 
chất [83]. Bước đầu tiên này cho phép các đường gắn nucleotide khác được gắn tuần tự 
để lắp ráp các đơn vị lặp lại nhờ sự xúc tác của các GT trong tế bào chất hoặc liên kết 
màng khác. Cụ thể, epsL mã hóa các GT vận chuyển UDP-glucose hoặc UDP-galactose, 
trong khi epsD vận chuyển UDPGlcA, epsH và epsJ vận chuyển các loại đường amino. 
EpsF, epsG, epsH, epsI, epsJ và epsK có thể vận chuyển nhiều loại đường gắn nucleotide 
khác nhau. Hơn nữa, các gen epsC, epsI, epsO, gen acyltransferase epsM và gen 
aminotransferase epsN tất cả đều tham gia vào quá trình biến đổi các đơn vị lặp lại của 
chuỗi polysaccharide. Các đơn vị lặp lại được vận chuyển qua màng trong vào periplasm 
bӣi eps K (Wzx flippase) [43] [141]. Trong khi đó, epsG có chức năng trùng hợp các 
đơn vị lặp lại (polymerase Wzy) bằng cách tạo ra các liên kết glycosid mới ӣ đầu khử 
của polyme đang phát triển, hình thành nên cấu trúc polysaccharide ngoại bào [142], 
[143]. Hai gen quan trọng khác là epsA và epsB, mã hóa cho protein-tyrosine kinase và 
chất điều biến protein-tyrosine kinase, có thể cần thiết cho quá trình sản xuất EPS lượng 
lớn [143]. Ngoài ra, hai gen này được biết là có chức năng xác định độ dài chuỗi 



64 

 

polysaccharide [43], epsA cũng chịu trách nhiệm cho quá trình xuất polysaccharide ra 
ngoại bào [144], [43]. Cụ thể, các gen trong operon epsA-O của chủng B. velezensis 
DTA1 có độ tương đồng và độ bao phủ đạt 100% so với chủng B. velezensis L-S60. Khi 
so sánh với các chủng B. velezensis khác, mức độ tương đồng dao động từ 96% đến 
100%. Đáng chú ý, so với chủng B. velezensis VTX20 (phân lập tại Việt Nam), các gen 
trong operon epsA-O có độ tương đồng từ 98% trӣ lên, tuy nhiên cấu trúc sắp xếp của 
operon ӣ VTX20 lại theo chiều ngược lại. So sánh với loài B. amyloliquefaciens, mức 
độ tương đồng giữa các gen trong operon epsA-O với chủng B. velezensis DTA1 dao 
động từ 93% đến 100%, trong đó có sự tương đồng tuyệt đối (100%) với chủng B. 
amyloliquefaciens DSM7. Khi so sánh với chủng Bacillus subtilis 168, độ tương đồng 
giữa các gen trong operon dao động từ 63% đến 88%. Đặc biệt, ӣ chủng Bacillus subtilis 
ATCC 21228, mặc dù một số gen đạt độ tương đồng đến 100%, nhưng gen epsD chỉ có 
mức tương đồng dưới 50% (Hình 3.6A). 

 

 

 

Hunh 3.6. Các cụm gen liên quan đến các con đường sinh tổng hợp EPS đã được phát 
hiện trong B. velezensis DTA1 

epsO-epsM-epsN-epsL-epsK-epsJ-epsI-epsH- epsG- epsF- epsE-epsD- epsC  -  epsB-epsA 
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(A) So sánh operon epsA-O trong B. velezensis DTA1 và các loài Bacillus khác. 
Các gen tương tự được chỉ ra bằng cùng một màu và tỷ lệ giống nhau giữa các gen 
tương ứng với ở chủng B. velezensis DTA1 được hiển thị bằng số trong hộp đen. Các 
cụm EPS được trực quan hóa bằng CAGECAT web server.  

(B) Một cụm gen sinh tổng hợp levan đã được phát hiện trên nhiễm sắc thể DTA1 
và trên các chủng B. velezensis khác và B. amyloliquefaciens. Các gen tương tự được 
chỉ ra bằng cùng một màu và tỷ lệ phần trăm giống nhau giữa hai gen được hiển thị 
bằng số trong hộp đen. ppaC, Manganese-dependent infinite pyrophosphatase; pta, 
Phosphate acetyltransferase; sacB, Levansucrase; levB, Levanbiose-producing 
levanase; rspR, HTH-type transcriptional repressor RspR. 

Con đường sinh tổng hợp EPS thứ hai thông qua một protein sucrase đơn được mã 
hóa bӣi cụm gen sinh tổng hợp levan cũng được phát hiện trên nhiễm sắc thể DTA1 
(Hình 3.6B). Đoạn 6,1 kb chứa các gen mã hóa cho manganese-dependent infinite 
pyrophosphatase (ppaC), phosphate acetyltransferase (pta), levansucrase (sacB), 
levanase sản xuất levanbiose (levB) và chất ức chế phiên mã loại HTH RspR (rspR). 
Levansucrase SacB từ DTA1, được biết đến với khả năng tổng hợp levan, có trình tự 
đồng nhất 96,61% và 90,47% tương ứng với protein SacB từ Bacillus amyloliquefaciens 
(ID Uniprot: P21130) và chủng Bacillus subtilis 168 (ID Uniprot: P05655). Bên cạnh 
đó, gen LevB mã hóa cho levanase sản xuất levanbiose, nằm cạnh SacB và chịu trách 
nhiệm phân hủy levan. Cụm gen levan ӣ chủng Bacillus velezensis DTA1 được bảo tồn 
cao ӣ các chủng B. velezensis và B. amyloliquefaciens, nhưng không được tìm thấy ӣ 
Bacillus subtilis. Trong đó, gen sacB của DTA1 có mức độ tương đồng trên 99% so với 
các chủng tham chiếu B. velezensis, bao gồm cả chủng B. velezensis VTX20 phân lập 
tại Việt Nam; mức tương đồng này đạt 96% ӣ B. amyloliquefaciens LL3 và 100% ӣ B. 
amyloliquefaciens DSM7. Tương tự, gen levB cho thấy độ tương đồng trên 90% với các 
chủng B. velezensis và B. amyloliquefaciens DSM7, trong khi ӣ B. amyloliquefaciens 
LL3 là 91%. 

Bảng 3.10. Vị trí của các gen trong cụm gen sinh tổng hợp liên quan đến các con 
đường sinh tổng hợp EPS ӣ B. velezensis DTA1 

Con 

đường/ 
Cụm 

ID gene Gene Sản phẩm ID contig 
Bắt 
đầu 

Kết 
thúc 

Mạch 
DNA 

Con 

đường 
phụ 

thuộc 
Wzx/ 

ALPNOB_071

30 
epsO 

pyruvyl transferase 

EpsO 
contig_2 341268 342233 - 

ALPNOB_071

35 
epsN 

pyridoxal phosphate-

dependent 

aminotransferase EpsN 

contig_2 342212 343384 - 
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Wzy/  

Cụm 1 

ALPNOB_071

40 
epsM acetyltransferase EpsM contig_2 343389 344036 - 

ALPNOB_071

45 
epsL sugar transferase EpsL contig_2 344033 344641 - 

ALPNOB_071

50 
epsK membrane protein EpsK contig_2 344638 346155 - 

ALPNOB_071

55 
epsJ glycosyltransferase EpsJ contig_2 346152 347186 - 

ALPNOB_071

60 
epsI pyruvyl transferase EpsI contig_2 347183 348259 - 

ALPNOB_071

65 
epsH 

glycosyltransferase 

EpsH 
contig_2 348264 349301 - 

ALPNOB_071

70 
epsG 

transmembrane protein 

EpsG 
contig_2 349320 350423 - 

ALPNOB_071

75 
epsF glycosyltransferase EpsF contig_2 350427 351563 - 

ALPNOB_071

80 
epsE 

glycosyltransferase 

EpsE 
contig_2 351556 352398 - 

ALPNOB_071

85 
epsD 

glycosyltransferase 

EpsD 
contig_2 352395 353534 - 

ALPNOB_071

90 
epsC 

polysaccharide 

biosynthesis protein 

EpsC 

contig_2 353550 355367 - 

ALPNOB_071

95 
epsB protein-tyrosine kinase contig_2 355588 356268 - 

ALPNOB_072

00 
epsA 

protein tyrosine kinase 

modulator 
contig_2 356274 356981 - 

Tổng 
hợp 

Levan/ 

Cụm 2 

ALPNOB_101

40 
ppaC 

manganese-dependent 

inorganic 

pyrophosphatase 

contig_2 931942 932871 + 

ALPNOB_101

45 
pta 

Phosphate 

acetyltransferase 

(Phosphotransacetylase) 

contig_2 933114 933971 + 

ALPNOB_101

50 
sacB levansucrase contig_2 934319 935740 + 

ALPNOB_101

55 
levB 

levanbiose-producing 

levanase 
contig_2 935757 937361 + 
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ALPNOB_101

60 
rspR 

HTH-type 

transcriptional repressor 

RspR 

contig_2 937441 938103 + 

Ghi chú: Mạch DNA mã hóa cho gen theo chiều xuôi (+); Mạch DNA mã hóa cho gen 
theo chiều ngược (-). 

Qua phân tích WGS cho thấy chủng B. velezensis DTA1 có thể sản xuất 2 loại EPS, 
đó là levan, được tổng hợp ngoại bào thông qua một enzyme sucrase duy nhất gọi là 
levansucrase, và một loại EPS khác được tổng hợp bӣi operon epsA-O. Một cụm levan 
chứa các gen sacB và levB đã được phát hiện trong bộ gen của chủng B. velezensis 
DTA1. Đây là 1 loại homopolysaccharide, levan, bao gồm các đơn vị D-fructose liên 
kết β-2,6. Chúng có thể chứa các nhánh glucose bổ sung với fructose đầu cuối thông qua 
các liên kết α-glycosidic và được tổng hợp ngoại bào bӣi levansucrase trong môi trường 
giàu sucrose [43]. Levansucrase được mã hóa bӣi gen sacB và được sucrose cảm ứng 
mạnh. Ngược lại, levanase sản xuất levanbiose, được mã hóa bӣi levB , chịu trách nhiệm 
cho quá trình phân hủy levan [145]. Sự biểu hiện của gen này đã được chứng minh là 
làm tăng cường sự biểu hiện của levansucrase ӣ Bacillus subtilis [146]. Chủng B. 
velezensis DTA1 còn chứa một cụm epsA-O bao gồm 15 gen được mã hóa cho con 
đường phụ thuộc Wzx/Wzy. Đây là các gen điều hòa, tổng hợp, vận chuyển, trùng hợp, 
sửa đổi và xuất EPS ra ngoại bào, đã được mô tả rõ trong các nghiên cứu trước đây 
[143], [83], [141]. Bên cạnh đó, cụm này cho thấy sự tương đồng cao với các cụm ӣ các 
chủng B. velezensis khác, và chủng thuộc loài Bacillus khác, phù hợp với các kết quả đã 
công bố trước đây [43], [83]. 
3.2.7. Các gen liên quan tới khả năng chống chịu stress ở B. velezensis DTA1  

Chủng B. velezensis DTA1 chứa nhiều gen liên quan đến stress thẩm thấu, stress 
kim loại nặng, stress oxy hóa (Bảng 3.11). Các gen liên quan đến khả năng chịu đựng 
stress thẩm thấu, chẳng hạn như degU, degS , sodA , dnaK ,… đóng vai trò quan trọng 
trong việc thích nghi của vi khuẩn với stress thẩm thấu, chẳng hạn như độ mặn cao. Cụ 
thể, hệ thống truyền tín hiệu hai thành phần DegS-DegU có liên quan đến việc cảm nhận 
stress phi sinh học từ môi trường như nồng độ muối cao qua đó vi khuẩn có thể nhận 
biết và phản ứng với stress phi sinh học đã được phát hiện [147]. Gen superoxide 
dismutase SodA đóng vai trò quan trọng trong việc giảm thiểu tác động của các gốc tự 
do được tạo ra trong vi khuẩn ӣ điều kiện stress [147]. Các gen dnaJ, dnaC, dnaK, và 
grpE mã hóa cho các chaperone proteins và co-chaperones giúp bảo vệ và duy trì cấu 
trúc protein dưới điều kiện stress, bao gồm stress nhiệt và thẩm thấu. Một trong những 
cơ chế chống stress thẩm thấu ӣ vi khuẩn, cụ thể hơn là ӣ B. velezensis đã được biết đến 
là tăng sự tích tụ thẩm thấu các chất ӣ nội bào như glycine betaine, proline betaine, 
trehalose, glycerol và cardiolipin [148]. Sự có mặt của gen OpuAC và locus tag 
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ALPNOB_04990 ӣ chủng B. velezensis DTA1 có liên quan đến chức năng tăng tích tụ 
thẩm thấu, đặc biệt là trong việc vận chuyển và tích lũy các hợp chất như glycine betaine, 
oligopeptide, polyol hoặc amino acid, các chất này giúp tế bào duy trì cân bằng thẩm 
thấu trong điều kiện môi trường thay đổi, giúp tế bào chống lại các điều kiện stress thẩm 
thấu như môi trường có nồng độ muối cao hoặc thiếu nước. Nhờ việc hấp thu, tích tụ 
các chất bảo vệ thẩm thấu trong tế bào giúp duy trì cân bằng thẩm thấu, ổn định tỉ lệ 
nước trong tế bào, giảm thiểu tác động tiêu cực của stress thẩm thấu và tăng khả năng 
sống sót cũng như khả năng sinh trưӣng của tế bào trong các điều kiện khắc nghiệt [148]. 
Ngoài ra, chủng vi khuẩn mang các gen czcD, cadA, chrA, chrB, ydpP, mneP, mntP, 
mgtE, corA và asrB mã hóa cho các protein là các bơm vận chuyển các cation ra ngoài 
tế bào khi ӣ điều kiện stress kim loại, giúp vi khuẩn tăng khả năng chống lại stress natri, 
cadmium, kẽm, coban, cromat, mangan và asen,…. Một số gen có mặt trong hệ gen của 
chủng B. velezensis DTA1 như nsrR, tpx, bcp và hmpA mã hóa cho các enzyme và 
protein đóng vai trò quan trọng trong các quá trình chống oxy hóa, bảo vệ tế bào khỏi 
stress oxy hóa và điều hòa các phản ứng liên quan đến nitric oxide, thiol và glutathione. 
Bảng 3.11. Các gen liên quan đến phản ứng chống stress ӣ B. velezensis DTA1 

Locus tag Gen Protein mã hóa 

Truyền tín hiệu stress 

ALPNOB_07690 degU two-component system response regulator DegU 

ALPNOB_07695 degS two-component sensor histidine kinase DegS 

ALPNOB_03005 sodA Superoxide dismutase [Mn] 
ALPNOB_12655 

 
Transcriptional regulator sensing organic peroxides 

ALPNOB_03220 dnaJ molecular chaperone DnaJ 

ALPNOB_16735 dnaC DNA replication protein DnaC 

ALPNOB_03230 dnaK molecular chaperone DnaK 

ALPNOB_03235 grpE nucleotide exchange factor GrpE 

 

Tích tụ các chất tan hữu cơ 

ALPNOB_04990  Glycine betaine transporter 
ALPNOB_14760  Glycine betaine-binding protein OpuAC 

ALPNOB_06905 opuCD 

glycine betaine/carnitine/choline/choline sulfate ABC 
transporter permease OpuCD 

ALPNOB_06910 opuCC 

osmoprotectant ABC transporter substrate-binding 
lipoprotein OpuCC 

ALPNOB_06915 opuCB 

Glycine betaine/carnitine/choline transport system 
permease protein OpuCB 

ALPNOB_06920 opuCA 

osmoprotectant ABC transporter ATP-binding protein 
OpuCA 



69 

 

ALPNOB_14765 opuAB 

glycine/proline betaine ABC transporter permease 
subunit OpuAB 

ALPNOB_14770 opuAA 

glycine/proline betaine ABC transporter ATP-binding 
protein OpuAA 

ALPNOB_05425 gbsB choline dehydrogenase 

ALPNOB_14650 putP sodium/proline symporter PutP 

   

Bơm Natri    

ALPNOB_02185 nhaC Na+/H+ antiporter NhaC 

ALPNOB_02940 nhaC Na+/H+ antiporter NhaC 

ALPNOB_05745   Na+/H+ antiporter subunit A 

ALPNOB_05750 nha Na+/H+ antiporter complex 

ALPNOB_05755 mnhC Na+/H+ antiporter subunit C 

ALPNOB_05760 phaD Na+/H+ antiporter subunit D 

ALPNOB_05765 mnhC Na+/H+ antiporter subunit E 

ALPNOB_05770   Na+/H+ antiporter subunit F1 

ALPNOB_06655 nhaK Na+/H+ antiporter 
ALPNOB_17515   Na+-efflux ABC transporter (ATP-binding protein)  
   

Bơm Kali    

ALPNOB_17490 khtU K+/H+ antiporter subunit KhtU 

ALPNOB_17495 khtT 

K+/H+ antiporter KhtSTU, c-di-AMP-binding 
regulatory subunit KhtT, contains RCK_C (TrkA_C) 
domain 

ALPNOB_17500 khtS K+/H+ antiporter modulator KhtS 

 

Stress kim loại nặng 

ALPNOB_13630 czcD Cadmium, cobalt and zinc/H+-K+ antiporter 
ALPNOB_06695 cadA Cadmium, zinc and cobalt-transporting ATPase 

ALPNOB_08020 chrA chromate resistance efflux protein ChrA 

ALPNOB_08015 chrB chromate efflux transporter subunit ChrB 

ALPNOB_04785 
 

Cation efflux protein 

ALPNOB_13950 ydbP Thioredoxin-like protein YdbP 

ALPNOB_00795 
 

Transporter 
ALPNOB_14960 mneP Manganese efflux system protein MneP 

ALPNOB_08425 mntP Putative manganese efflux pump MntP 

ALPNOB_11100 mgtE 
Magnesium transporter MgtE intracellular domain-
containing protein 

ALPNOB_15640 corA magnesium/cobalt transporter CorA 
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ALPNOB_09245 arsB Arsenical pump membrane protein 

ALPNOB_17360 crcB fluoride efflux transporter CrcB 
   

Stress oxi hóa  
ALPNOB_17265 nsrR nitric oxide-sensing transcriptional repressor NsrR 

ALPNOB_00830 
 

Superoxide dismutase (Exported lipoprotein) 
ALPNOB_09405 

 
Catalase 

ALPNOB_04635 tpx thiol peroxidase 

ALPNOB_15365 bcp thioredoxin-dependent thiol peroxidase 

ALPNOB_01325 
 

Glutathione peroxidase 

ALPNOB_02655 
 

farnesyl diphosphate synthase 

ALPNOB_04760 hmpA NO-inducible flavohemoprotein 

Một số yếu tố stress kim loại đã được chứng minh là kích thích sự gia tăng hàm 
lượng polysaccharide ngoại bào và protein ӣ nhiều chủng vi khuẩn khác nhau, chẳng 
hạn như Pb với chủng Phanerochaete chrysosporium [149]; Cd và Pb với chủng 
Chlamydomonas reinhardtii [150]; Cd với các chủng Pseudomonas aeruginosa và 
Alcaligenees faecalis [151],…. Chủng B. velezensis DTA1 trong nghiên cứu này có khả 
năng chịu được một số kim loại nặng, bao gồm Cd, Hg, Cr, Co, As, Pb, Zn và Fe. Điều 
này có thể được giải thích bằng sự hiện diện của các gen mã hóa cho các bơm xuất kim 
loại nặng ra ngoài như czcD và cadA, mang lại khả năng kháng Co, Zn và Cd [152] và 
arsB, mang lại khả năng kháng As [153]. Một cơ chế khác liên quan đến sự gia tăng EPS 
cũng như hàm lượng polysaccharide và protein ngoại bào, đóng vai trò quan trọng trong 
việc giảm độc tính của kim loại nặng vì đây là những yếu tố giúp tế bào chống lại kim 
loại nặng [151]. EPS có khả năng hấp phụ cation, ngăn chúng tác động xấu tới tế bào. 
Khả năng hấp phụ cation của EPS có thể được quy cho bản chất đa anion của nó, chứa 
các nhóm chức năng mang điện tích âm [154]. 

Các kết quả phân tích hệ gen của chủng B. velezensis DTA1 giúp xác định các gen 
đặc trưng liên quan đến sinh tổng hợp EPS và khả năng chống chịu qua đó cung cấp 
luận chứng khoa học cho tính nhất quán giữa đặc điểm di truyền và đặc tính sinh học. 
Chủng DTA mang đầy đủ các cụm gen liên quan đến 2 con đường sinh tổng hợp EPS 
chủ yếu (Wzx/Wzy và levansucrase), cùng các gen chuyển hóa đường và kháng stress 
(mặn, oxy hóa, kim loại). Ngoài ra, kết hợp kết quả định danh cho thấy DTA1 thuộc loài 
Bacillus velezensis, thuộc nhóm vi khuẩn an toàn sinh học cấp 1. Với phổ sử dụng carbon 
rộng và khả năng thích nghi điều kiện bất lợi, B. velezensis DTA1 là chủng vi khuẩn 
tiềm năng, phù hợp cho các nghiên cứu sâu hơn về ứng dụng vi sinh vật sinh EPS trong 
cải tạo đất mặn, đất cát san hô và nông nghiệp bền vững tại vùng biển đảo Việt Nam. 
Những phát hiện này góp phần củng cố cơ sӣ khoa học và nâng cao hiệu quả ứng dụng 
của B. velezensis DTA1 trong thực tiễn. 
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3.3. Nghiên cứu môi trường và điều kiện nuôi cấy thu nhận exopolysaccharide từ 
chủng B. velezensis DTA1 

3.3.1. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của từng yếu tố môi trường và điều kiện nuôi cấy 
tới khả năng sinh exopolysaccharide 

3.3.1.1. Khảo sát môi trường nuôi cấy 

 

Hunh 3.7. Khả năng sinh trưӣng và sinh EPS của B. velezensis DTA1 trên 6 môi 

trường khảo sát 

Theo Hình 3.7, chủng vi khuẩn đạt mức sinh trưӣng và sinh EPS cao nhất trong 
môi trường TB, với OD600 đạt 15,91; hàm lượng EPS đạt 9,22 g/L, cao hơn hẳn các môi 
trường khác (p < 0,05, Phụ lục 7). Giá trị OD600 ӣ môi trường TB cao gấp 1,71 lần ӣ môi 
trường cao thứ 2 là LB (OD600 = 9,31) và cao hơn gấp 8,11 lần ӣ môi trường YM cho 
OD600 thấp nhất là 1,96. Hàm lượng EPS ӣ môi trường TB cao gấp 3,62 lần ӣ môi trường 
cao thứ 2 là YPM (2,55 g/L) và gấp 11,97 lần môi trường YM cho lượng EPS thấp nhất 
là 0,77 g/L. So với các chủng khác cùng loài B. velezensis, hàm lượng EPS ӣ chủng B. 
velezensis DTA1 cao hơn ӣ các chủng AG6 (5,79 g/L) [46]; HY23 (2,7 g/L) [44],…tuy 
vậy thấp hơn 8,19 lần ӣ chủng VXT20 (75,5 g/L) [43]. 

Như vậy môi trường TB cho khả năng sinh EPS và sinh trưӣng tốt nhất được lựa 
chọn cho các nghiên cứu tiếp. 
3.3.1.2. Khảo sát nguồn carbon 

Mười ba nguồn carbon (D-glucose, D-fructose, D-galactose, sucrose, lactose, D-
maltose, mannose, manitol, trehalose, D-xylose, L-rhamnose, L-arabinose, cellobiose) 
đều cho thấy khả năng thúc đẩy sinh trưӣng ӣ chủng B. velezensis DTA1 với các giá trị 
OD600 cao hơn đối chứng (p < 0,05, Phụ lục 8, Hình 3.8). Đây là các nguồn carbon đã 
được dự đoán là chủng Bacillus velezensis DTA1 có tiềm năng sử dụng theo kết quả 
phân tích hệ gen (chủng B. velezensis DTA1 có hệ thống vận chuyển PTS hoặc có chứa 
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các cụm gen mã hóa cho enzyme chuyển hóa đường) và test hóa sinh API® 50CHB. L-
rhamnose, mannose, cellobiose và sucrose là các nguồn carbon cho khả năng sinh trưӣng 
tốt nhất với chủng B. velezensis DTA1 tương ứng với các giá trị OD600 là 24,78; 24,74; 
24,41; 23,72 và 23,51. Sự khác biệt về giá trị OD600 giữa năm loại đường không đạt mức 
ý nghĩa thống kê (p > 0,05, Phụ lục 8). 

 

Hunh 3.8. Tác động của 13 nguồn carbon đối với giá trị OD600 và sản xuất EPS 

ӣ chủng B. velezensis DTA1 

 Khi xét về khả năng kích thích sinh EPS của 13 nguồn carbon khảo sát, có 8 nguồn 
carbon (sucrose, D-galactose, cellobiose, D-fructose, mannose, D-glucose, D-maltose 
và L-arabinose) kích thích sinh EPS tốt (cao hơn hẳn đối chứng không bổ sung nguồn 
carbon, p < 0,05) trong đó sucrose cho khả năng sinh EPS tốt nhất đạt 12,70 g/L; 4 
nguồn carbon (lactose, L-rhamnose, D-xylose, manitol) không khác biệt so với đối 
chứng (p > 0,05) và chỉ có trehalose gây giảm sinh EPS (p < 0,05).  

Kết quả đúng như dự đoán 8 nguồn carbon (sucrose, galactose, cellobiose, 
fructose, mannose, glucose, maltose và arabinose) được dự đoán qua con đường sinh 
tổng hợp đường gắn nucleotide (Hình 3.5) đều kích thích sinh EPS tốt, đây là các nguồn 
đường có kích thước nhỏ (đường đơn hoặc đường đôi) dễ hấp thụ và tham gia vào con 
đường chuyển hóa tạo đường gắn nucleotide – tiền chất tham gia tổng hợp nên EPS.    

Sucrose cho khả năng sinh EPS tốt nhất và cũng kích thích sinh trưӣng tốt nên 
được tiếp tục khảo sát thêm ӣ nồng độ từ 0%–10% (Hình 3.9).  
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Hunh 3.9. Khả năng sinh trưӣng và sản xuất EPS của chủng B. velezensis DTA1 khi bổ 

sung hàm lượng sucrose 0,5–10% 

Chủng B. velezensis DTA1 sinh trưӣng tăng khi tăng nồng độ sucrose từ 0,5–2,5% 
và thể hiện khả năng sinh trưӣng cao nhất ӣ nồng độ sucrose 2,5% (OD600 đạt 24,36), 
sau đó nồng độ sucrose càng tăng khả năng sinh trưӣng càng giảm. Chủng B. velezensis 
DTA1 sinh EPS tốt nhất ӣ nồng độ sucrose 5% đạt 16,25 g/L tuy vậy khác biệt không 
có ý nghĩa thống kê so với ӣ nồng độ sucrose 7,5% với 15,97 g/L EPS (p > 0,05, Hình 
3.9, Phụ lục 9). Một số công bố trước đó cũng cho thấy sucrose cho năng suất EPS cao 
hơn một số nguồn đường khác ӣ các chủng Weissella confusa/cibaria 3MI3 [123], B. 
velezensis TSD5 [131], đặc biệt ӣ nồng độ 4,5% ӣ B. subtilis [155]. Do đó hàm lượng 
sucrose 5% được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp. 
3.3.1.3. Khảo sát nguồn nitơ 

Hình 3.10 cho thấy 5 nguồn nitơ bổ sung vào môi trường chỉ có casein kích thích 
tăng trưӣng tốt trong khi NH4Cl, (NH4)2SO4, urea ức chế sinh trưӣng ӣ chủng B. 
velezensis DTA1 (p < 0,05, Phụ lục 10). Cả 5 nguồn nitơ đều không kích thích sinh EPS 
thậm chí ức chế khả năng sinh EPS (p < 0,05) ngoại trừ NH4NO3 thấp hơn không ý nghĩa  
(p > 0,05). Do đó nghiên cứu tiếp theo không bổ sung thêm nguồn nitơ vào môi trường.  

Một số nghiên cứu trước đây cũng chỉ ra rằng bổ sung nguồn nitơ vô cơ không 
kích thích, thậm chí có thể ức chế quá trình sinh tổng hợp EPS, trong khi các nguồn nitơ 
hữu cơ như peptone, yeast extract, casein, beef extract hay tryptone lại giúp tăng trưӣng 
và sản xuất EPS nhờ chứa vitamin, acid amin và cofactor cần thiết cho hoạt động enzyme 
và sinh tổng hợp polysaccharide [156]. Ở chủng Halomonas xianhensis SUR308, casein 
được xác định là nguồn nitơ tốt nhất cho cả tăng trưӣng và sinh EPS [159]; ngược lại, ӣ 
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Enterobacter sp. ACD2, peptone 0,5% cho năng suất EPS cao hơn 1,56 lần so với cùng 
nồng độ casein [157] . Đối với B. velezensis DTA1, việc bổ sung casein vào môi trường 
giàu dinh dưỡng như TB không giúp cải thiện khả năng sinh EPS, có thể do môi trường 
này đã chứa sẵn nguồn N hữu cơ dễ hấp thu (peptone, yeast extract). Sự dư thừa nitơ có 
thể khiến dòng carbon ưu tiên cho tổng hợp protein và sinh khối thay vì polysaccharide 
ngoại bào, dẫn đến sinh EPS giảm [158]. 

 

Hunh 3.10. Kết quả khảo sát khả năng sinh trưӣng và sinh EPS của chủng B. velezensis 
DTA1 khi không bổ sung (đối chứng) và bổ sung 5 nguồn nitơ khác nhau 

 3.3.1.4. Khảo sát nguồn muối khoáng 

 

Hunh 3.11. Kết quả khảo sát khả năng sinh trưӣng và sinh EPS của chủng B. velezensis 

DTA1 khi không bổ sung (đối chứng) và bổ sung 4 nguồn muối khoáng 
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Trong 4 nguồn muối khảo sát chỉ có FeSO4 giúp kích thích tăng trưӣng ӣ chủng B. 
velezensis DTA1 với giá trị OD600 cao nhất đạt 28,16, trong khi ZnSO4 ức chế sinh 
trưӣng với OD600 chỉ đạt 17,51 (p < 0,05). FeSO4 kích thích tăng trưӣng tốt nhưng lại 
ức chế tạo EPS nên cho hàm lượng EPS thấp nhất đạt 9,03 g/L. EPS thu được cao nhất 
là 18,97 g/L khi bổ sung NaCl vào môi trường, cao thứ 2 là ZnSO4 đạt 17,65 g/L (p < 
0,05, Phụ lục 11, Hình 3.11). NaCl cho khả năng sinh EPS tốt nhất trong các muối 
khoáng thử nghiệm được tiếp tục khảo sát để lựa chọn nồng độ phù hợp nhất. 

 

Hunh 3.12. Ảnh hưӣng của nồng độ NaCl (0,25–15%) đến sự tăng trưӣng và sinh tổng 

hợp EPS của chủng B. velezensis DTA1 

Kết quả khảo sát nồng độ NaCl từ 0,25% đến 15% cho thấy chủng B. velezensis 
DTA1 phát triển tốt trong khoảng từ 0,25% đến 5% NaCl, với mức tăng trưӣng tốt nhất 
được quan sát thấy ӣ mức 1%. Chủng này đã chứng minh khả năng chịu muối lên đến 
nồng độ 12,5% NaCl. Đáng chú ý, nồng độ NaCl 3% dẫn đến sản lượng EPS cao nhất, 
đạt 22,96 g/L (Hình 3.12, Phụ lục 12). Nồng độ này cũng ảnh hưӣng đáng kể đến sản 
xuất EPS ӣ B. velezensis TSD5, chủng này cũng chịu được nồng độ NaCl lên đến 12,5% 
[131]. 
3.3.1.5. Khảo sát pH môi trường 

Giá trị pH là một yếu tố quan trọng ảnh hưӣng đến sinh lý của vi sinh vật bằng 
cách ảnh hưӣng đến độ hòa tan và hấp thụ chất dinh dưỡng, hoạt động của enzyme, hình 
thái màng tế bào, hình thành sản phẩm phụ và phản ứng oxy hóa khử [159]. Kết quả 
khảo sát ảnh hưӣng của pH đến khả năng sinh EPS được thể hiện trên Hình 3.13. 
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Hunh 3.13. Khả năng sinh trưӣng và sinh EPS của chủng B. velezensis DTA1 
khi khảo sát ӣ các độ pH từ 4–11 

 Kết quả khảo sát độ pH trên Hình 3.13 cho thấy chủng B. velezensis DTA1 ưa 
kiềm, có phạm vi chịu pH rộng, sinh trưӣng được trong khoảng pH khảo sát từ 4 đến 11, 
với mức tăng trưӣng tối ưu được quan sát thấy ӣ pH 9. Năng suất EPS cao nhất là 25,38 
g/L đạt được ӣ pH 8, trong khi năng suất thấp nhất là 1,64 g/L đạt được ӣ pH 11 (p < 
0,05, Phụ lục 13). Khả năng sinh EPS tốt trong môi trường kiềm cũng đã được báo cáo 
ӣ chủng B. subtilis SH1 sinh EPS tốt nhất ӣ pH9 đạt 24 g/L [159], chủng Bacillus 
amyloliquefaciens BPRGS [160], trong khi đó một số nghiên cứu khác cho hàm lượng 
EPS ӣ Bacillus tốt nhất ӣ pH 7 và giảm dần ӣ pH 8 đến 10 [155]. Chủng B. velezensis 
DTA1 sinh trưӣng và sinh EPS mạnh trong môi trường kiềm, pH8–9, trùng với khoảng 
pH của cát san hô ӣ Trường Sa. Khả năng sinh trưӣng tốt trong môi trường kiềm của 
chủng này có thể được giải thích do chủng mang các gen chịu mặn-kiềm, chịu stress 
(như nha, deg, dna, sod, opu,…) và các gen liên quan tới sinh tổng hợp EPS (Bảng 3.10 và 
Bảng 3.11) giúp tăng khả năng chống chịu stress cho tế bào, giúp tế bào sinh trưӣng tốt ngay 
cả trong điều kiện stress [147], [131]. Một số nghiên cứu trước đó cũng cho thấy ӣ điều kiện 
stress giúp kích thích sinh EPS tốt hơn để tạo biofilm giúp bảo vệ vi khuẩn chống lại điều kiện 
bất lợi [64], [65]. Đây là điểm thích nghi rất đáng chú ý ӣ chủng B. velezensis DTA1 với 
môi trường kiềm của đất đảo san hô. Khả năng chịu được khoảng pH rộng là ưu điểm 
để chủng B. velezensis DTA1 có thể được áp dụng hiệu quả trên nhiều môi trường khác 
nhau, đặc biệt là trong các môi trường kiềm mặn như cát san hô. Môi trường pH8 cho 
khả năng sinh EPS tốt nhất được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp.  
3.3.1.6. Khảo sát tốc độ nuôi lắc 

Chủng B. velezensis DTA1 sinh trưӣng tốt nhất ӣ tốc độ lắc 200 rpm với giá trị 
OD600 đạt 28,64, cao thứ 2 ӣ tốc độ lắc 150 rpm với giá trị OD600 = 26,19 (p < 0,05). Ở 
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tốc độ lắc 150 rpm cho khả năng sinh EPS tốt nhất đạt 25,29 g/L, tăng hay giảm tốc độ 
lắc đều cho hàm lượng EPS thấp hơn (Hình 3.14, Phụ lục 14). Do đó tốc độ lắc 150 rpm 
vẫn được giữ trong các nghiên cứu tiếp. 

 

Hunh 3.14. Khả năng sinh trưӣng và sinh EPS của chủng B. velezensis DTA1 khi khảo 
sát tốc độ lắc từ 100–250 rpm 

3.3.1.7. Khảo sát nhiệt độ nuôi cấy 

 

Hunh 3.15. Khả năng sinh trưӣng và sinh EPS của chủng B. velezensis DTA1 

khi khảo sát nhiệt độ nuôi cấy từ 5–57 oC 

Chủng B. velezensis DTA1 có khả năng phát triển trong phạm vi nhiệt độ rộng từ 
5–50 °C, tốt nhất là 37 °C, nhưng ӣ 30 °C vẫn cho khả năng sản xuất EPS tốt nhất (p < 
0,05, Phụ lục 15, Hình 3.15). Chủng B. velezensis DTA1 đã thể hiện khả năng chịu đựng 
rộng với độ mặn (lên đến 12,5% NaCl), pH (pH 4–11) và nhiệt độ (5–50 °C), khiến 
chủng đặc biệt phù hợp để ứng dụng trong môi trường khắc nghiệt như hệ sinh thái biển 
và đảo. Khả năng chịu đựng trên cũng được đóng góp bӣi các tế bào sản xuất EPS hoạt 
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động như một bức tường bảo vệ, giúp nó tăng khả năng chống chịu với các điều kiện 
stress của môi trường [131]. Như vậy ӣ điều kiện 30 oC cho hàm lượng EPS cao nhất 
nên vẫn được duy trì ӣ các nghiên cứu tiếp. 
3.3.1.8. Khảo sát thời gian nuôi cấy phù hợp 

 

Hunh 3.16. Ảnh hưӣng của thời gian nuôi cấy đến khả năng sinh trưӣng và sinh EPS 

của chủng B. velezensis DTA1 

Chủng B. velezensis DTA1 sinh trưӣng cao nhất ӣ thời điểm 48 giờ với giá trị 
OD600 đạt 26,8, tuy vậy không khác biệt so với các thời điểm 60-84 giờ. Thời điểm sau 
72 giờ cho năng suất EPS cao nhất là 27,35 g/L nhưng khác biệt không có ý nghĩa thống 
kê so với thời điểm 48; 60 và 84 giờ (p < 0,05, Phụ lục 16, Hình 3.16). Thời điểm này 
phù hợp với các công bố trước đó ӣ chủng B. subtilis của Abou-Dobara và cs (2014) 
[155], trong khi chủng B. subtilis SH1 đạt năng suất EPS cao nhất sau 4 ngày [159]. 
Thời điểm sau 72 giờ nuôi cấy cho năng suất EPS cao nhất nên được lựa chọn cho nghiên 
cứu tiếp. 
3.3.1.9. Khảo sát tỉ lệ tiếp giống 

Trong các tỉ lệ tiếp giống 1; 2,5; 5; 7,5% khảo sát, tỉ lệ 5% cho khả năng sinh 
trưӣng tốt nhất với OD600 đạt 18,87 (p < 0,05). Tỉ lệ tiếp giống 5% cũng cho hàm lượng 
EPS cao nhất (27,30 g/L) (p < 0,05, Hình 3.17, Phụ lục 17). 

Như vậy qua quá trình khảo sát từng yếu tố đơn đã chọn được môi trường TB có 
bổ sung sucrose 5%; NaCl 3%, pH8, nuôi lắc ӣ 150 rpm, nhiệt độ 30 oC và thu mẫu sau 
72 giờ cho hàm lượng EPS cao nhất đạt khoảng 27,30 g/L. Vì giá trị pH, nồng độ NaCl 
và nồng độ sucrose là 3 yếu tố môi trường có ảnh hưӣng lớn tới khả năng sinh EPS nên 
được lựa chọn để tối ưu khả năng sinh EPS. 
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Hunh 3.17. Ảnh hưӣng của tỉ lệ tiếp giống đến khả năng sinh trưӣng và sinh 

EPS của chủng B. velezensis DTA1 

3.3.2. Tối ưu khả năng sinh exopolysaccharide bằng phương pháp đáp ứng bề mặt  
Kết quả thực nghiệm chứng minh rằng 3 yếu tố thử nghiệm (nồng độ NaCl, giá trị 

pH và nồng độ sucrose) có tác động đáng kể đến năng suất EPS. Năng suất EPS dao động 
từ 10,98 g/L đến 31,49 g/L (Bảng 3.12). Dựa trên những phát hiện thực nghiệm này, một 
phương trình đa thức bậc hai đã được phát triển để mô tả ảnh hưӣng của các biến độc lập 
(X₁-NaCl, X₂-pH và X₃-sucrose) và tương tác của chúng. Năng suất EPS có thể được biểu 
thị như sau: 

Y = 27,16 + 2,95X₁ + 2,94X₂ + 3,96X₃ – 1,3X₁X₂ + 2,56X₁X₃ – 2,01X₂X₃ – 6,7X₁² – 
2,28X₂² + 1,7X₃² 

Phân tích hồi quy được tiến hành để đánh giá sự phù hợp của mô hình đáp ứng bề 
mặt (Hình 3.18) từ đa thức bậc 2 thu được với dữ liệu thực nghiệm (Bảng 3.12). Ý nghĩa 
thống kê của phương trình đa thức bậc hai trên được đánh giá bằng cách sử dụng phân tích 
F-test và ANOVA (Bảng 3.13). 
Bảng 3.12. Ma trận thực nghiệm Box-Benhken 3 yếu tố và hàm lượng EPS thực tế  

Thí 

nghiệm 

X1 ( NaCl )  X2 ( độ pH )  X3 (sucrose ) EPS 

Mức mã 

hóa 

Mức thực 

tế (g/L)  

Mức mã 

hóa 

Mức thực 

tế  

Mức mã 

hóa 

Mức thực 

tế (g/L)  

Mức thực tế 

thu được (g/L)  

1 0 30 -1 7 1 75 30,25±1,35 

2 -1 15 0 8 1 75 19,95±0,78 

3 0 30 -1 7 -1 25 17,54±0,81 

4 1 45 -1 7 0 50 18,97±0,91 

5 1 45 1 9 0 50 22,76±0,97 
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6 0 30 0 8 0 50 27,93±1,02 

7 1 45 0 8 1 75 31,49±1,42 

8 1 45 0 8 -1 25 19,25±0,76 

9 0 30 0 8 0 50 26,47±0,96 

10 0 30 0 8 0 50 26,12±1,05 

11 -1 15 0 8 -1 25 17,94±0,89 

12 -1 15 1 9 0 50 19,98±0,92 

13 -1 15 -1 7 0 50 10,98±0,77 

14 0 30 1 9 1 75 31,61±1,26 

15 0 30 1 9 -1 25 26,92±1,18 

16 0 30 0 8 0 50 27,39±1,19 

17 0 30 0 8 0 50 27,88±1,12 

Bảng 3.13. Kết quả ANOVA về ý nghĩa của mô hình bậc hai mô tả tác động tương tác 
của nồng độ NaCl, pH và nồng độ sucrose lên hàm lượng EPS 

Thông số Tổng bunh 
phương 

Df (Bậc 

tự do) 

Trung bình 

bunh phương 

Giá trị 
F 

giá trị p Mức ý 
nghĩa 

Mô hình 537,87 9 59,76 83,2 < 0,0001 có ý 

nghĩa 

X1 -NaCl 69,74 1 69,74 97,08 < 0,0001  

X2 -pH 69,21 1 69,21 96,35 < 0,0001  

X3-sucrose 125,22 1 125,22 174,31 < 0,0001  

X1 X2 6,79 1 6,79 9,45 0,018  

X1 X3 26,16 1 26.16 36,42 0,0005  

X2X3 16,08 1 16.08 22,39 0,0021  

X1
2 189,24 1 189,24 263,44 < 0,0001  

X2
2 21,92 1 21,92 30,51 0,0009  

X3
2 12,22 1 12,22 17,01 0,0044  

Residual 5,03 7 0,7183    

Lack of Fit  2,31 3 0,7688 1,13 0,4371 không 

đáng kể 

Sai số 2,72 4 0,6805    

Tổng số 542,9 16     

R² R² điều chỉnh R² dự đoán  Độ chính xác Adeq 

0,9907 0,9788 0,9242 31,7636 

Phân tích ANOVA cho thấy mô hình có ý nghĩa thống kê với giá trị F = 83,20, 
trong khi xác suất xảy ra giá trị F lớn như vậy do nhiễu chỉ ӣ mức 0,01%. Các hệ số có 
p < 0,05 đều có ý nghĩa, chứng minh rằng cả các biến độc lập, hiệu ứng bậc hai và tương 
tác giữa chúng đều ảnh hưӣng đáng kể đến năng suất EPS. Giá trị F của Lack of Fit = 



81 

 

1,13, không khác biệt có ý nghĩa so với sai số thuần, cho thấy mô hình được xây dựng 
phù hợp. Hệ số xác định R² = 0,9907 (lớn hơn 0,8) phản ánh mức độ tương quan cao 
[161]. Ngoài ra, R² dự đoán (0,9242) phù hợp với R² hiệu chỉnh (0,9788), với chênh lệch 
< 0,2, chứng tỏ mô hình đầy đủ và ổn định. Giá trị Adeq Precision đạt 31,76 (>4) khẳng 
định tín hiệu mạnh. Nhìn chung, kết quả ANOVA xác nhận mô hình có độ tin cậy cao 
và phù hợp để dự đoán năng suất EPS (Bảng 3.13).  

 

Hunh 3.18. Biểu diễn bề mặt đáp ứng minh họa mối tương quan giữa nồng độ 

NaCl và pH (A); Nồng độ NaCl (g/L) và nồng độ sucrose (g/L) (B); pH và nồng độ 

sucrose (g/L) (C) đối với hàm lượng EPS 

Mô hình bề mặt đáp ứng cho thấy nồng độ sucrose là yếu tố có ảnh hưӣng đáng kể 
nhất đến năng suất EPS. Việc gia tăng nồng độ sucrose cho thấy mối tương quan tích cực 
đáng kể với sản xuất EPS (Hình 3.18.B, C). Cả NaCl và pH đều có tác động tích cực, 
nhưng chỉ trong phạm vi tối ưu; các giá trị quá thấp hoặc quá cao dẫn đến giảm năng suất 
EPS. Sự kết hợp của các yếu tố, đặc biệt là NaCl và sucrose, đóng vai trò quan trọng để 
đạt được năng suất EPS tối đa, như được chứng minh rõ ràng bằng các vùng đỉnh trên các 
biểu đồ bề mặt phản ứng 3D (Hình 3.18.A, B, C). Quá trình tối ưu được thực hiện bằng 
cách sử dụng phương pháp hàm mong muốn trong phần mềm Design-Expert phiên bản 
13. Các điều kiện tối ưu được dự đoán là: nồng độ NaCl ӣ mức 32,7 g/L (tức 3,27%), pH 
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ӣ mức 8,46 và nồng độ sucrose ӣ mức 72,6 g/L (tức 7,26%), dẫn đến năng suất EPS dự 
đoán là 32,78 g/L (Hình 3.19). Việc xác nhận những điều kiện tối ưu này bằng thực nghiệm 
thu được hàm lượng EPS là 32,80 g/L, chứng tỏ mức độ phù hợp cao với dự đoán của mô 
hình là 32,78 g/L. Kết quả xác nhận độ tin cậy mạnh của chiến lược tối ưu hóa.  

 

Hunh 3.19. Hàm kỳ vọng và điều kiện tối ưu lên men thu EPS từ chủng B. 
velezensis DTA1. Điều kiện tối ưu được dự đoán là nồng độ NaCl 32,7 g/L; sucrose 

72,6 g/L và pH 8,46 

Chủng B. velezensis DTA1 đã chứng minh khả năng sử dụng nhiều nguồn carbon 
khác nhau và chịu được khoảng rộng các điều kiện môi trường. Hơn nữa, chủng vi khuẩn 
này thể hiện khả năng sản xuất EPS ấn tượng, đạt tới 32,80 g/L trong điều kiện tối ưu là 
môi trường TB có bổ sung sucrose 7,26%; NaCl 3,27%, pH 8,46, nuôi lắc ӣ 150 rpm, 
nhiệt độ 30 oC và thu mẫu sau 72 giờ. Sản lượng EPS cao này cũng được coi là một trong 
những yếu tố chính góp phần vào khả năng chịu được đa dạng các điều kiện môi trường 
của chủng vi khuẩn [131].  
3.3.3. Ảnh hưởng của một số nguồn đường đến thành phần monosaccharide trong 
exopolysaccharide của B. velezensis DTA1 

Bảng 3.14. Đặc điểm của EPS từ các chủng Bacillus velezensis 

Chủng 

Bacillus 

velezensis 

Nguồn 

đường (%) 

Năng suất 

EPS (g/L) 

Tỷ lệ thành phần 

monosaccharide trong EPS 

Tài liệu 

tham 

khảo 

DTA1 (TB, 

pH 8,46, 

NaCl 

3,27% 

Glucose 1 21,42 ± 0,32c 
Glucose:rhamnose:mannose 

(1,00:9,56:59,94) Nghiên 

cứu này 
Glucose 5 23,29 ± 0,34b 

Glucose:rhamnose:mannose 

(1,00:3,70:745,16) 
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có/không 

bổ sung 

đường) 

Sucrose 1 23,93 ± 0,30b 

Glucose:rhamnose:fructose: 

mannose:N-acetylglucosamine 

(1,00:17,81:2,23:1,86:24,45) 

Sucrose 5 30,39 ± 0,42a 

Glucose:rhamnose:fructose: 

mannose:N-acetylglucosamine 

(2,61:12,86:7,09:1,00:12,30) 

Đối chứng 

(không thêm 

đường) 

16,35 ± 0,30d 
Glucose:rhamnose:mannose 

(1,00:5,49:3,92) 

VTX20 
Đường 

sucrose 20 
75,5 ± 4,8 Fructose, glucose [43] 

AG6 
Đường 

sucrose 10 
5,79 

Xylose:galactose:galacturonic 

acid (2,0:0,5:2,0) 
[46] 

HY23 
Không thêm 

đường 
2,80 Mannose:glucose (82:18) [44] 

KY471306 Mật mía 12 7,88 Glucose, mannose và galactose [47] 

MHM3 
Đường 

sucrose 5 
5,80 

Glucuronic acid, glucose, 

Fructose và rhamnose (4,00: 

2,00:1,00:0,13) 

[45] 

OM03 Glucose 5 0,594 Mannose (63,52%) và glucose [48] 

Các số liệu được biểu diễn dưới dạng giá trị trung bình ± SD với số lần lặp n = 3. Những 
ký hiệu chữ cái khác nhau (a, b, c, d) thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức p < 0,05 
(xem Phụ lục 18). Thành phần monosaccharide trong EPS được xác định dựa trên kết quả phân 
tích HPLC ở Phụ lục 19. 

Kết quả nghiên cứu, phân tích được tập hợp trên Bảng 3.14 cho thấy việc bổ sung 
các nguồn carbon như glucose và sucrose làm thay đổi đáng kể năng suất sinh tổng hợp 
EPS, đồng thời tác động đến thành phần monosaccharide trong cấu trúc EPS từ chủng 
B. velezensis DTA1 (kí hiệu EPSDTA1). Trong điều kiện không bổ sung đường, năng 
suất EPSDTA1 đạt mức thấp nhất (16,35 ± 0,30 g/L). Khi bổ sung glucose ӣ nồng độ 
1% và 5%, năng suất EPS tăng lên lần lượt là 21,42 ± 0,32 và 23,29 ± 0,34 g/L, cho thấy 
glucose kích thích tổng hợp EPS một cách đáng kể (p < 0,05). Đặc biệt, sucrose cho 
hiệu quả rõ rệt hơn: ӣ nồng độ 1% và 5%, năng suất EPS tăng lên tương ứng là 23,93 ± 
0,30 và 30,39 ± 0,42 g/L (đạt cao nhất trong các khảo nghiệm). Sự khác biệt này có ý 
nghĩa thống kê và cho thấy khả năng thúc đẩy sinh tổng hợp EPS mạnh mẽ của sucrose 
so với glucose ӣ cùng nồng độ. So sánh với các chủng B. velezensis khác đã được công 
bố, chủng B. velezensis DTA1 thể hiện hiệu suất EPS vượt trội hơn so với các chủng 
AG6, HY23, KY471306, MHM3 và OM03, nhưng vẫn thấp hơn chủng VTX20 (75,5 
g/L với sucrose 20%) (Bảng 3.14). 
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Phân tích thành phần monosaccharide của EPSDTA1 bằng phương pháp sắc ký 
HPLC, so sánh thời gian lưu của các đỉnh peak so với các mẫu monnosaccharide chuẩn  
cho thấy EPSDTA1 là heteropolysaccharide, gồm từ 3 đến 5 loại monosaccharide tùy 
từng môi trường nuôi cấy (Bảng 3.14, Phụ lục 19). Trong môi trường không bổ sung 
đường hoặc bổ sung glucose, các thành phần chính trong EPS bao gồm glucose, 
rhamnose và mannose nhưng tỉ lệ các thành phần monosaccharide lại khác nhau. Đặc 
biệt, mannose là monosaccharide chiếm ưu thế khi bổ sung glucose, và đạt tới 99,37% 
ӣ nồng độ 5% (Phụ lục 19), cho thấy khả năng định hướng cấu trúc EPS của glucose đối 
với chủng B. velezensis DTA1. Ở cùng nồng độ glucose 5% bổ sung vào môi trường 
nuôi cấy, chủng B. velezensis OM03 cũng cho EPS với thành phần manose chiếm ưu thế 
(63,52%), tuy vậy chỉ có 2 loại monosaccharide và năng suất chỉ đạt 0,594 g/L [48], kém 
xa so với ӣ chủng B. velezensis DTA1 đạt 23,29 g/L trong môi trường bổ sung 5% 
glucose. 

Khi môi trường bổ sung thêm sucrose, cấu trúc EPS trӣ nên phức tạp hơn, với sự 
hiện diện thêm của fructose và N-acetylglucosamine. Đáng chú ý, N-acetyl glucosamine 
là thành phần chiếm tỷ lệ cao khi sucrose được bổ sung ӣ nồng độ thấp (1% sucrose), 
trong khi fructose chỉ xuất hiện rõ rệt khi bổ sung sucrose ӣ nồng độ cao (5%). Điều này 
cho thấy nguồn carbon không chỉ ảnh hưӣng đến năng suất mà còn điều hướng con 
đường sinh tổng hợp EPS, tác động đến số lượng và tỷ lệ các monosaccharide tạo thành. 
Đây là điểm khác biệt so với các công bố khác về thành phần và tỉ lệ các monosaccharide 
ӣ EPS từ các chủng B. velezensis khi mà EPSDTA1 có từ 3–5 loại monosaccharide tùy 
thuộc vào nguồn đường (môi trường có sucrose cho EPS gồm 5 loại monosaccharide) 
trong khi ӣ các chủng khác đã công bố chỉ có 2–4 loại monosaccharide [43], [47], [48], 
[46], [44], [45]. Ở cùng điều kiện bổ sung 5% sucrose, chủng B. velezensis khác là 
MHM3 cho số loại monosaccharide cao nhất so với các chủng B. velezensis đã công bố 
cũng chỉ có 4 loại glucuronic acid, glucose, fructose và rhamnose (tỉ lệ 4,00 : 2,00 : 1,00 
: 0,13) với sự xuất hiện của glucuronic acid chiếm ưu thế [45] và loại này không có ӣ 
EPSDTA1. Sӣ dĩ khẳng định không có glucuronic acid ӣ EPSDTA1 bӣi nghiên cứu đã 
thử nhiều loại monosaccharide chuẩn khác trong đó có glucuronic acid nhưng kết quả 
phân tích HPLC các mẫu thủy phân EPSDTA1 đều không xuất hiện peak trùng với chuẩn 
glucuronic acid. 

Giải thích cho sự xuất hiện của fructose trong EPS khi bổ sung sucrose, phân tích 
WGS cho thấy chủng B. velezensis DTA1 sӣ hữu cả hệ gen tổng hợp HePS theo con 
đường phụ thuộc Wzx/Wzy và hệ gen tổng hợp levan (một dạng fructan gồm các 
monosaccharide fructose) thông qua enzyme levansucrase ӣ ngoại bào. Levan chỉ được 
hình thành trong điều kiện môi trường giàu sucrose [43], điều này phù hợp với kết quả 
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thực nghiệm khi fructose chỉ được phát hiện rõ rệt ӣ mẫu EPS thu được từ môi trường 
chứa 50 g/L sucrose. Kết quả phân tích thành phần monosaccharide của EPS từ môi 
trường giàu sucrose ӣ  2 chủng B. velezensis là VTX20 [43] và MHM3 [45] cũng cho 
thấy sự xuất hiện của fructose, trong khi đó lại vắng mặt ӣ chủng AG6 [46]. Ở cùng 
nồng độ sucrose 5% bổ sung vào môi trường nuôi cấy, chủng B. velezensis DTA1 sản 
sinh EPS gồm 5 loại monosaccharide glucose: rhamnose: fructose: mannose: N-
acetylglucosamine (rhamnose và N-acetylglucosamine chiếm đa số) trong khi đó chủng 
B. velezensis MHM3 lại vắng mặt mannose và N-acetylglucosamine nhưng xuất hiện 
thêm glucuronic acid chiếm đa số [45]. Đây là minh chứng cho thấy khi môi trường giàu 
sucrose có sự sản sinh EPS theo cả 2 con đường phụ thuộc Wzx/Wzy và phụ thuộc 
levansucrase ӣ chủng B. velezensis DTA1, trong khi môi trường không có sucrose không 
tạo levan. Điều này không xảy ra ӣ chủng B. velezensis VTX20 cũng phân lập ӣ Việt 
Nam, khi phân tích geneome cho thấy có cả 2 cụm operon epsA-O và levan nhưng tạo 
eps chỉ gồm levan [43] (Hình 3.6). Đây là 1 điểm phát hiện mới của nghiên cứu. Qua đó 
cho thấy sự đa dạng của các loại EPS tạo ra từ các chủng B. velezensis.  Một số nghiên 
cứu trước đó cũng đã khẳng định điều kiện môi trường nuôi cấy có ảnh hưӣng tới cấu 
trúc EPS như ӣ điều kiện stress hạn hán làm tăng thành phần monosaccharide so với 
điều kiện không chịu hạn hoặc làm thay đổi tỉ lệ các monosaccharide trong EPS ӣ các 
chủng  Bacillus spp. [118]. 

Qua quá trình nghiên cứu môi trường và điều kiện nuôi cấy thu EPS ӣ chủng B. 
velezensis DTA1 cho thấy chủng có tiềm năng cao trong tổng hợp EPS, đạt 32,80 g/L ӣ 
điều kiện tối ưu (TB bổ sung 7,26% sucrose, 3,27% NaCl, pH 8,46, 30 °C, 72 giờ). 
Chủng thể hiện khả năng thích nghi rộng với các điều kiện pH, nhiệt độ và muối, sinh 
trưӣng và sinh EPS tốt đặc biệt trong môi trường mặn–kiềm, phù hợp với đất san hô 
mặn kiềm ngoài đảo. Nguồn đường có ảnh hưӣng rõ rệt đến năng suất cũng như thành 
phần monosaccharide trong các loại EPS do chủng Bacillus velezensis DTA1 sinh tổng 
hợp ra. Trong đó, sucrose ӣ nồng độ 5% không chỉ giúp tăng năng suất EPS mà còn làm 
xuất hiện các monosaccharide đặc trưng như fructose và N-acetylglucosamine tạo HePS 
gồm 5 loại monosaccharide (thường chỉ gồm 2–4 loại). Qua đó góp phần chứng minh 
sự tổng hợp đồng thời EPS theo cả 2 con đường phụ thuộc Wzx/Wzy và phụ thuộc 
levansucrase ӣ B. velezensis DTA1 khi môi trường giàu sucrose. Đây là điểm mới so với 
các công bố khác về EPS ӣ B. velezensis. Ngược lại, khi sử dụng glucose dẫn đến EPS 
giàu mannose. Kết quả này vừa mӣ rộng hiểu biết về cơ chế sinh EPS ӣ B. velezensis, 
vừa khẳng định khả năng kiểm soát có định hướng cấu trúc và tính chất EPS thông qua 
lựa chọn nguồn đường – cơ sӣ cho thiết kế chế phẩm sinh học phù hợp với các mục tiêu 
ứng dụng khác nhau. 
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3.4. Tinh sạch và xác định cấu trúc exopolysaccharide từ chủng Bacillus velezensis 
DTA1 

3.4.1. Tinh sạch exopolysaccharide 

Polysaccharide là thành phần phức tạp, có chức năng quan trọng và được nghiên 
cứu nhiều nhất trong các đại phân tử ngoại bào nói chung. Do đó, để phục vụ cho việc 
phân tích sâu về cấu trúc của EPS từ chủng Bacillus velezensis DTA1, mẫu EPSDTA1 
được tinh sạch từ dịch nuôi cấy chủng trong điều kiện tối ưu qua các bước xử lý loại bỏ 
protein, loại tế bào, loại muối và đường đơn, tinh sạch bằng sắc ký lọc gel qua cột 
Sephadex G-75. 

 

Hunh 3.20. Hàm lượng carbohydrate trong các phân đoạn tinh sạch EPS qua cột 
Sephadex G75. Các phân đoạn xuất hiện carbohydrate ӣ khoảng từ 9–29 

Trong nghiên cứu này, mục tiêu chính của quá trình tinh sạch là thu được 
EPSDTA1 có độ tinh khiết phù hợp để phân tích cấu trúc bằng các phương pháp phổ. 
Do đó, thay vì tập trung tối ưu hiệu suất thu hồi, nghiên cứu hướng đến chất lượng EPS 
sau tinh sạch. Cách tiếp cận này tương đồng với nhiều nghiên cứu trước đó, trong đó 
các tác giả chỉ thực hiện các bước cơ bản như loại bỏ tế bào, tủa protein, kết tủa EPS 
bằng dung môi, thẩm tích để loại muối và đường đơn, đông khô và định lượng EPS bằng 
phương pháp phenol–sulfuric acid, cuối cùng sử dụng trực tiếp sản phẩm EPS này cho 
các phân tích cấu trúc [162], [111]. Một số trường hợp thậm chí không sử dụng bước 
tinh sạch qua cột tinh sạch [45] mà sử dụng luôn EPS tách chiết được để phân tích khối 
lượng và cấu trúc EPS. 

Kết quả trên Hình 3.20 cho thấy các phân đoạn xuất hiện carbohydrate chủ yếu ӣ 
khoảng từ 9–29, thu được hàm lượng carbohydrate cao nhất ӣ phân đoạn 17 (116,53 
µg/mL). Các phân đoạn chứa EPS cao (từ 9–29) được dồn lại để đông khô và cân lượng 
EPS tinh sạch được khoảng 2,05 mg EPS. Hiệu suất tinh sạch EPS của B. velezensis 
DTA1 là 51,25%, cao hơn công bố ӣ chủng Bacillus sp. H5 đạt 40,50% [163]. EPS sau 
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tinh sạch được kiểm tra hàm lượng carbohydrate và protein tổng số (thể hiện trên Bảng 
3.15). 

Kết quả trên Bảng 3.15 cho thấy EPS tinh sạch được có độ sạch 97,07%, độ sạch 
cao hơn so với EPS tinh sạch được ӣ chủng Lactobacillus plantarum WLPL04 với độ 
sạch 96,48% [164]. Do đó sản phẩm đảm bảo để xác định cấu trúc và khối lượng phân 
tử. 
Bảng 3.15. Hàm lượng carbohydrate và protein tổng số trong EPSDTA1 tinh sạch 

Chỉ tiêu Khối lượng (mg) Hàm lượng (%) 

EPSDTA1 2,05 ± 0,01 100 

Carbohydrate 1,99 ± 0,01 97,07 

Protein 0,02 ± 0,00 0,90 

3.4.2. Kết quả chụp SEM cấu trúc bề mặt exopolysaccharide 

Hình ảnh SEM của mẫu EPSDTA1 tinh sạch tại độ phóng đại ×500 và ×1000 (Hình 
3.21) cho thấy cấu trúc đặc trưng với những sợi dài, đan xen lẫn nhau và liên kết thành 
mạng lưới không gian dày đặc. Kiểu cấu trúc này là điển hình của các polymer sinh học 
có trọng lượng phân tử cao, phản ánh tính chất keo dính và ổn định của vật liệu. Cấu 
trúc mạng lưới chặt chẽ đóng vai trò quan trọng trong việc tạo độ nhớt cao và khả năng 
giữ nước của EPS, do các sợi polymer tạo nên nhiều khoảng trống vi mô có khả năng 
giữ lại phân tử nước thông qua liên kết hydro, lực thẩm thấu, mao dẫn và lực hút bề mặt 
dẫn tới sự trương nӣ của ma trận và tăng dần khoảng cách giữa các sợi polymer sinh học 
[165]. Những đặc tính hình thái này củng cố thêm bằng chứng cho tiềm năng ứng dụng 
EPSDTA1 trong việc cải thiện khả năng giữ nước và kết tụ đất trong môi trường khô 
hạn hoặc nhiễm mặn. 

 

A 

 

B 

Hình 3.21. Hình ảnh chụp SEM ӣ độ phóng đại ×500 (A) và ×1000 (B) của 

mẫu EPSDTA1 tinh sạch 
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3.4.3. Ước lượng khối lượng phân tử exopolysaccharide 

 

Hunh 3.22. Sự phụ thuộc của độ nhớt rút gọn ηred vào nồng độ EPS trong dung dịch 
NaNO3 0,1 M, ӣ 25 oC 

Trọng lượng phân tử EPS được ước tính dựa trên độ nhớt nội tại. Dựa trên đồ thị 
trong Hình 3.22, độ nhớt nội tại [η] được xác định là 0,9556 dL/g, kết hợp với công thức 
Mark–Houwink: [ߟ] =  ఈ, trong đó α=0,687, K=2,259×10−4 [114], từ đây khối lượngܯܭ
phân tử của EPS được xác định là 1,9×105 Da. So với các công bố trước đây về khối 
lượng phân tử của EPS từ các chủng B. velezensis, kết quả này cao hơn ӣ EPSKY471306 
đạt 1,14×105 Da [47]; EPSF6 đạt 2,7×104 Da [46] và MHM3  đạt 1,145×104 Da) [45] 
tuy vậy thấp hơn khối lượng của EPS-SN-1 đạt 2,21×105 Da [166]. Độ nhớt nội tại của 
EPSDTA1 là 0,9556 dL/g, cao hơn so với ӣ Virgibacillus salarius BM02 đạt 0,12–0,54 
dL/g [167] tuy vậy thấp hơn ӣ Bacillus megaterium với 5,2 dL/g [168]. Tuy nhiên, độ 
nhớt nội tại cũng bị ảnh hưӣng rất nhiều bӣi các điều kiện môi trường và nuôi cấy [167]. 
Độ nhớt nội tại cao thường phản ánh sự tồn tại của các chuỗi polysaccharide dài và phức 
tạp, từ đó góp phần tạo nên độ bền cơ học cao và tăng cường khả năng giữ nước – các 
đặc tính có ý nghĩa quan trọng đối với tiềm năng ứng dụng của EPS trong cải tạo đất 
khô hạn và mặn.  
3.4.4. Thành phần monosaccharide của exopolysaccharide 

Kết quả phân tích HPLC sản phẩm thủy phân EPSDTA1 tinh sạch từ dịch nuôi cấy 
trong điều kiện tối ưu trên Hình 3.23 và Phụ lục 19.7 cho thấy sự hiện diện của 5 loại 
monosaccharide: glucose : rhamnose : fructose : mannose : N-acetylglucosamine (tỉ lệ: 
2,59 : 12,75 : 8,49 : 1,00 : 12,18, tỉ lệ này dựa trên diện tích peak từ kết quả HPLC ӣ 
Phụ lục 19.7). Các thành phần và tỉ lệ của các loại monosaccharide ӣ EPS từ dịch nuôi 
cấy trong điều kiện tối ưu gần giống (chỉ lệch chút về tỉ lệ các monosaccharide) với kết 
quả phân tích HPLC mẫu EPS thủy phân từ môi trường tương tự chỉ khác hàm lượng 
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sucrose là 5% (ӣ Bảng 3.14). Kết quả góp phần khẳng định thêm sự đa dạng của các 
thành phần monosaccharide trong EPSDTA1 khi môi trường nuôi cấy bổ sung thêm hàm 
lượng sucrose cao so với ӣ các chủng B. velezensis khác như đã phân tích ӣ mục 3.3.3.

 

Hunh 3.23. Kết quả phân tích HPLC của các mẫu monnosaccharide chuẩn (a) và mẫu 
thủy phân EPS của chủng Bacillus velezensis DTA1 từ điều kiện nuôi cấy tối ưu (b) 

Trong cấu trúc các monnosaccharide của EPSDTA1 từ điều kiện nuôi cấy tối ưu 
có chứa nhiều các nhóm chức như hydroxyl (rất phong phú, có ӣ tất cả các 
monnosaccharide và gồm 4–5 nhóm/monnosaccharide), carbonyl (ӣ fructose, N-
acetylglucosamine) và amide (ӣ N-acetylglucosamine) (Bảng 3.16), đây là các nhóm 
chức đã được công bố với đặc tính ưa nước và có khả năng hấp phụ cation [131], [70], 
[136].  Vì vậy, sự hiện diện của các monosaccharide như glucose, rhamnose, fructose, 
mannose và N-acetylglucosamine trong cấu trúc EPS-DTA1 có thể liên quan chặt chẽ 
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đến vai trò sinh lý của chúng trong khả năng giữ nước, giảm mặn và hấp phụ ion kim 
loại - những đặc tính quan trọng giúp B. velezensis DTA1 thích nghi và tồn tại trong điều 
kiện đất mặn, khô hạn đặc trưng của cát san hô Trường Sa. 
Bảng 3.16. Cấu trúc hóa học của các thành phần monnosaccharide trong EPSDTA1 từ 
điều kiện nuôi cấy tối ưu 

STT 
Thành phần 

monnosaccharide 
Công thức hóa học  

1 Glucose 

 

2 Rhamnose 

 

3 Fructose 

 

4 
Mannose 

 

 

5 N-acetylglucosamine 

 

3.4.5. Kết quả phân tích các nhóm chức qua phổ FT-IR  
Phổ FT-IR của EPSDTA1 đo trong vùng 4000–450 cm⁻¹ (Hình 3.24) cho thấy 

nhiều tín hiệu đặc trưng của polysaccharide. Đỉnh rộng tại 3423 cm⁻¹ là dao động kéo 
giãn của nhóm hydroxyl (–OH), đặc trưng cho các polysaccharide có nhiều đơn vị đường 
liên kết glycosidic [169]. Nhóm –OH này đóng vai trò quan trọng trong khả năng giữ 
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nước và tương tác với ion kim loại nhờ khả năng hình thành liên kết hydro và phối trí 
bề mặt [170]. 

 

Hunh 3.24. Phổ FTIR với các nhóm chức năng chính của EPSDTA1 tinh sạch 

Tín hiệu ӣ 2931 cm⁻¹ phản ánh dao động kéo giãn của liên kết C–H trong các nhóm 
methylene (–CH₂) hoặc methyl (–CH₃), đặc trưng cho mạch khung carbonhydrat [171]. 
Hai đỉnh hấp thụ rõ tại 1644 và 1572 cm⁻¹ thể hiện dao động của nhóm C=O và N–H, 
gợi ý sự hiện diện của nhóm uronic acid hoặc liên kết amide – yếu tố giúp tăng khả năng 
hấp phụ ion kim loại [166], [48].  

Đỉnh tại 1404 và 1385 cm⁻¹ xác nhận có mặt nhóm carboxyl (COO⁻), đồng thời 
củng cố giả thiết về sự tồn tại của uronic acid trong cấu trúc EPS [47]. Dải 1319 cm⁻¹ 
đặc trưng cho nhóm methylene (–CH₂) [115]. Đặc biệt, đỉnh hấp thụ tại 1066 cm⁻¹ đặc 
trưng cho dao động kéo giãn của liên kết C–O trong nhóm glycosidic, là dấu hiệu rõ 
ràng cho thấy bản chất polysaccharide của hợp chất [172]. Vùng phổ 1200–1000 cm⁻¹, 
bao gồm cả đỉnh 1066 cm⁻¹, còn được gọi là vùng “dấu vân tay” của polysaccharide và 
phản ánh các liên kết C–O–C trong vòng pyranose, cho thấy sự tồn tại của các liên kết 
β-1,4-glucosidic và β-1,4-mannosidic trong glucomannan (một polysaccharide tan trong 
nước có khả năng giữ nước và ion) [173].   

So sánh với phổ FT-IR của EPS từ các chủng vi khuẩn Bacillus velezensis khác, 
phổ của chủng B. velezensis DTA1 thể hiện các đặc điểm tương đồng với các đỉnh đặc 
trưng như: O–H tại khoảng 3387–3429 cm⁻¹, C–H tại khoảng 2928 cm⁻¹, C=O tại 
khoảng 1640 cm⁻¹, carboxyl tại 1447–1380 cm⁻¹ và vùng đặc trưng 1200–950 cm⁻¹ [47], 
[166]. 

Kết quả phổ FT-IR cho thấy sự tương đồng với phân tích thành phần 
monosaccharide ӣ mục 3.4.4, đồng thời củng cố bằng chứng về sự hiện diện phong phú 
của các nhóm hydroxyl. Ngoài ra, các nhóm chức khác như carbonyl và amide cũng 
được ghi nhận trong cấu trúc EPS-DTA1. Đáng chú ý, phổ FT-IR còn gợi ý sự xuất hiện 
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của uronic acid thông qua tín hiệu đặc trưng của nhóm carboxyl. Nhóm chức này có tính 
ưa nước và có khả năng tạo liên kết ion với các cation, qua đó góp phần quan trọng vào 
hoạt tính sinh học cũng như tiềm năng ứng dụng của EPS [136]. Đặc biệt nhóm carboxyl 
chỉ có ӣ các uronic acid như glucuronic acid, mannuronic acid, galacturonic acid…. 
Trong nghiên cứu này, có thể do bộ monosaccharide chuẩn chưa bao phủ đầy đủ các loại 
uronic acid nên chúng chưa được phát hiện bằng phương pháp HPLC. 

Trong luận án này, NMR hoặc X-ray không được đưa vào do cấu trúc EPSDTA1 
dạng HePS gồm 5 loại monosaccharide rất phức tạp và khối lượng phân tử lớn (1,9 × 
10⁵ Da), vốn làm hạn chế hiệu quả các phương pháp này. Hơn nữa, nhiều công bố trước 
đây về EPS từ Bacillus spp. có kích thước phân tử nhỏ hơn, gồm ít loại monosaccharide 
hơn cũng không đưa ra kết quả phân tích sâu bằng ¹³C-NMR hay X-ray [45], [47], [46], 
[162].  Thay vào đó, việc kết hợp SEM, HPLC và FT-IR đã cung cấp bằng chứng cho 
thấy tiềm năng giữ nước, giảm mặn của EPSDTA1. 

 Như vậy qua quá trình tinh sạch đã thu được EPSDTA1 có độ sạch cao (97,07%), 
có cấu trúc dạng mạng lưới, có kích thước phân tử lớn (1,9×105 Da), cấu trúc EPS gồm 
ít nhất 5 loại monosaccharide (glucose, rhamnose, fructose, mannose, N-
acetylglucosamine) và có thể có thêm thành phần uronic acid, có chứa nhiều nhóm 
hydroxyl, carbonyl, amide và carboxyl. Các nhóm chức này tạo nên mạng lưới polymer 
đan xen, góp phần tạo đặc tính giữ nước, giảm mặn và hấp phụ ion kim loại nặng cho 
EPS, làm EPS vừa có khả năng hấp thụ nước vào phía trong mạng lưới cao phân tử của 
nó, lại vừa có khả năng hấp phụ nước ӣ bề mặt nhờ các nhóm chức ưa nước. Qua đây 
cho thấy được tiềm năng ứng dụng của EPSDTA1 trong cải tạo đất khô hạn mặn và xử 
lý ô nhiễm kim loại. 

3.5. Đánh giá khả năng giữ nước và giảm mặn của EPSDTA1  
3.5.1. Đánh giá khả năng hấp phụ muối, kim loại của EPSDTA1 

3.5.1.1. Thế zeta của EPSDTA1 

EPS tách chiết từ chủng B. velezensis DTA1 trong điều kiện nuôi cấy tối ưu cho 
thấy giá trị thế zeta âm cao, đạt -30 mV (Hình 3.25). Giá trị này phản ánh đặc tính tích 
điện âm mạnh mẽ trên bề mặt phân tử EPS. Thế zeta âm cao cho thấy khả năng hấp phụ 
cation mạnh thông qua tương tác tĩnh điện, đặc biệt là các ion kim loại trong môi trường. 
Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước đó, trong đó thế zeta của EPS từ các vi 
khuẩn khác cũng cho thấy xu hướng tích điện âm: -3,44 mV ӣ chủng Enterococcus sp. 
F2 [68]; Paenibacillus tarimensis REG 0201M đạt -35,2 mV [154]; và -33,83 mV ӣ EPS 
từ chủng B. velezensis P1 [174]. Điều này cho thấy EPSDTA1 có khả năng tạo tương 
tác ion hóa cao, là một đặc điểm có lợi cho các ứng dụng như hấp phụ kim loại nặng, 
giữ nước trong đất và cải thiện đặc tính lý hóa đất trong các hệ sinh thái khắc nghiệt. 
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Hunh 3.25. Thế zeta của EPSDTA1 tách chiết từ điều kiện nuôi cấy tối ưu 

3.5.1.2. Đặc tính EPSDTA1 dưới điều kiện stress  
Chủng B. velezensis DTA1 được nuôi cấy trong điều kiện tương tự điều kiện tối 

ưu, ngoại trừ sự thay đổi về mức độ stress muối và kim loại nặng, nhằm đánh giá ảnh 
hưӣng của các yếu tố này đến sinh trưӣng, hiệu suất tổng hợp EPS cũng như đặc điểm 
cấu trúc hóa học của EPS. Kết quả được trình bày tại Bảng 3.17, Hình 3.26 và 3.27. 

Khi nuôi cấy trong môi trường không chứa NaCl (điều kiện không stress), chủng 
B. velezensis DTA1 cho giá trị OD600 cao nhất (22,93 ± 0,35), phản ánh khả năng sinh 
trưӣng mạnh. Tuy nhiên, trong điều kiện có bổ sung NaCl 3% hoặc kết hợp với kim loại 
nặng, mặc dù mật độ tế bào giảm (OD600 giảm còn 16,89–20,61), năng suất EPS lại tăng 
đáng kể (p < 0,05). Cụ thể, năng suất EPS trong môi trường có 3% NaCl đạt 30,78 ± 
0,38 g/L, cao hơn 1,6 lần so với điều kiện không stress (19,27 ± 0,26 g/L) (Bảng 3.17). 

Đồng thời, hàm lượng carbohydrate và protein tổng số trong EPS cũng tăng đáng 
kể dưới điều kiện stress. Cụ thể, carbohydrate đạt 40,81 ± 0,56%, và protein lên đến 
25,90 ± 0,88% trong môi trường 3% NaCl – cao hơn gấp đôi so với các giá trị tương 
ứng ӣ điều kiện không stress (Bảng 3.17). Các sự khác biệt đều có ý nghĩa thống kê (p 
< 0,05; Phụ lục 20). 

Việc gia tăng sinh tổng hợp EPS trong điều kiện stress muối và kim loại được cho 
là chiến lược bảo vệ sinh học của vi khuẩn. EPS đóng vai trò then chốt trong việc hình 
thành biofilm, tạo môi trường vi mô giúp vi khuẩn chống lại các điều kiện bất lợi như 
áp suất thẩm thấu cao, độc tính ion kim loại, đồng thời hấp phụ muối và duy trì cân bằng 
nội bào [64], [65]. 
Bảng 3.17. Ảnh hưӣng của điều kiện stress muối và/hoặc kim loại nặng đến sự phát 
triển và sinh tổng hợp EPS của chủng B. velezensis DTA1 
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Điều 
kiện 

Môi trường TB, pH 
8,46 , sucrose 7,26 

% 

OD600 
Năng suất 
EPS ( g/L) 

Hàm lượng 
carbohydrate 

(% trong 
EPS) 

Hàm lượng 
protein (% 
trong EPS) 

i Đối chứng 22,93±0,35a 
19,27 ± 

0,26c 
19,34 ± 0,46c 12,06±0,33c 

ii Thêm 3% NaCl 20,61±0,26b 
30,78 ± 

0,38a 
40,81±0,56a 25,90±0,88b 

iii 
Thêm 1% NaCl, 1 
µg/mL Co(NO3)2 , 
1 µg/mL Cd(NO3)2 

18,27±0,34c 
29,33± 
0,39b 

37,83±0,52b 26,58±0,54b 

iv 

Thêm 1% NaCl và 
các muối FeSO4 , 
CuSO4, Ag2SO4, 
ZnCl2, MgCl2 , 
MnSO4 đều ӣ mức 1 
µg/mL 

16,89±0,39d 28,73±0,41b 41,29±0,52a 28,26±0,55a 

Các giá trị được trình bày dưới dạng trung bình ± SD; n = 3. Các chữ cái khác 
nhau a, b, c, d ở mỗi cột chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,05, Phụ lục 20. 

Hình ảnh bề mặt và thành phần nguyên tố của EPSDTA1 dưới điều kiện 

stress mặn 

 

A 

 

B 

Hình 3.26. Hình ảnh chụp SEM mẫu EPSDTA1 tách chiết từ điều kiện nuôi 

cấy (i)-không có NaCl (A) và (ii)-có bổ sung 3% NaCl (B) ӣ độ phóng đại 700× 

Hình ảnh SEM (Hình 3.26) cho thấy sự khác biệt rõ rệt về hình thái vi mô 

của EPS thu được trong hai điều kiện: không có và có 3% NaCl. Ở điều kiện 

không stress (Hình 3.26A), EPS gồm các hạt đường kính 1–5 µm, với mức độ kết 
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dính giữa các hạt thấp. Trong khi đó, EPS thu được từ môi trường có bổ sung 3% 

NaCl (Hình 3.26B) thể hiện cấu trúc liên kết chặt chẽ hơn, các hạt được bao phủ 

bӣi lớp vật liệu keo kết dính, phủ gần như kín ranh giới giữa các hạt. Kết quả này 

tương đồng với công bố trước đó ӣ EPSTSD5 [131]. Hiện tượng này có thể được 

lý giải bӣi sự gia tăng đáng kể của hàm lượng polysaccharide và protein trong 

EPS dưới điều kiện stress, làm tăng tính nhớt và khả năng tạo mạng gel ba chiều, 

góp phần hình thành biofilm bền vững hơn [65]. 

Nhìn chung ӣ cả 4 điều kiện i-iv (Hình 3.26 và Hình 3.27), phổ EDS của EPS cho 
thấy các nguyên tố chủ đạo gồm C và O, chiếm tỷ lệ cao nhất, phản ánh bản chất 
polysaccharide – protein của EPS. Ngoài ra, sự xuất hiện rõ rệt của nguyên tố lưu huỳnh 
(S) và phốt pho (P) trong cả 4 mẫu EPS từ các môi trường i-iv là bằng chứng cho thấy 
sự hiện diện của các nhóm chức năng anion như sulfonat và phosphat, vốn có vai trò 
chính trong việc liên kết với cation kim loại [116]. Đặc biệt, lưu huỳnh thường được ghi 
nhận trong EPS của các vi khuẩn biển, phản ánh nguồn gốc môi trường thích nghi đặc 
thù của chủng B. velezensis DTA1 [116]. 

Hình 3.27. Kết quả phân tích phổ EDS để xác định thành phần nguyên tố của 

EPSDTA1 tách từ môi trường (i)-không có NaCl  (A) và (ii)-có bổ sung 3% NaCl (B) 

Kết quả phân tích phổ EDS (Hình 3.27) cho thấy EPS thu được từ môi trường 

(i)-không chứa NaCl (Hình 3.27A) gồm 10 nguyên tố: C, N, O, Mg, Na, P, S, Cl, 

K và Ca; trong đó C và O chiếm tỷ lệ cao nhất. Tuy nhiên, ӣ mẫu EPS từ môi 

trường (ii)-có 3% NaCl (Hình 3.27B), chỉ phát hiện được 9 nguyên tố, thiếu Ca, 

trong khi tỷ lệ Na và Cl tăng mạnh. Cụ thể, hàm lượng Na tăng từ 0,73% lên 

9,03%, và Cl tăng từ 0,52% lên 2,04% khi EPS được tạo ra trong môi trường 

A 

B 
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stress mặn. Điều này chứng tỏ rằng EPS có khả năng hấp phụ ion Na⁺ và Cl⁻ từ 

môi trường, đặc biệt là Na⁺, thông qua tương tác với các nhóm chức mang điện 

tích âm (hydroxyl, carboxyl, carbonyl, amide, và phosphonate) trên cấu trúc 

polymer. Khả năng hấp phụ ion này không chỉ góp phần vào việc giảm nồng độ 

muối hòa tan trong môi trường, mà còn lý giải cho kết quả giảm độ mặn trong đất 

khi ứng dụng EPS hoặc chủng B. velezensis DTA1, sẽ được thể hiện rõ ӣ các thí 

nghiệm cải tạo đất mặn ӣ phần sau. 

Kết quả cho thấy, mặc dù điều kiện stress muối làm giảm mật độ tế bào, 

nhưng lại kích thích mạnh mẽ quá trình sinh tổng hợp EPS ӣ chủng B. velezensis 

DTA1. EPS thu được không chỉ có hàm lượng polysaccharide và protein cao mà 

còn có khả năng hấp phụ ion Na⁺ và Cl⁻ tốt, góp phần vào quá trình giảm mặn và 

tăng cường kết dính vật liệu trong đất. Điều này khẳng định tiềm năng ứng dụng 

thực tiễn của EPSDTA1 trong cải tạo đất nhiễm mặn và phát triển nông nghiệp 

bền vững tại các vùng ven biển và đảo xa bờ. 

Thành phần nguyên tố của EPSDTA1 dưới điều kiện stress mặn và kim loại 
nặng 

Thành phần nguyên tố của EPS được tách chiết từ dịch nuôi cấy chủng Bacillus 
velezensis DTA1 trong 2 điều kiện stress muối và kim loại nặng khác nhau đã được phân 
tích bằng phương pháp phổ tán xạ năng lượng EDS. Kết quả phân tích thể hiện trên Hình 
3.28. 

 

 

 

Hình 3.28. Kết quả phân tích phổ EDS của EPSDTA1 từ môi trường (iii) (A)  

và môi trường (iv) (B) 

A 

B 
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So với kết quả ӣ môi trường (i) và (ii), ӣ môi trường (iii) và (iv) ghi nhận sự tăng 
số lượng các nguyên tố lên tương ứng 11 và 16 nguyên tố. Đáng chú ý các kim loại bổ 
sung vào môi trường đều cho hàm lượng nguyên tố tăng ӣ EPS: cụ thể ӣ EPS từ môi 
trường (iii) với sự tăng thêm 2 nguyên tố Co và Cd và hàm lượng Na tăng so với đối 
chứng (i); ӣ EPS từ môi trường (iv) có sự xuất hiện thêm của cả 5 kim loại Mn, Fe, Cu, 
Ag, Zn và sự gia tăng hàm lượng Na và Mg so với đối chứng (i) (Hình 3.28A, B; Hình 
3.27 A). Kết quả chứng tỏ khả năng hấp phụ mạnh các cation của EPSDTA1. Cơ chế 
này được lý giải một phần bӣi giá trị zeta âm cao (-30 mV) của EPS, phản ánh bản chất 
giàu điện tích âm trên bề mặt polymer – một yếu tố thuận lợi cho tương tác tĩnh điện với 
các ion kim loại mang điện tích dương [154]. Bên cạnh đó, EPSDTA1 còn chứa nhiều 
nhóm chức như amide, thiol, carboxyl, hydroxyl, phosphoric là các vị trí liên kết phổ 
biến với kim loại nặng thông qua quá trình trao đổi ion hoặc tạo phức [149]. Những đặc 
điểm này gợi mӣ tiềm năng ứng dụng EPS từ chủng B. velezensis DTA1 trong xử lý môi 
trường, đặc biệt trong việc hấp phụ và cô lập kim loại nặng, muối từ đất hoặc nước ô 
nhiễm. 
3.5.1.3. Khả năng giảm độ mặn của nước tự do trong đất của EPSDTA1 

Hàm lượng muối trong dịch chiết đất (được giả định là nước tự do trong đất) 

ӣ TN3 (có EPS) và TN4 (dịch nuôi cấy chủng B. velezensis DTA1 trong điều kiện 

tối ưu) được so sánh với ӣ TN2 (đối chứng môi trường tối ưu, môi trường mặn do 

chứa NaCl 3,27%) và TN1 (đối chứng nước cất-không mặn). Kết quả thể hiện 

trên Bảng 3.18. 

Bảng 3.18. Kết quả đánh giá khả năng hấp phụ muối của EPSDTA1 

TN 

Hàm lượng 
muối trong 

dịch chiết đất 
(mg/L) 

Tổng lượng muối 
trong 250 mL 

dịch chiết (mg) 

Lượng muối 
đã giảm so 

với TN2 (mg) 

Lượng muối hấp 
phụ trên EPS ӣ 
TN3 (mg/mg) 

(1) (2) 
(3)=(2)/(1000/250

) (4) (5)=(4)/70 

TN1 62,36 ± 5,13d 15,59     

TN2 563,67 ± 7,51a 140,92     

TN3 493,85 ± 6,67c 123,46 17,46 0,25 

TN4 535,27 ± 7,56b 133,82 7,10   

TN1. Đối chứng nước cất; TN2. Đối chứng môi trường mặn; TN3. có EPS 

và môi trường mặn; TN4. dịch nuôi cấy chủng B. velezensis DTA1 trong môi 

trường mặn; Các giá trị thể hiện trung bình ± SD; n = 3; a, b, c, d khác nhau chỉ ra 

khác biệt có ý nghĩa, p < 0,05, Phụ lục 21. 
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Bảng 3.18 cho kết quả hợp lý với hàm lượng muối trong dịch chiết ӣ TN1 

(bổ sung nước) đo được là 62,36 mg/L, thấp hơn nhiều so với các mẫu còn lại, 

đối chứng mặn (TN2) cho hàm lượng muối trong dịch chiết cao nhất đạt 563,67 

mg/L. Ở TN3 và 4 có EPS/dịch nuôi cấy chủng vi khuẩn sinh EPS đã cho thấy 

hiệu quả giảm mặn đáng kể với hàm lượng muối trong dịch chiết đất thấp hơn hẳn 

so với đối chứng mặn ӣ TN2 (p < 0,05). Chứng tỏ EPS và chủng B. velezensis 

DTA1 đều có khả năng giảm độ mặn nước tự do trong đất. Đặc biệt là ӣ TN3, 1 

mg EPS có khả năng hấp phụ 0,25 mg muối. Kết quả này cao hơn so với công bố 

của Kasotia và cs (2016), NaCl được hấp phụ dưới 0,1g/g EPS [121], và nhỉnh 

hơn chút so với công bố của Arora và cs (2010), 1g EPS có thể hấp phụ Na+ 

khoảng 0,154-0,235 g và giảm mặn 49,5-51,5% [175]. 

Cơ chế hấp phụ muối của EPS có thể được giải thích dựa trên đặc tính bề mặt của 
EPS, bao gồm thế zeta âm cao (~ –30 mV) và sự hiện diện của các nhóm chức phân cực 
và/hoặc mang điện tích âm như carboxyl, hydroxyl, phosphoric, carbonyl và thiol. Các 
nhóm này có khả năng liên kết với cation Na⁺ thông qua các cơ chế chủ yếu là tương tác 
tĩnh điện, tạo phức phối trí và trao đổi ion [66]. Nhờ đó, EPS góp phần cô lập Na⁺ khỏi 
dung dịch đất, làm giảm độc tính muối đối với rễ cây và tạo điều kiện thuận lợi cho việc 
hấp thu nước và dinh dưỡng [65]. Ngoài ra, EPS còn có khả năng kết dính và tương tác 
với các hạt đất, từ đó cải thiện cấu trúc đất và hạn chế sự dịch chuyển tự do của muối. 

Tuy nhiên, do cơ chế hấp phụ này mang tính tạm thời, muối vẫn tồn tại trong pha 
rắn của đất, nên việc ứng dụng EPS nên được kết hợp với các biện pháp cải tạo lâu dài 
như rửa mặn, luân canh cây trồng hoặc sử dụng các biện pháp hóa-lý-sinh khác. Với 
tiềm năng đã được chứng minh trong nghiên cứu này, B. velezensis DTA1 là một tác 
nhân sinh học triển vọng trong cải tạo đất mặn, đặc biệt đối với các vùng đất cát ven 
biển hoặc đất san hô, góp phần hướng đến phát triển nông nghiệp bền vững và thích ứng 
với biến đổi khí hậu. 
3.5.2. Nghiên cứu khả năng giữ nước của EPSDTA1 và chủng Bacillus velezensis 
DTA1 trên cát san hô Trường Sa 

3.5.2.1. Khả năng giữ nước của exopolysaccharide  
Kết quả đánh giá khả năng giữ nước (WHC) của EPSDTA1 được trình bày 

trên Hình 3.29. Sau khi ngâm trong nước cất vô trùng, khối lượng của EPS tăng 
đáng kể theo thời gian. Cụ thể, sau 1 giờ, WHC đạt 1001,80%, tương đương với 

việc 0,05 g EPS khô hấp thụ được 0,50 g nước (tổng khối lượng đạt 0,55 g). Khi 

kéo dài thời gian ngâm lên 2 giờ, WHC tiếp tục tăng lên 1762,20%, tương ứng 

với 0,05 g EPS giữ được 0,88 g nước, tức là mỗi gram EPS có khả năng hấp thụ 

17,62 g nước. So với thời điểm 1 giờ, giá trị WHC sau 2 giờ đã tăng 1,76 lần. Tuy 
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nhiên, khi tiếp tục kéo dài thời gian ngâm lên 4 giờ, khả năng giữ nước không 

tăng đáng kể (p > 0,05, Phụ lục 22), cho thấy trạng thái ngậm nước của EPS đạt 

ngưỡng bão hòa sau 2 giờ. Mức WHC của EPSDTA1 cao hơn rõ rệt so với một 

số báo cáo trước đó. Cụ thể, Ahmed và cs (2013) cho biết EPS từ Lactobacillus 

kefiranofaciens ZW3 có WHC là 496% [67], trong khi EPS-F2 từ Enterococcus 

sp. đạt 882,5% [68], EPS từ chủng B. haynesii CamB6 đạt khoảng 266,8% [69]. 

Sự khác biệt này có thể đến từ bản chất EPSDTA1 là một polymer có khối lượng 

phân tử cao, cấu trúc mạng lưới, và giàu các nhóm chức ưa nước do đó có khả 

năng hấp thụ nước vào trong ma trận cao phân tử của nó và hấp phụ nước tốt ӣ bề 

mặt do đó có khả năng giữ nước vượt trội. 

A 

 

B 

 

Hình 3.29. Hình ảnh (A) và đồ thị (B) khả năng giữ nước của EPSDTA1 sau 1-4 giờ 

ngậm nước. Các giá trị được trình bày dưới dạng trung bình ± SD; n = 3 

Khả năng giữ nước cao là một trong những đặc tính vật lý – sinh học quan 

trọng của EPS. Polysaccharide trong EPS thường có đặc tính ưa nước, nhờ vào 

sự hiện diện của các nhóm chức như carboxyl, hydroxyl, và nhóm phosphate  cho 

phép hình thành mạng lưới gel hút nước hiệu quả [70]. Các phân tử protein kỵ 

nước trong EPS có thể liên kết cộng hóa trị với polysaccharide, tạo nên cấu trúc 

keo ổn định, tăng cường khả năng giữ nước cũng như độ kết tụ đất [71]. Ngoài 

ra, khả năng hút nước hay hấp phụ nước của EPS còn bị chi phối bӣi khối lượng 

phân tử, hình thái EPS và điều kiện môi trường như stress mặn [72], [43]. 

Như vậy, EPSDTA1 không chỉ sӣ hữu khả năng giữ nước vượt trội so với 

một số EPS đã được báo cáo, mà còn hứa hẹn mang lại lợi ích lớn trong cải thiện 
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khả năng trữ ẩm của đất, đặc biệt là trong các hệ đất nghèo hữu cơ như đất cát san 

hô, đất mặn, đất hoang hóa ven biển, vốn có khả năng giữ nước tự nhiên rất thấp. 

3.5.2.2. Khả năng giữ nước của đất được xử lý bằng EPSDTA1 và dịch nuôi cấy chủng 
B. velezensis DTA1  

  

Hunh 3.30. Tốc độ thoát nước (A); WHC (B); hình ảnh các mẫu thí nghiệm sau 2 giờ 
ngâm mẫu đất trong nước (C) và sau khi lọc nước trên phễu (D); và hình ảnh SEM bề 
mặt của 5 mẫu đất sau khi thử nghiệm (E) bằng phương pháp đếm giọt.  

TN1. đất cát san hô; TN2. đất hỗn hợp; TN3. đất hỗn hợp + dung dịch nuôi cấy 
chủng B. velezensis DTA1; TN4. đất hỗn hợp + 70 mg EPS; TN5. đất hỗn hợp + 140 mg 
EPS. Các giá trị được trình bày dưới dạng trung bình ± SD; n = 3. 

Kết quả thí nghiệm mô phỏng quá trình thoát và giữ nước trên nền đất cát san hô 
(Hình 3.30 A) cho thấy EPS hoặc dịch nuôi cấy chứa chủng Bacillus velezensis DTA1 
có ảnh hưӣng đáng kể đến đặc tính vật lý của đất. Cụ thể mẫu đất cát san hô (TN1) có 
tốc độ thoát nước nhanh nhất (0,94 mL/s), cao hơn 18,8 lần so với mẫu đất hỗn hợp 
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(TN2), cho thấy cấu trúc rời rạc của cát san hô hạn chế khả năng giữ nước. Việc bổ sung 
3% bentonit (TN2) giúp lấp đầy các khoảng trống giữa các hạt cát, từ đó giữ nước hiệu 
quả hơn và làm giảm tốc độ thoát nước. Trong các thí nghiệm TN3–TN5, khi đất hỗn 
hợp được bổ sung thêm EPS hoặc dịch nuôi cấy chủng B. velezensis DTA1 sinh EPS, 
tốc độ thoát nước giảm 4,95–7,83 lần so với đất cát san hô (TN1). Or và cs (2007) cũng 
đề cập việc bổ sung 1% EPS vào đất cát giúp giảm tốc độ thấm nước gấp 5 lần [165]. 
Tuy nhiên TN3–TN5 có tốc độ thoát nước tăng 2,4–3,8 lần so với TN2. Điều này có thể 
được giải thích là do EPS hoạt động như chất kết dính, liên kết các thành phần trong đất 
lại với nhau, hình thành các khối kết tụ ổn định (thể hiện ӣ Hình 3.30E), tạo khe thoáng 
giữa các khối kết tụ giúp nước thoát nhanh hơn TN2 nhưng đồng thời tăng khả năng giữ 
nước lâu dài bên trong các khối kết tụ [118], [63]. Hàm lượng EPS trong TN5 cao gấp 
đôi so với TN4, theo lí thuyết có thể tạo ra nhiều kết tụ hơn, do đó khả năng thoát nước 
tốt hơn. Kết quả thực tế đúng như dự đoán, tốc độ thoát nước trong TN5 cao hơn trong 
TN4, nhưng sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05, Phụ lục 23). Mặc dù 
tốc độ thoát nước tăng, các mẫu có bổ sung EPS lại cho khả năng giữ nước cao hơn, do 
EPS duy trì liên kết nước trong các lỗ mao và vùng vi mô giữa các khối kết tụ đất [118].  

Kết quả đánh giá khả năng giữ nước (WHC) cho thấy rõ hiệu quả tích cực của 
bentonite, EPS, cũng như dịch nuôi cấy chủng B. velezensis DTA1 sinh EPS trong việc 
cải thiện đặc tính giữ nước của đất cát san hô (p < 0,05; Phụ lục 24; Hình 3.30B). WHC 
ӣ TN2 cao hơn TN1 do bentonite là loại sét đã được sử dụng để cải tạo khả năng giữ 
nước ӣ nhiều vùng đất trên thế giới do có khả năng trương nӣ, giữ ẩm hiệu quả [176]. 
Thêm vào đó thành phần giá thể hữu cơ chiếm 10% (w/w) có diện tích bề mặt lớn, cấu 
trúc xốp, nhiều mao quản nhỏ cũng góp phần làm tăng khả năng giữ nước cho đất ӣ các 
TN2-5. Đặc biệt việc bổ sung EPS hoặc dịch nuôi cấy chủng DTA1 giúp tăng WHC từ 
1,6 đến 2 lần so với mẫu đối chứng (TN1 – đất cát san hô), trong đó WHC thấp nhất ghi 
nhận ӣ TN1 (33,17%) và cao nhất ӣ TN5 (66,31%) khi bổ sung 140 mg EPS. Ở điều 
kiện bổ sung 70 mg EPS (TN4), WHC đạt 60,40%, tương đương với việc mỗi gam đất 
giữ được 0,604 g nước. Trong khi đó, mẫu đối chứng có bổ sung bentonit nhưng không 
có EPS (TN2) chỉ giữ được 0,4906 g nước/g đất (WHC = 49,06%). Như vậy, EPS giúp 
tăng khả năng giữ nước trong đất lên 11,34%, tương ứng với tăng khả năng lưu giữ thêm 
0,11 g nước/g đất. Với hàm lượng EPS trong TN4 là 1,4 mg/g đất, ước tính 1 g EPS có 
thể giữ được 158,7 g nước. Kết quả này vượt xa các giá trị từng được báo cáo về khả 
năng giữ nước của EPS như 15–20 g nước/g EPS gần bão hòa [165], hoặc 50–70 g 
nước/g EPS [177]. Tuy vậy kết quả này thấp hơn so với công bố của Rosenzweig et al. 
(2012)  khi bổ sung 1% xanthan vào đất giúp tăng lượng nước giữ trong đất lên khoảng 
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45% với đất cát và 24% với đất Hamra giàu hữu cơ. Bên cạnh đó việc bổ sung thêm 
xanthan cũng giúp WHC của đất đạt đến 270% (với cát) và 230% (với Hamra) [178]. 

So với thí nghiệm độc lập ngâm riêng EPS trong ống eppendorf chứa nước (mục 
3.5.2.1), nơi 1 g EPS chỉ giữ được 17,62 g nước, kết quả tại TN4 cao hơn 9 lần, cho thấy 
hiệu ứng cộng hưӣng rõ rệt khi EPS tương tác với các thành phần trong đất. Công bố 
của Or và cs (2007) cũng cho kết quả tương tự [165]. Cơ chế này có thể lý giải thông 
qua việc EPS không chỉ giữ nước bằng liên kết hydro, liên kết cation và tính trương nӣ 
mà còn cải thiện cấu trúc đất bằng cách tạo ra mạng lưới polymer bao quanh hạt đất tạo 
khối kết tụ, giúp tăng thể tích lưu trữ nước mao dẫn và hạn chế thất thoát nước trong 
chính các khối đó [65]. 

Ở TN3 là mẫu đất hỗn hợp có bổ sung dung dịch nuôi cấy chủng B. velezensis 
DTA1 nên trong dịch nuôi cấy đã có EPS do chủng sản sinh ra. Điều này góp phần vào 
tăng khả năng giữ nước cho đất (Hình 3.30 B), tăng kết tụ đất (Hình 3.30 C, D, E), tạo 
khe thông thoáng nên khả năng thoát nước cao hơn ӣ TN2 (Hình 3.30 A), tuy vậy hàm 
lượng EPS TN3 không cao bằng ӣ TN4 và TN5 nên cho hiệu quả giữ nước, kết tụ kém 
hơn ӣ TN4 và TN5. 

Quan sát trực quan trong Hình 3.30C–D cho thấy, sau khi ngâm trong nước 2 giờ, 
mẫu TN2 xuất hiện hiện tượng tách lớp rõ rệt: cát san hô lắng xuống đáy (màu trắng) và 
lớp giá thể hữu cơ nổi phía trên (màu đen). Tuy nhiên, ӣ các TN3–5, hiện tượng phân 
lớp giảm đáng kể. Các thành phần đất được trộn đều hơn, nhờ vào khả năng liên kết của 
EPS – giúp gắn kết cát và vật liệu hữu cơ thành các khối kết tụ đồng nhất. Hình ảnh 
SEM (Hình 3.30E) xác nhận sự hiện diện của các khối đất kết tụ lớn hơn và ít hạt riêng 
lẻ trong các mẫu có xử lý EPS, trái ngược với cấu trúc rời rạc ӣ TN1 và 2. 

Cơ chế hình thành kết tụ này có thể được lý giải bӣi khả năng bám dính của EPS 
lên bề mặt các tiểu phần trong đất thông qua liên kết hydro, liên kết cation, hấp phụ 
anion và lực van der Waals đất [65]. Kết tụ này giúp cải thiện cấu trúc đất, tăng khả 
năng giữ ẩm và cung cấp độ ổn định cơ học cho đất. 

Kết quả nghiên cứu về khả năng giữ nước và giảm mặn của EPS từ Bacillus 
velezensis DTA1 đã khẳng định tiềm năng ứng dụng của chủng này trong cải tạo cát san 
hô khô hạn, mặn. EPSDTA1 thể hiện thế zeta âm cao (~ –30 mV), chứa nhiều nhóm 
chức ưa nước, đồng thời có khả năng hấp phụ NaCl và đa dạng các cation. Đáng chú ý, 
điều kiện stress mặn và/hoặc kim loại nặng đã kích thích mạnh mẽ quá trình sinh tổng 
hợp EPS cũng như làm gia tăng hàm lượng carbohydrate và protein trong cấu trúc EPS. 
EPSDTA1 cho thấy hiệu quả hấp phụ muối ấn tượng (0,25 g NaCl/g EPS) và khả năng 
giữ nước vượt trội (17,62 g nước/g EPS khi thử nghiệm độc lập; giúp đất san hô cải tạo 
tăng khả năng giữ nước lên 158,7 g nước/g EPS). Việc bổ sung EPSDTA1 hoặc trực tiếp 
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sử dụng chủng B. velezensis DTA1 giúp giảm độ mặn, tăng cường kết tụ đất và nâng cao 
khả năng giữ nước của đất lên 1,6–2 lần so với cát san hô chưa cải tạo. Những kết quả 
này cho thấy tiềm năng ứng dụng của B. velezensis DTA1 trong cải tạo đất mặn và đất 
khô hạn. 
3.6. Thử nghiệm hiệu quả cải tạo cát san hô thành đất canh tác của chủng B. 
velezensis DTA1 ӣ quy mô chậu vại 

Ứng dụng vi sinh vật sinh EPS trong cải tạo đất khô cằn và nhiễm mặn đang nổi 
lên như một giải pháp tiềm năng cho phát triển nông nghiệp bền vững, đặc biệt tại các 
vùng đất cát ven biển và đảo san hô. Trên cơ sӣ các kết quả phân tích, EPSDTA1 và 
chủng Bacillus velezensis DTA1 thể hiện khả năng vượt trội trong giữ nước, tăng cường 
kết tụ đất và giảm độ mặn. Để khẳng định giá trị ứng dụng của chủng B. velezensis 
DTA1 trong cải tạo cát san hô, nghiên cứu đã tiến hành thử nghiệm quy mô chậu vại 
trên rau mồng tơi trong điều kiện nhà lưới tại Học viện Nông nghiệp Việt Nam. Sau thời 
gian thử nghiệm 30 ngày, các mẫu ӣ 7 lô TN được thu hoạch và đánh giá các chỉ tiêu 
sinh trưӣng, chất lượng rau, khả năng giữ nước, giảm mặn, kết tụ và hàm lượng EPS 
trong đất. 
3.6.1. Xác định khả năng sinh exopolysaccharide và tạo kết tụ trong đất 

3.6.1.1. Kết quả xác định hàm lượng carbohydrate trong đất  
Kết quả phân tích hàm lượng carbohydrate (đại diện cho EPS) trong đất cho thấy 

sự khác biệt đáng kể giữa các công thức thí nghiệm (Hình 3.31, Phụ lục 25). Lô đối 
chứng (TN1, cát san hô) có giá trị thấp nhất, chỉ đạt 212,77 µg/g đất, phản ánh điều kiện 
nghèo hữu cơ và vi sinh vật của loại đất này. Ở TN2 (cát san hô + giá thể) và TN4 (cát 
san hô + giá thể + bentonite) hàm lượng carbohydrate tăng lên 633,75–642,24 µg/g, cao 
gấp khoảng 3 lần so với đối chứng. Tuy nhiên, mức tăng này phần lớn có thể liên quan 
tới bản thân giá thể hữu cơ (bã bùn mía, trấu, phân bò) vốn chứa sẵn một lượng 
carbohydrate hòa tan, bên cạnh đó còn có vai trò cung cấp nguồn carbon dễ sử dụng cho 
vi sinh vật trong đó có thể có nhóm sinh EPS. Ở các công thức bổ sung vi khuẩn sinh 
EPS (TN3 và TN5), hàm lượng carbohydrate tăng mạnh, đạt 960,79–1045,34 µg/g, cho 
thấy sự đóng góp rõ rệt của chủng B. velezensis DTA1 vào việc tạo ra EPS, vượt xa ảnh 
hưӣng đơn thuần của giá thể. Đặc biệt, sự kết hợp với bentonite ӣ TN5 giúp tăng sinh 
EPS–lượng carbohydrate cao gấp 4,91 lần cát san hô (TN1), gấp 1,63 lần ĐC không bổ 
sung vi khuẩn (TN4), có thể nhờ đặc tính giữ ẩm và cung cấp bề mặt hấp phụ cho vi 
sinh vật phát triển. Như đã được chứng minh ӣ trên trong điều kiện stress mặn giúp kích 
thích sinh EPS qua đó góp phần bảo vệ tế bào trước áp lực thẩm thấu. Điều này được 
thể hiện rõ ӣ TN7 (cát san hô + giá thể + bentonite + vi khuẩn + muối) cho hàm lượng 
carbohydrate cao vượt trội so với các TN khác đạt 1120,8 µg/g, cao hơn gấp 1,54 lần so 
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với đối chứng không có B. velezensis DTA1 (TN6); và cao hơn gấp 5,27 lần cát san hô 
(TN1). Hàm lượng carbohydrate trong đất cát san hô cải tạo ӣ nghiên cứu này nhìn 
chung cao hơn so với các công bố trên các loại đất nông nghiệp phổ biến 100–900 µg/g 
[179], [180] tuy vậy khi điều kiện tách chiết tối ưu có thể đạt tới 2417 µg/g ӣ đất đỏ 
trồng lúa [180]. 

 

Hunh 3.31. Hàm lượng carbohydrate (a) và hình ảnh phản ứng màu trong quá trình đo 
(b) ӣ 7 lô đất thử nghiệm quy mô chậu vại 

TN1. Cát san hô; TN2. Cát san hô + giá thể; TN3. Cát san hô + giá thể + vi khuẩn; TN4. 
Cát san hô + giá thể + bentonite; TN5. Cát san hô + giá thể+ bentonite + vi khuẩn; TN6. Cát 
san hô + giá thể + bentonite + muối; TN7. Cát san hô + giá thể + bentonite + vi khuẩn + muối. 

 

3.6.1.2. Khả năng tạo kết tụ đất 
Kết cấu đất – đặc biệt là khả năng kết tụ của các tiểu phần đất – đóng vai trò quan 

trọng trong việc điều hòa khả năng giữ nước, trao đổi khí và ổn định cơ học của môi 
trường xung quanh rễ. Hình ảnh dưới kính hiển vi soi nổi (Hình 3.32) cho thấy sự khác 
biệt rõ rệt về cấu trúc hạt đất giữa các lô thí nghiệm sau 30 ngày trồng rau mồng tơi. 

Cụ thể, các mẫu đất ӣ TN1, TN2, TN4 và TN6 (không bổ sung vi khuẩn sinh EPS) 
chủ yếu gồm các hạt rời rạc, có kích thước < 2000 µm. Trong khi đó, các lô TN3, TN5 
và TN7 xuất hiện nhiều khối kết tụ lớn, có kích thước vượt quá 2000 µm; đặc biệt tại 
TN5 và TN7, các kết tụ có thể đạt kích thước lên tới ~8000 µm. Điều này có thể giải 
thích dựa trên kết quả xác định hàm lượng EPS (dựa trên lượng carbohydrate) ӣ mục 
3.6.1.1. Do ӣ TN3,5,7 có bổ sung chủng Bacillus velezensis DTA1 đã sinh ra EPS giúp 
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tăng khả năng kết tụ đất, đặc biệt ӣ TN7 hàm lượng EPS cao nhất nên tạo nhiều kết tụ 
hơn.  

 

Hunh 3.32. Hình ảnh bề mặt 7 mẫu đất thí nghiệm sau thu hoạch rau mồng tơi ӣ quy 
mô chậu vại dưới kính hiển vi soi nổi SMZ12701 (Nikson, Nhật Bản), độ phóng đại 

10× 

Sự hình thành kết tụ là kết quả của các tương tác sinh học – hóa học giữa hạt đất, 
chất hữu cơ, vi sinh vật và các chất tiết ngoại bào như EPS. EPS có khả năng bao bọc 
các hạt đất và kết dính chúng lại với nhau thông qua các liên kết hydro, lực van der 
Waals và tương tác ion, từ đó hình thành các khối kết tụ ổn định hơn [63] [65]. Các kết 
tụ này không chỉ giữ nước trong các vi mao quản mà còn giúp cải thiện cấu trúc đất, hạn 
chế rửa trôi và tăng khả năng giữ dinh dưỡng.  
3.6.2. Đánh giá khả năng giữ nước của đất tại thời điểm thu hoạch rau 

Kết quả theo dõi độ ẩm đất tại các thời điểm 0, 24 và 72 giờ sau tưới nước được 
trình bày ӣ Hình 3.33 cho thấy xu hướng giảm dần độ ẩm theo thời gian ӣ tất cả các lô 
thử nghiệm, phản ánh quá trình bốc hơi và thoát nước tự nhiên sau tưới. Tuy nhiên, mức 
độ giữ nước của từng lô có sự khác biệt rõ rệt. 

So sánh giữa các lô thí nghiệm cho thấy, TN1 (chỉ sử dụng cát san hô) có độ ẩm 
thấp nhất tại mọi thời điểm, cho thấy khả năng giữ nước kém - đặc trưng của loại đất 
này. Khi bổ sung thêm giá thể hữu cơ, các lô TN2–TN7, đều ghi nhận độ ẩm cao hơn 
đáng kể so với TN1 (p < 0,05, Phụ lục 26), cho thấy vai trò tích cực của giá thể trong 
cải thiện cấu trúc đất và tăng cường giữ nước. Giá thể hữu cơ thường có độ xốp cao, khả 
năng giữ ẩm tốt và có thể tạo điều kiện thuận lợi cho hoạt động của hệ vi sinh vật đất 
[181]. 
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Đặc biệt, việc bổ sung vi khuẩn sinh EPS (TN3, TN5, TN7), giúp tăng hàm lượng 
EPS trong đất, do đó tăng thêm khả năng giữ nước so với các lô đối chứng (tương ứng 
là TN2, TN4, TN6). Sự khác biệt này là kết quả của sự hiện diện của EPS được tiết ra 
từ vi khuẩn Bacillus velezensis DTA1 đã được chứng minh về khả năng giữ nước ӣ các 
phần trên. EPS là polymer cao phân tử có khả năng hút ẩm và tạo biofilm bao quanh hạt 
đất, từ đó giúp giảm thất thoát nước, tăng ổn định cấu trúc đất, và cải thiện vi cấu trúc 
vùng rễ [71], [118], [63]. 

 

Hunh 3.33. Độ ẩm đất sau 0; 24 và 72 giờ tưới nước của 7 lô thí nghiệm trong thử 
nghiệm trồng cây quy mô chậu vại 

Trong các lô thí nghiệm có bổ sung muối (TN6 và TN7), độ ẩm đất vẫn được duy 
trì tốt, đặc biệt là ӣ TN7 – có sự kết hợp đầy đủ giữa giá thể, bentonite, vi khuẩn sinh 
EPS và muối – đã cho độ ẩm đất cao nhất tại cả 3 thời điểm: 38,33% (0h), 34,3% (24h), 
và 31,0% (72h), cao hơn gấp 2–2,5 lần so với cát san hô (TN1). Điều này rất phù hợp 
với kết quả hàm lượng EPS ӣ TN7 cao nhất, cho thấy sự tương tác cộng hưӣng giữa các 
yếu tố, trong đó: Bentonite – một loại khoáng sét chứa montmorillonite – có khả năng 
trương nӣ và giữ nước hiệu quả và khả năng trao đổi ion cao [176]; EPS là chất giữ 
nước, kết tụ sinh học và hấp phụ muối, giảm mặn cho đất như đã chứng minh ӣ các phần 
trên và ӣ các công bố trước đó [65], [182]; Sự hiện diện của NaCl ӣ nồng độ nhất định 
có thể tạo ra độ chênh áp thẩm thấu nhẹ giúp giữ lại nước trong vùng rễ [181], đặc biệt 
khi kết hợp với bentonite và EPS có khả năng liên kết với ion Na⁺, hạn chế độc tính và 
đồng thời ổn định độ ẩm đất. 
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Như vậy, kết quả cho thấy rằng việc phối hợp đồng thời giá thể hữu cơ, bentonite 
và vi khuẩn sinh EPS, đặc biệt trong điều kiện đất cát nghèo dưỡng chất và có mặn nhẹ, 
giúp cải thiện rõ rệt khả năng giữ nước của đất. Đây là tiền đề quan trọng để ứng dụng 
các giải pháp cải tạo đất cát san hô ven biển hoặc trên các đảo san hô như Trường Sa, 
hướng đến canh tác bền vững và giảm phụ thuộc vào nguồn nước tưới thường xuyên. 
3.6.3. Đánh giá khả năng giảm mặn của đất sau thu hoạch rau 

 

Hunh 3.34. Hàm lượng muối trong đất ӣ các lô TN1, TN6 và TN7 trong thí nghiệm 
trồng cây trong chậu vại 

Để đánh giá hiệu quả giảm mặn của chủng Bacillus velezensis DTA1 thông qua 
hoạt động sinh EPS trong đất, hàm lượng muối hòa tan trong đất sau thu hoạch được đo 
ӣ các lô TN1 (đối chứng âm – cát san hô, không muối, không bổ sung vi khuẩn sinh 
EPS), TN6 (đối chứng dương – có muối, không bổ sung vi khuẩn sinh EPS) và TN7 (có 
muối và bổ sung B. velezensis DTA1 sinh EPS). Kết quả được trình bày trên Hình 3.34. 

Hàm lượng muối tại lô TN7 thấp hơn TN6, cho thấy xu hướng giảm mặn khi bổ 
sung chủng vi khuẩn sinh EPS. Tuy nhiên, sự khác biệt giữa 2 lô không đạt mức ý nghĩa 
thống kê (p > 0,05; Phụ lục 27). Kết quả này gợi ý rằng việc bổ sung B. velezensis DTA1 
có thể hỗ trợ làm giảm hàm lượng muối hòa tan trong đất, tuy vậy mức độ khác biệt còn 
thấp. Điều này có thể lí giải do khi tưới nước muối vào lô đối chứng dương (TN6) lượng 
nước thoát ra từ đáy chậu có thể mang theo muối thoát ra ngoài do trồng cây trong chậu 
có lỗ thoát nước thoáng, trong khi đó ӣ lô thí nghiệm TN7 có bổ sung chủng B. velezensis 
DTA1 đã được chứng minh kích thích sinh EPS mạnh đã hấp phụ muối nên lượng nước 
tự do thoát ra từ đáy chậu có hàm lượng muối thấp hơn ӣ TN6 (đã được chứng minh mô 
phỏng ӣ mục 3.5.1.3.).  

Mặc dù chưa có sự khác biệt rõ ràng về mặt thống kê trong điều kiện thí nghiệm 
quy mô chậu này, nhưng xu hướng giảm mặn tại TN7 phù hợp với các kết quả trước đó: 
Khả năng sinh EPS trong đất của chủng B. velezensis DTA1 (mục 3.6.1.1) với hàm lượng 
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EPS cao nhất tại TN7 (1120,8 µg/g đất), cho thấy hoạt động sống và tiết EPS mạnh trong 
điều kiện mặn của chủng B. velezensis DTA1; Kết quả thử nghiệm trong điều kiện mô 
phỏng (mục 3.5.1.3), trong đó EPSDTA1 đã làm giảm hẳn hàm lượng muối hòa tan so 
với đối chứng không có EPS.  

Hiệu quả giảm mặn ӣ đây có thể được lý giải chủ yếu bӣi khả năng hấp phụ muối 
của EPS thông qua các tương tác điện tích với các nhóm chức như carboxyl, hydroxyl 
và phosphonate có trong cấu trúc polymer EPS [65]. Ngoài ra, EPS còn giúp giữ muối 
trong các khối kết tụ đất, hạn chế sự di chuyển tự do của muối trong vùng rễ, từ đó làm 
giảm áp lực thẩm thấu lên cây. 

Những kết quả trên đã cho thấy xu hướng giảm mặn hiệu quả của chủng B. 
velezensis DTA1 khi áp dụng trên cát san hô cải tạo ӣ quy mô chậu vại. 
3.6.4. Đánh giá một số chỉ tiêu sinh trưởng của rau mùng tơi 

 

Hunh 3.35. Hình ảnh các chậu cây rau mồng tơi ӣ 7 lô thí nghiệm sau 30 ngày trồng 
thử nghiệm: ảnh chụp ngang (a), chụp từ trên xuống (b) và hình ảnh toàn bộ cả cây sau 

khi nhổ ra khỏi chậu (c) 
Quan sát trực quan (Hình 3.35) cho thấy sự khác biệt rõ rệt giữa các lô không tưới 

mặn (TN1–TN5) và có tưới mặn (TN6, TN7). Trong nhóm không tưới mặn, cây mồng 
tơi ӣ TN1 (cát san hô nguyên bản) có biểu hiện sinh trưӣng kém nhất với thân nhỏ và lá 
hơi ngả vàng. Ngược lại, TN5 (bổ sung đồng thời giá thể, bentonite và chủng vi khuẩn 
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sinh EPS Bacillus velezensis DTA1) cho cây phát triển tốt nhất, với thân cao, tán rộng 
và hệ rễ phát triển vượt trội. Các lô TN3 và TN4 (bổ sung giá thể kết hợp với vi khuẩn 
sinh EPS hoặc với bentonite) cũng cho kết quả khả quan, trong khi TN2 chỉ bổ sung giá 
thể cho kết quả thấp hơn. Hình ảnh hệ rễ cho thấy TN3, TN4 và TN5 hình thành bầu rễ 
lớn hơn rõ rệt so với TN1 và TN2. 

Đối với các lô tưới mặn, cây ӣ TN6 (không bổ sung vi khuẩn EPS) có biểu hiện 
sinh trưӣng kém hơn với hiện tượng vàng lá và còi cọc. Trong khi đó, cây ӣ TN7 (bổ 
sung chủng B. velezensis DTA1) có bộ lá xanh hơn, sinh trưӣng tốt hơn so với TN6, cho 
thấy vai trò tiềm năng của EPS trong cải thiện khả năng chịu mặn cho cây. 

Kết quả đo lường các chỉ tiêu sinh trưӣng (Bảng 3.19) củng cố thêm nhận định 
trên. Cụ thể xét về chỉ tiêu chiều dài rễ ghi nhận chỉ có ӣ TN3 cho chiều dài rễ dài hơn 
có ý nghĩa so với ӣ TN1, 6, 7 (p < 0,05, Phụ lục 28). Xét về chiều rộng bầu rễ ghi nhận 
sự vượt trội ӣ lô TN5 so với lô TN2, 6, 7. Khối lượng bầu rễ ӣ TN5 cũng cao hơn hẳn 
so với các TN4, 7, 2, 1, 6. Về chỉ tiêu chiều cao thân lá cho thấy TN5 đạt cao nhất 26,43 
cm tuy vậy không khác biệt so với các TN1, 2, 3, 4, 7 nhưng cao hơn hẳn ӣ TN6. Đặc 
biệt liên quan đến hiệu suất của rau là khối lượng thân lá cho thấy TN5 cao nhất (25,23 
g), tuy không khác biệt so với TN3 nhưng cao hơn hẳn các TN khác, gấp 2,36 lần so với 
cát san hô. Số lượng lá ӣ TN5, 4, 3 cho số lá nhiều nhất, cao hơn hẳn ӣ TN2, 6, 7. Như 
vậy các thí nghiệm trên cho thấy khi bổ sung thêm giá thể, bentonite và vi khuẩn sinh 
EPS (TN5) về cơ bản cho khả năng sinh trưӣng tốt hơn, tạo bầu rễ tốt hơn các thí nghiệm 
khác.  
Bảng 3.19. Kết quả phân tích một số chỉ tiêu rau mồng tơi ӣ 7 thí nghiệm đánh giá khả 
năng giữ nước và giảm mặn của vi khuẩn sinh EPS trên quy mô chậu vại 

Thí 
nghiệm 

Dài rễ (cm) 
Rộng bầu rễ 

(cm) 
Khối lượng 
bầu rễ  (g) 

Chiều cao 
thân lá (cm) 

Khối lượng 
thân lá  (g) 

Số lượng lá 
(cái) 

TN1 13,6±1,93b 7,83±1,04a,b,c 61,6±22,5c 14,67±2,25a,b 10,67±0,87d 8±1a,b 

TN2 15±1,5a,b 6,83±1,61b,c 64,9±20,1b,c 16,33±2,75a,b 14,73±1,21c 7±1,73b,c 

TN3 23,43±5,69a 10,67±0,58a,b 184,7±52,8a,b 20,33±4,54a,b 22,83±0,93a,b 10±1a 

TN4 15,93±2,7a,b 9,67±1,63a,b,c 173,4±46,6b,c 18,83±2,84a,b 20,67±0,9b 10,33±0,58a 

TN5 16,5±4,27a,b 12,83±3,62a 302,1±85,3a 26,43±10,97a 25,23±1,01a 10,33±0,58a 

TN6 8,63±4,05b 5,33±1,26c 60,17±8,98c 12,23±0,93b 10,2±0,85d 5,33±0,58c 

TN7 10,33±2,52b 4,67±1,26c 96,03±6,56b,c 14,77±1,75a,b 11,63±1,03d 6,33±0,58b,c 

Các giá trị được trình bày dưới dạng trung bình ± SD; n = 3. Các chữ cái khác nhau 
a, b, c, d chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,05, Phụ lục 28.  

Về khả năng chịu mặn, việc bổ sung vi khuẩn sinh EPS (TN7) giúp cải thiện các 
chỉ tiêu sinh trưӣng (số lá, chiều cao thân, khối lượng thân lá, khối lượng và chiều dài 
rễ) so với lô đối chứng TN6 không bổ sung vi khuẩn sinh EPS. Mặc dù các khác biệt 
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chưa đạt mức ý nghĩa thống kê (p > 0,05), nhưng xu hướng cây xanh hơn và sinh trưӣng 
tốt hơn ӣ TN7 so với TN6 cho thấy vai trò tiềm năng của EPS trong tăng cường sức 
chống chịu mặn của cây mồng tơi. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước đó 
cho thấy EPS giúp cây tăng khả năng chống chịu stress mặn nhờ cơ chế hấp phụ ion Na⁺ 
và tạo môi trường thuận lợi quanh rễ [64], [65]. 
3.6.5. Đánh giá chỉ số SPAD 

Chỉ số SPAD là thông số gián tiếp phản ánh hàm lượng diệp lục trong mô lá, qua 
đó cung cấp thông tin nhanh về tình trạng dinh dưỡng nitơ của cây trồng. Do diệp lục 
giữ vai trò trung tâm trong quang hợp và có mối liên hệ mật thiết với hàm lượng nitơ 
tổng số, sự biến động của SPAD là chỉ thị quan trọng để đánh giá hiệu quả của các biện 
pháp cải tạo đất và bổ sung dinh dưỡng đối với cây. 

 

Hunh 3.36. Chỉ số SPAD ӣ 7 lô thí nghiệm sau 0; 15 và 30 ngày trồng rau mồng tơi 
quy mô chậu 

Kết quả theo dõi chỉ số SPAD (Hình 3.36, Phụ lục 29) cho thấy ӣ thời điểm ban 
đầu (ngày 0), không có sự khác biệt giữa các công thức (p < 0,05). Tuy nhiên, sau 15 và 
30 ngày, chỉ số SPAD phân hóa rõ rệt. TN2 (cát san hô + giá thể) có SPAD cao hơn TN1 
(cát san hô), chứng tỏ vai trò cải thiện dinh dưỡng ban đầu của giá thể hữu cơ. Tuy vậy, 
SPAD ӣ TN3 (cát san hô + giá thể + vi khuẩn) và TN4 (cát san hô + giá thể + bentonite) 
còn cao hơn, cho thấy việc bổ sung vi khuẩn sinh EPS hoặc bentonite bước đầu cải thiện 
tình trạng dinh dưỡng lá, mặc dù chưa đạt ý nghĩa thống kê. Đáng chú ý, TN5 (cát san 
hô + giá thể + bentonite + vi khuẩn) đạt SPAD cao nhất (45,67), vượt 1,26–1,6 lần so 
với ӣ TN1, vượt trội so với TN2, TN6 và TN7 (p < 0,05), đồng thời cao hơn nhưng 
không khác biệt có ý nghĩa so với TN3 và TN4. Điều này cho thấy sự phối hợp giữa 
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chủng B. velezensis DTA1 với bentonite và giá thể đã phát huy hiệu quả cộng hưӣng 
trong cải thiện khả năng giữ nước, duy trì dinh dưỡng và nâng cao hàm lượng diệp lục. 

Ngược lại, TN6 (cát san hô + giá thể + bentonite + muối) có SPAD thấp nhất, phản 
ánh tác động bất lợi rõ rệt của stress mặn. Trong khi đó, TN7 (cát san hô + giá thể + 
bentonite + vi khuẩn + muối) duy trì SPAD ӣ mức khá, cao hơn TN6 tại cả thời điểm 15 
ngày (36,03 so với 32,93) và 30 ngày (34,0 so với 26,73), cho thấy B. velezensis DTA1 
giúp giảm thiểu tác động tiêu cực của stress mặn. Sự giảm sút SPAD ӣ TN6 từ 32,93 
(ngày 15) xuống 26,73 (ngày 30) phản ánh tình trạng ức chế tích lũy diệp lục dưới điều 
kiện stress mặn, trong khi sự ổn định tương đối ӣ TN7 khẳng định vai trò bảo vệ của vi 
khuẩn sinh EPS. 

Có 2 lí do có thể giải thích cho hiệu quả tăng chỉ số SPAD và chỉ số sinh trưӣng 
của rau trong điều kiện thường cũng như stress mặn của chủng B. velezensis DTA1 bao 
gồm: (i) Loài B. velezensis đã được báo cáo có khả năng sinh EPS, hòa tan phosphate 
và kẽm, tiết indole-3-acetic acid, amoniac, HCN, cellulase và protease, từ đó thúc đẩy 
hấp thu dinh dưỡng và kích thích sinh trưӣng [183]; (ii) EPS được sản xuất mạnh dưới 
stress mặn, giúp hấp phụ NaCl, giảm độ mặn nước tự do, tạo biofilm, tăng kết tụ và giữ 
nước – dinh dưỡng, đồng thời đóng vai trò như hàng rào bảo vệ rễ, giảm tác động trực 
tiếp của muối [66], [73]. 

Những kết quả này phù hợp với các báo cáo trước đây về vai trò của vi sinh vật 
sinh EPS và vật liệu cải tạo đất: B. velezensis QA2 làm tăng SPAD và giảm tích lũy Na⁺ 
dưới điều kiện tưới mặn (p < 0,05) [183]; biochar làm tăng SPAD 17–19% ӣ rau bina 
[184]; bentonite nâng thông số quang hợp và chlorophyll trong thí nghiệm dài hạn [176]. 
Nghiên cứu của Nguyen và cs. (2024) cũng cho thấy SPAD của rau mồng tơi tăng dần 
sau 15 và 30 ngày gieo, đạt cực đại 43–43,7 tại 43 ngày [185], tương đồng với xu hướng 
quan sát được trong thí nghiệm này. 

Các thử nghiệm quy mô chậu vại đã khẳng định vai trò quan trọng của chủng B. 
velezensis DTA1 sinh EPS cũng như hiệu quả cộng hưӣng giữa các thành phần cải tạo 
(giá thể hữu cơ, bentonite và vi khuẩn chịu mặn sinh EPS). Sự kết hợp này đã làm tăng 
hàm lượng carbohydrate trong đất cát san hô lên 4,91–5,27 lần so với đất cát san hô 
nguyên trạng, đồng thời cải thiện rõ rệt khả năng kết tụ và giữ nước của đất, đặc biệt 
trong điều kiện mặn, với hiệu quả cao gấp 2–2,5 lần. Nhờ vậy, năng suất rau thu được 
trên đất cát san hô cải tạo cao hơn 2,36 lần so với cát san hô, các chỉ tiêu sinh trưӣng 
khác cũng được cải thiện, trong đó chỉ số SPAD tăng 1,26–1,60 lần, phản ánh dinh 
dưỡng và hàm lượng diệp lục của cây được nâng cao. Đáng chú ý, dưới điều kiện stress 
mặn do tưới nước muối thường xuyên thay nước, việc bổ sung B. velezensis DTA1 đã 
góp phần giảm lượng muối tự do trong dung dịch đất, nhờ đó hạn chế tác động bất lợi 
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của mặn lên cây. Mặc dù sự khác biệt về sinh trưӣng chưa đạt mức ý nghĩa thống kê, 
nhưng giá trị SPAD cao hơn hẳn so với đối chứng, cho thấy sự hỗ trợ tích cực của EPS 
và vi khuẩn sinh EPS trong duy trì hiệu suất quang hợp và sức khỏe cây trồng. 

Ngoài đánh giá quy mô chậu vại tại Học viện Nông nghiệp Việt Nam (Phụ lục 30), 
nghiên cứu cũng đã bước đầu thử nghiệm quy mô đồng ruộng nhỏ ӣ Nhà lưới, Trạm 
Nghiên cứu và Thử nghiệm Biển Đầm Báy thuộc đảo Hòn Tre, phường Nha Trang, tỉnh 
Khánh Hòa – nơi có điều kiện tự nhiên gần giống với ӣ Trường Sa (Phụ lục 31), công 
thức cải tạo cát san hô có sự kết hợp của các nhóm vi khuẩn sinh EPS, phân giải lân, cố 
định đạm, với giá thể hữu cơ và bentonite đã thu được kết quả khả quan với khả năng 
giữ nước, cấu trúc, hàm lượng dinh dưỡng trong đất được cải thiện, đặc biệt năng suất 
rau ӣ nhóm cát san hô cải tạo cao gấp 4–5 lần nhóm cát san hô nguyên trạng và ngang 
với đất canh tác thường [117].  

Như vậy, Bacillus velezensis DTA1 là chủng vi khuẩn bản địa có giá trị sinh học 
kép, vừa thích nghi tốt với điều kiện khắc nghiệt của cát san hô mặn – khô tại Trường 
Sa, vừa có khả năng sinh tổng hợp EPS giàu nhóm chức ưa nước và hấp phụ cation. Kết 
quả cho thấy chủng này có tiềm năng ứng dụng trong cải tạo đất mặn, khô hạn và xử lý 
ô nhiễm môi trường, đặc biệt trong hấp phụ kim loại nặng và ổn định cấu trúc đất. Việc 
phát triển công nghệ nuôi cấy và chế phẩm vi sinh từ chủng DTA1 có thể góp phần phục 
hồi đất thoái hóa ven biển, hướng tới nông nghiệp sinh học và kinh tế tuần hoàn bền 
vững. Tuy nhiên, cần tiếp tục nghiên cứu ӣ quy mô đồng ruộng và tối ưu quy trình sản 
xuất để đánh giá hiệu quả thực tiễn và khả năng ứng dụng lâu dài của chủng Bacillus 
velezensis DTA1 này. 

Mặc dù đạt được các kết quả khoa học và thực tiễn quan trọng, nghiên cứu này vẫn 
còn một số hạn chế cần được tiếp tục hoàn thiện trong các nghiên cứu tiếp theo. Cụ thể, 
luận án tập trung phân tích chuyên sâu trên một chủng vi khuẩn duy nhất là Bacillus 

velezensis DTA1, do đó mức độ đại diện cho toàn bộ hệ vi sinh vật vùng cát san hô biển 
đảo và khả năng so sánh giữa các chủng tiềm năng còn hạn chế. Bên cạnh đó, các thí 
nghiệm ứng dụng mới được triển khai chủ yếu ӣ quy mô chậu vại và một mô hình ngoài 
thực địa nhỏ, trên một loài cây trồng ngắn ngày và trong thời gian theo dõi tương đối 
ngắn, vì vậy cần mӣ rộng phạm vi nghiên cứu về quy mô, thời gian và đa dạng cây trồng 
để đánh giá tính ổn định và khả năng nhân rộng trong điều kiện sản xuất thực tế. Ngoài 
ra, mặc dù luận án đã bước đầu khai thác dữ liệu hệ gen để phân tích các gen liên quan 
đến sinh tổng hợp exopolysaccharide, chuyển hóa đường và khả năng chống chịu stress, 
việc liên kết sâu hơn giữa kiểu gen và kiểu hình vẫn chưa được thực hiện đầy đủ. Trong 
các nghiên cứu tiếp theo, cần tiếp tục khai thác các nhóm gen kích thích sinh trưӣng 
thực vật, bao gồm các gen liên quan đến sinh tổng hợp phytohormone (IAA), gen ACC 
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deaminase giúp giảm ethylene do stress, các nhóm gen hòa tan phosphate, sinh tổng hợp 
siderophore và thu nhận sắt, cũng như các gen liên quan đến chuyển hóa, đồng hóa nitơ 
và vận chuyển dinh dưỡng, nhằm làm sáng tỏ cơ chế tác động sinh học và nâng cao giá 
trị giải thích của các kết quả sinh lý thu được trong luận án. 
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KẾT LUҰN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUҰN  

1. Phân lập và tuyển chọn được chủng vi khuẩn Bacillus velezensis DTA1 có khả 
năng chịu mặn và chịu stress kim loại nặng. 

2.  Giải trình tự toàn bộ hệ gen chủng Bacillus velezensis DTA1 và dự đoán các 
con đường chuyển hóa liên quan đến sinh tổng hợp EPS và chống chịu stress mặn, kim 
loại. 

3.  Xác định được một số đặc điểm sinh lý, sinh hóa và khả năng sinh tổng hợp 
EPS của Bacillus velezensis DTA1; thu nhận và xác định đặc tính EPS của chủng này. 

4. Bước đầu ứng dụng chủng Bacillus velezensis DTA1 để cải tạo cát san hô. 

KIẾN NGHỊ 

1. Tiếp tục nghiên cứu các đặc tính sinh học của chủng B. velezensis DTA1 và 

phát triển chế phẩm vi sinh vật sinh EPS cải tạo đất. 
2. Thử nghiệm hiệu quả cải tạo đất cát san hô để trồng nhiều loại cây xanh và rau 

khác. 

3. Triển khai thử nghiệm ӣ quy mô đồng ruộng tại các đảo san hô Trường Sa và 
các vùng đất khô hạn, nhiễm mặn. 
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DANH MỤC CÁC PHỤ LỤC 

Phụ lục 1. Vị trí lấy mẫu đất và hình ảnh đĩa khuẩn lạc tổng số trên môi trường LB đặc 
chứa NaCl 3% từ các mẫu đất thu thập ӣ 3 đảo tại Trường Sa 

Phụ lục 2. Các thiết bị, hóa chất và môi trường sử dụng 

Phụ lục 3. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các chủng vi khuẩn khảo sát 
Phụ lục 4. Kết quả kiểm tra khả năng sử dụng các nguồn carbon của B. velezensis DTA1 
sử dụng kit API® 50CHB ӣ các thời điểm bắt đầu (A) và sau 48 giờ ủ (B) 
Phụ lục 5. Khả năng sinh trưӣng của chủng B. velezensis DTA1 ӣ nồng độ muối 
NaCl/MgSO4 từ 0–17,5% (w/v) (A), nồng độ kim loại nặng Cd, Hg, Cr, Co, As 1–128 
µg/ml (B) và Pb, Zn, Fe từ 150–1050 µg/mL (C) 
Phụ lục 6. Ảnh điện di mẫu DNA DTA1 trên gel agarose 0,8% (A); Tổng hợp các chỉ số 
đánh giá chất lượng lắp ráp bộ gen dựa trên QUAST và BUSCO (B) 
Phụ lục 7. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các môi trường nuôi cấy khảo sát 
Phụ lục 8. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các nguồn carbon khảo sát 
Phụ lục 9. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các nồng độ sucrose khảo sát. 
Phụ lục 10. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các nguồn nitơ khảo sát  
Phụ lục 11. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các nguồn muối khoáng khảo sát  
Phụ lục 12. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các nồng độ NaCl khảo sát    
Phụ lục 13. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các giá trị pH khảo sát  
Phụ lục 14. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các tốc độ lắc khảo sát  
Phụ lục 15. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các nhiệt độ  khảo sát  
Phụ lục 16. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các thời điểm thu mẫu khảo sát 
Phụ lục 17. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS giữa 
các tỉ lệ tiếp giống khảo sát  
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Phụ lục 18. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về hàm lượng EPS khi khảo sát ảnh hưӣng 
của nguồn glucose và sucrose đến thành phần monosaccharide trong EPS ӣ chủng B. 
velezensis DTA1 

Phụ lục 19. Kết quả phân tích HPLC của các mẫu monnosaccharide chuẩn và các mẫu 
thủy phân EPSDTA1 khi đánh giá ảnh hưӣng của nguồn đường glucose và sucrose 

Phụ lục 20. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và EPSDTA1 nuôi trong 
môi trường TB, pH 8,46, sucrose 72,6 g/L ӣ các điều kiện stress muối và/hoặc kim loại 
nặng 

Phụ lục 21. Ý nghĩa sai khác thống kê giữa các giá trị độ mặn của các mẫu nước từ 4 thí 
nghiệm giảm độ mặn của đất  
Phụ lục 22. Ý nghĩa sai khác thống kê giữa các giá trị WHC của EPS DTA1 

Phụ lục 23. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về  tốc độ thấm nước của  5 thí nghiệm 
đánh giá khả năng giữ nước của đất được xử lý bằng EPS và dịch nuôi cấy chủng B. 
velezensis DTA1  
Phụ lục 24. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về  WHC của  5 thí nghiệm đánh giá khả 
năng giữ nước của đất được xử lý bằng EPS và dịch nuôi cấy chủng B. velezensis DTA1 

Phụ lục 25. Ý nghĩa thống kê của các sai khác về hàm lượng carbohydrate trong các mẫu 
đất thí nghiệm quy mô chậu vại 
Phụ lục 26. Ý nghĩa thống kê các sai khác về WHC của các mẫu đất thí nghiệm ӣ các 
thời điểm sau tưới nước 

Phụ lục 27. Ý nghĩa của các sai khác giữa nồng độ NaCl trong đất ӣ các lô thí nghiệm 
1, 6 và 7 trong thí nghiệm trồng cây trong chậu vại 
Phụ lục 28. Kết quả so sánh ý nghĩa khác biệt ӣ một số chỉ tiêu rau mồng tơi ӣ 7 thí 
nghiệm đánh giá khả năng giữ nước và giảm mặn của vi khuẩn sinh EPS trên quy mô 
chậu vại. 
Phụ lục 29. Ý nghĩa của các sai khác giữa các chỉ số SPAD ӣ 7 lô thí nghiệm trồng cây 
trong chậu vại 
Phụ lục 30. Hình ảnh thử nghiệm trồng rau quy mô chậu tại Nhà lưới, Khu thực nghiệm 
và đào tạo nghề, Học viện Nông nghiệp Việt Nam 

Phụ lục 31. Hình ảnh trồng rau trên đất cát san hô cải tạo quy mô đồng ruộng tại Nhà 
lưới, Trạm nghiên cứu thử nghiệm biển Đầm Báy 
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Phụ lục 1. Vị trí lấy mẫu đất và hunh ảnh đĩa khuẩn lạc tổng số trên môi trường 
LB đặc chứa NaCl 3% từ các mẫu đất thu thập ӣ 3 đảo tại Trường Sa. 

TT Tên đảo 
Vị trí lấy mẫu 

ӣ đảo 
Toạ độ 

Hình ảnh đĩa khuẩn lạc 

sau 48 giờ ủ ӣ 30oC   

(độ pha loãng mẫu 10-2) 

1 
Trường 

Sa Đông 

Bãi cát phía 

tây đảo (khu 

vực mới tôn 

tạo) 

 

8o55’50’’ N 

112o21’7’’ E 

 

Bãi cát cách 

cụm dân cư 1 
10m (khu vực 

mới tôn tạo) 

8o55’51’’ N 

112o21’8’’ E 

 

Cạnh cột mốc 

chủ quyển 

(khu vực cũ) 

8o55’53’’ N 

112o21’11’’ E 

 

 

2 
Đá Tây 

A 

Sau bờ kè đảo 

(khu vực mới 

tôn tạo) 

9o53’12’’ N 

114o19’46’’ E 
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Sau nhà ăn 
mới cách bờ kè 

5 m (khu vực 

mới tôn tạo) 

08o51’57,9’’ N 

112o15’27,6’’ E 

 

Mép nước ӣ 

bắc đảo (khu 

vực mới tôn 

tạo) 

08052’09,6’’ N  
112015’26,6’’ E 

 

3 
Trường 

Sa Lớn 

Ven bờ (khu 

vực mới tôn 

tạo) 

8°38'34.2"N 

111°55'11.3"E 

 

Gần nhà bếp 

(khu vực cũ) 
8°38'41.2"N 

111°55'10.2"E 

 

Gốc cây (khu 

vực cũ) 
8°38'46.3"N 

111°55'13.6"E 
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Phụ lục 2. Các thiết bị , hóa chất và môi trường sử dụng 

Bảng 1. Thành phần môi trường nuôi cấy vi sinh vật 

Tên môi trường Thành phần (g/L) 

Lysogeney broth (LB) Pepton 10, yeast extract 5, NaCl 5, pH 7 

LB đặc Pepton 10, yeast extract 5, NaCl 5, agar 15, pH 7 

Nutrient broth (NB) Pepton 5, yeast extract 2, NaCl 5 

Yeast extract, pepton, malt 
extract, glucose (YMG) 

Pepton 5, yeast extract 3, malt extract 3, glucose 10 

International streptomyces 
project 2 (ISP2) 

Yeast extract 4, glucose 4, malt extract 10 

Yeast mannitol (YM) Yeast extract 0,5; mannitol 4 

Terrific Broth (TB) 
Yeast extract 24; peptone 20; glycerol 4; K2HPO4 

0,072 M; KH2PO4 0,017 M, pH 7 

Bảng 2. Các thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

STT Tên thiết bị Tên hãng (nước) sản xuất 
1 Máy lắc ổn nhiệt IKA (Đức) 
2 Máy lắc ổn nhiệt Certomat BS1 (Đức) 
3 Máy lắc tròn IKA KS 260 (Đức) 
4 Nồi hấp khử trùng Sanyo (Nhật) 
5 Box nuôi cấy vi sinh Sanyo (Nhật) 
6 Máy li tâm Hermle Z126M Hermle (Đức) 
7 Máy li tâm để bàn Hermle Z446 Hermle (Đức) 

8 Máy li tâm lạnh Mikro 22R Hettich (Đức) 

9 Hệ thống PCR Mastercycler X50S  Eppendorf (Đức) 
10 Máy điện di DNA ngang Cleaver (Anh) 

11 
Box nuôi cấy vi sinh Biosafety 

Cabinet 

Trung tâm chuyển giao công nghệ 
mới (Trung tâm Nhiệt đới Việt – Nga) 

12 Máy rung Vortex V1 (Đức) 
13 Máy ủ kèm lắc rung Thermo Scientific (Mỹ) 

14 Tủ lạnh -25 oC Sanyo MDF-136 (Nhật) 
15 Tủ lạnh 4 oC Sanyo (Nhật) 
16 Tủ lạnh sâu -80oC Sanyo (Nhật) 
17 Máy uv-vis Agilent (Mỹ) 

18 

Hệ thống kính hiển vi điện tử quét 
JSM-IT200 kèm đầu dò EDS Dry 

SD60 

JEOL (Nhật Bản) 
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19 Hệ thống HPLC Agilent 1260  (Mỹ) 
20 Kính hiển vi quang học Axiocam 503 color (Imager.Z2) 

21 Máy khuấy từ gia nhiệt ARE-VELP (Italia) 

22 
Máy đo pH để bàn WTW Inolab 

7110 
WTW (Đức) 

23 Tủ hút Laboratory Fume Hoods 
Trung tâm chuyển giao công nghệ 

mới (Trung tâm Nhiệt đới Việt – Nga) 

24 Máy đông khô ALPHA 1-2 LD plus MARTIN CHRIST (Đức) 

25 Cân phân tích Mettler Toledo AB204 

26 Cân kỹ thuật Ohaus (Mỹ) 
27 Thiết bị FTIR Impac-410 Thermo Fisher Scientific (Mỹ) 

28 Thiết bị Zetasizer-Nano ZS Malvern (Anh) 

29 
Thiết bị đo độ ẩm đất cầm tay 

Fieldscout TDR 350 
Spectrum Technologies (Mỹ) 

30 Thiết bị đo độ nhớt Cannon-Fenske (Trung Quốc) 

31 
Máy đo độ dẫn điện Total Meter EZ-

9909SP 
Total Meter (Đài Loan) 

32 Kính hiển vi soi nổi SMZ12701  (Nikson, Nhật Bản) 

33 Máy đo SPAD 502  Konica Minolta (Nhật Bản) 

34 Thiết bị đọc Elisa Multiskan FC Thermo Scientific (Mỹ) 
 

Bảng 3. Các chỉ tiêu sinh hóa của bộ kit API 50CHB 

TT Phản ứng Cơ chất  TT Phản ứng Cơ chất 

0  Đối chứng  25 ESC Esculin 

1 GLY Glycerol  26 SAL Salicin 

2 ERY Erythritol  27 CEL D-cellobiose 

3 DARA D-arabinose  28 MAL D-manltose 

4 LARA L-arabinose  29 LAC D-lactose 

5 RIB D-ribose  30 MEL D-melibiose 

6 DXYL D- xylose  31 SAC D-saccharose 

7 LXYL L- Xylose  32 TRE D-trehalose 

8 ADO D-adonitol  33 INU Inulin 
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9 MDX 
Metyl--D-

xylopyranoside 

 
34 MLZ D-melezitose 

10 GAL D-galactose  35 RAF D-raffinose 

11 GLU D-glucose  36 AMD Amidon 

12 RRU D-fructose  37 GLYG Glycogene 

13 MNE D-manose  38 XLT Xylitol 
14 SBE L-sorbose  39 GENE Genetiobiose 

15 RHA L-rhamnose  40 TUR D-turanose 

16 DUL Dulcitol  41 LYX D-lyxose 

17 INO Inositol  42 TAG D-tagatose 

18 MAN D-manitol  43 DFUC D-fucose 

19 SOR D-sorbitol  44 LFUC L-Fucose 

20 MDM 
Metyl--D- 

manopyranoside 

 
45 DARL D-arabitol 

21 MDG 
Metyl--D-

glucopyranside 

 
46 LARL L-arabitol 

22 NAG 
N-Acetyl-

Glucosamine 

 
47 GNT 

Potassium 
gluconate 

23 AMY Amygdalin 
 

48 2KG 
Potassium 2-
ketogluconate 

24 ARB Arbutin 
 

49 5KG 
Potassium 5-
ketogluconate 
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Phụ lục 3. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các chủng vi khuẩn khảo sát 

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Tên mẫu N Mean Grouping 

TSD5 3 8.923 A      

TSL5 3 8.8973 A      

TSL6 3 8.497 A B     

DTA1 3 8.347 A B     

TSL3 3 7.8700  B     

TSL2 3 6.2967   C    

DTA3 3 5.0683    D   

TSD1 3 3.9633     E  

TSD3 3 2.9700      F 

TSD2 3 2.9700      F 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Tukey Pairwise Comparisons 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

Tên mẫu N Mean Grouping 

DTA1 3 1.3067 A    

TSL6 3 1.2733 A    

TSD5 3 1.2467 A    

TSL5 3 1.1790 A    

TSL3 3 0.8630  B   

TSL2 3 0.32500   C  

TSD1 3 0.06833    D 

TSD2 3 0.05667    D 

DTA3 3 0.05067    D 

TSD3 3 0.04533    D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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Phụ lục 4. Kết quả kiểm tra khả năng sử dụng các nguồn carbon của B. velezensis 
DTA1 sử dụng kit API® 50CHB ӣ các thời điểm bắt đầu (A) và sau 48 giờ ủ (B). 

  
(+): chuyển từ đỏ sang vàng (riêng esculin là từ tím sang đen); (-): không đổi màu; 

(±): chưa rõ có đổi màu không.  
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Phụ lục 5. Khả năng sinh trưӣng của chủng B. velezensis DTA1 ӣ nồng độ muối 
NaCl/MgSO4 từ 0 -17,5% (w/v) (A), nồng độ kim loại nặng Cd, Hg, Cr, Co, As 1-
128 µg/mL (B) và Pb, Zn, Fe từ 150–1050 µg/mL (C). “–”: đối chứng âm (môi trường 
LB không có vi khuẩn), “+”: đối chứng dương (môi trường LB có vi khuẩn). 

A 

 

B 

 

C 
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Phụ lục 6. Ảnh điện di mẫu DNA DTA1 trên gel agarose 0,8% (A); Tổng hợp các 
chỉ số đánh giá chất lượng lắp ráp bộ gen dựa trên QUAST và BUSCO (B) 

 

 

 

Ảnh điện di mẫu DNA 
DTA1 trên gel agarose 
0,8%, M: Marker 1Kb; 
1: mẫu DNA DTA1  

A 

B 
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Phụ lục 7. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các môi trường nuôi cấy khảo sát. 

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Môi trường N Mean Grouping 

TB 3 15.913 A      

LB 3 9.310  B     

ISP2 3 8.5800   C    

YPM 3 7.2567    D   

NB 3 4.2833     E  

YM 3 1.9633      F 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Môi trường N Mean Grouping 

TB 3 9.220 A     

YPM 3 2.5500  B    

ISP2 3 1.8600   C   

NB 3 1.3133    D  

LB 3 1.03333     E 

YM 3 0.7700     E 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 8. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các nguồn carbon khảo sát. 

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nguồn 
Carbon 1% N Mean Grouping 

L-rhamnose 3 24.783 A             

Mannose 3 24.413 A             

Cellobiose 3 23.720 A             

Sucrose 3 23.513 A             

Trehalose 3 20.610   B           

D-fructose 3 20.247   B C         
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D-xylose 3 19.8600   B C D       

D-maltose 3 19.8433   B C D       

D-glucose 3 19.290   B C D E     

L-arabinose 3 18.9933     C D E F   

Lactose 3 18.460       D E F   

Manitol 3 18.1333         E F   

D-galactose 3 17.637           F   

Đối chứng 3 15.877             G 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nguồn Carbon 1% N Mean Grouping 

Sucrose 3 12.703 A         

D-galactose 3 11.877   B       

Cellobiose 3 11.700   B       

D-fructose 3 11.697   B       

Mannose 3 11.667   B       

D-glucose 3 11.453   B       

D-maltose 3 10.217     C     

L-arabinose 3 10.057     C     

Lactose 3 9.543     C D   

L-rhamnose 3 9.4433     C D   

Đối chứng 3 9.2133       D   

D-xylose 3 9.1400       D   

Manitol 3 8.9700       D   

Trehalose 3 6.887         E 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 9. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các nồng độ sucrose khảo sát. 

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Hàm lượng Succrose (%) N Mean Grouping 

2.5 3 24.357 A       

1.0 3 22.667   B     
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5.0 3 22.620   B     

7.5 3 19.273     C   

0.5 3 18.560     C   

10.0 3 13.187       D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Hàm lượng Succrose (%) N Mean Grouping 

5.0 3 16.250 A         

7.5 3 15.9700 A         

2.5 3 14.127   B       

10.0 3 13.323     C     

1.0 3 12.547       D   

0.5 3 10.747         E 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 10. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các nguồn Nito khảo sát.  

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nguồn N (1%) N Mean Grouping 

Casein 3 26.213 A   

NH4NO3 3 23.130  B  

Đối chứng 3 22.563  B  

NH4Cl 3 18.070   C 

(NH4)2SO4 3 16.947   C 

Urea 3 16.913   C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nguồn N (1%) N Mean Grouping 

Đối chứng 3 16.220 A   

NH4NO3 3 15.667 A   

Casein 3 11.9733  B  

(NH4)2SO4 3 11.707  B C 
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NH4Cl 3 11.410  B C 

Urea 3 10.630   C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 11. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các nguồn muối khoáng khảo sát  

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nguồn muối khoáng 0,5% N Mean Grouping 

FeSO4 3 28.157 A    

NaCl 3 25.880  B   

Đối chứng 3 22.693   C  

MgSO4 3 21.337   C  

ZnSO4 3 17.513    D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nguồn muối khoáng 0,5% N Mean Grouping 

NaCl 3 18.9667 A    

ZnSO4 3 17.653  B   

MgSO4 3 17.167  B C  

Đối chứng 3 16.167   C  

FeSO4 3 9.033    D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 12. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các nồng độ NaCl khảo sát    

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nồng độ NaCl (%) N Mean Grouping 

1.00 3 28.027 A             

0.50 3 25.863   B           

0.25 3 25.503   B C         

3.00 3 24.430     C         

5.00 3 19.207       D       

8.00 3 9.407         E     

12.50 3 2.600           F   



16 

 

15.00 3 0.03667             G 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nồng độ NaCl (%) N Mean Grouping 

3.00 3 22.9567 A             

1.00 3 20.550   B           

5.00 3 20.427   B           

0.50 3 18.950     C         

0.25 3 17.380       D       

8.00 3 11.9767         E     

12.50 3 4.547           F   

15.00 3 0.1133             G 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 13. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các giá trị pH khảo sát.  

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Độ pH N Mean Grouping 

pH9 3 28.307 A       

pH8 3 26.247  B      

Đối chứng pH7 3 24.403   C     

pH6 3 16.157    D    

pH5 3 8.230     E   

pH10 3 7.177     E   

pH4 3 2.8633      F  

pH11 3 0.6433       G 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Độ pH N Mean Grouping 

pH8 3 25.380 A       

Đối chứng pH7 3 22.783  B      

pH9 3 19.167   C     

pH6 3 14.000    D    
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pH5 3 9.0733     E   

pH4 3 5.877      F  

pH10 3 5.1300      F  

pH11 3 1.643       G 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 14. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các tốc độ lắc khảo sát  

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Tốc độ lắc N Mean Grouping 

200 3 28.643 A    

150 3 26.190  B   

250 3 21.503   C  

100 3 18.053    D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Tốc độ lắc N Mean Grouping 

150 3 25.287 A   

200 3 19.000  B  

100 3 12.947   C 

250 3 11.993   C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 15. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các nhiệt độ  khảo sát  

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nhiệt độ (oC) N Mean Grouping 

37 3 28.887 A       

30 3 26.1133  B      

22 3 17.690   C     

42 3 9.0867    D    

15 3 9.083    D    

50 3 4.487     E   

10 3 3.1600     E   



18 

 

5 3 1.6533      F  

57 3 0.0733       G 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Nhiệt độ (oC) N Mean Grouping 

30 3 25.373 A       

37 3 18.073  B      

22 3 15.613   C     

42 3 9.187    D    

15 3 5.430     E   

50 3 4.890     E   

10 3 2.6967      F  

5 3 1.8600      F  

57 3 0.0733       G 

Means that do not share a letter are significantly different. 
 

Phụ lục 16. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các thời điểm thu mẫu khảo sát. 

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

 

 

 

 

 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Thời gian (giờ) N Mean Grouping 

72 3 27.350 A     

60 3 26.057 A B    

84 3 25.727 A B    

48 3 24.943  B    

36 3 21.810   C   

Thời gian (giờ) N Mean Grouping 

48 3 26.803 A    

60 3 26.293 A    

72 3 25.883 A    

84 3 24.963 A    

36 3 22.650  B   

24 3 15.873   C  

12 3 6.477    D 
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24 3 13.790    D  

12 3 6.050     E 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 17. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và hàm lượng EPS 
giữa các tỉ lệ tiếp giống khảo sát  

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Tỉ lệ tiếp giống N Mean Grouping 

5.0 3 18.873      A  

7.5 3 16.713        B  

2.5 3 16.560        B  

1.0 3 15.583         B  

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Tỉ lệ tiếp giống N Mean Grouping 

5.0 3 27.303 A  

2.5 3 24.097  B 

7.5 3 23.807  B 

1.0 3 22.857  B 

Means that do not share a letter are significantly different. 
 

Phụ lục 18. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về hàm lượng EPS khi khảo sát ảnh 
hưӣng của nguồn glucose và sucrose đến thành phần monosaccharide trong EPS ӣ 
chủng B. velezensis DTA1. 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Sugar source (g/L) N Mean Grouping 

Sucrose 50 3 30.390 A       

Sucrose 10 3 23.927   B     

Glucose 50 3 23.293   B     

Glucose 10 3 21.420     C   

Control 3 16.350       D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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Phụ lục 19. Kết quả phân tích HPLC của các mẫu monnosaccharide chuẩn và các 
mẫu thủy phân EPSDTA1 khi đánh giá ảnh hưӣng của nguồn đường glucose và 
sucrose. 

1. Mẫu monnosaccharide chuẩn  
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2. Mẫu thủy phân EPS từ môi trường TB, pH 8.46, NaCl 3,27%, không bổ sung 
đường. 
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3. Mẫu thủy phân EPS từ môi trường TB, pH 8.46, NaCl 3,27%, bổ sung glucose 
1%. 
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4. Mẫu thủy phân EPS từ môi trường TB, pH 8,46, NaCl 3,27%, bổ sung glucose 
5%. 
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5. Mẫu thủy phân EPS từ môi trường TB, pH 8,46, NaCl 3,27%,  bổ sung sucrose 
1%. 
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6. Mẫu thủy phân EPS từ môi trường TB, pH 8,46, NaCl 3,27%, bổ sung sucrose 
5%. 
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7. Mẫu thủy phân EPS từ điều kiện nuôi cấy tối ưu (TB, pH 8,46, NaCl 3,27%, 
sucrose 7,26 %) 
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Phụ lục 20. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về giá trị OD600 và EPSDTA1 nuôi 
trong môi trường TB, pH 8,46, sucrose 72,6 g/L ӣ các điều kiện stress muối và/hoặc 
kim loại nặng.  

➢ OD600 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Điều kiện stress N Mean Grouping 

Đối chứng 3 22.933 A       

3% NaCl 3 20.607   B     

Thêm 1% NaCl, 1 µg/mL Co(NO3)2 , 
1 µg/mL Cd(NO3)2 

3 18.270     C   

Thêm 1% NaCl và các muối FeSO4 , 
CuSO4 , Ag2 SO4 , ZnCl2 , MgCl2 , 
MnSO4 đều ӣ mức 1 µg/mL  

3 16.887       D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ mEPS 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Điều kiện stress N Mean Grouping 

3% NaCl 3 30.783 A     

Thêm 1% NaCl, 1 µg/mL Co(NO3)2 , 1 
µg/mL Cd(NO3)2 

3 29.330   B   

Thêm 1% NaCl và các muối FeSO4 , 
CuSO4 , Ag2 SO4 , ZnCl2 , MgCl2 , 
MnSO4 đều ӣ mức 1 µg/mL  

3 28.727   B   

Đối chứng 3 19.273     C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
➢ Hàm lượng carbohydrate 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Điều kiện stress N Mean Grouping 

Thêm 1% NaCl và các muối FeSO4 , 
CuSO4 , Ag2 SO4 , ZnCl2 , MgCl2 , 
MnSO4 đều ӣ mức 1 µg/mL  

3 41.293 A     

3% NaCl 3 40.810 A     

Thêm 1% NaCl, 1 µg/mL Co(NO3)2 , 1 
µg/mL Cd(NO3)2 

3 37.833   B   

ĐC 3 19.340     C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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➢ Hàm lượng protein 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Điều kiện stress N Mean Grouping 

Thêm 1% NaCl và các muối FeSO4 , 
CuSO4 , Ag2 SO4 , ZnCl2 , MgCl2 , 
MnSO4 đều ӣ mức 1 µg/mL  

3 28.260 A     

Thêm 1% NaCl, 1 µg/mL Co(NO3)2 , 1 
µg/mL Cd(NO3)2 

3 26.580   B   

3% NaCl 3 25.903   B   

ĐC 3 12.063     C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
 

Phụ lục 21. Ý nghĩa sai khác thống kê giữa các giá trị độ mặn của các mẫu nước 
từ 4 thí nghiệm giảm độ mặn của đất  
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Thí nghiệm N Mean Grouping 

TN2 3 563.67  A         

TN4 3 535.27   B       

TN3 3 493.85      C     

TN1 3 62.36        D   

Means that do not share a letter are significantly different. 
 

Phụ lục 22. Ý nghĩa sai khác thống kê giữa các giá trị WHC của EPS DTA1. 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Thời gian (giờ) N Mean Grouping 

4 3 1764.04 A   

2 3 1762.20 A   

1 3 1001.80   B 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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Phụ lục 23. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về  tốc độ thấm nước của  5 thí 
nghiệm đánh giá khả năng giữ nước của đất được xử lý bằng EPS và dịch nuôi cấy 
chủng B. velezensis DTA1.  
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Thí nghiệm N Mean Grouping 

1 3 0.9433 A    

5 3 0.18352  B   

4 3 0.13816  B C  

3 3 0.12431   C  

2 3 0.04876    D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
  

Phụ lục 24. Ý nghĩa thông kê của các sai khác về  WHC của  5 thí nghiệm đánh giá 
khả năng giữ nước của đất được xử lý bằng EPS và dịch nuôi cấy chủng B. 
velezensis DTA1. 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Thí nghiệm N Mean Grouping 

5 3 66.311 A     

4 3 60.40  B    

3 3 53.721   C   

2 3 49.059    D  

1 3 33.165     E 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Phụ lục 25. Ý nghĩa thống kê của các sai khác về hàm lượng carbohydrate trong 
các mẫu đất thí nghiệm quy mô chậu vại. 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Thí nghiệm N Mean Grouping 

TN7 3 1120.8 A           

TN5 3 1045.34   B         

TN3 3 960.79     C       

TN6 3 725.544       D     

TN4 3 642.24         E   

TN2 3 633.75         E   

TN1 3 212.77           F 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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Phụ lục 26. Ý nghĩa thống kê các sai khác về WHC của các mẫu đất thí nghiệm ӣ 
các thời điểm sau tưới nước 

Sau 0 giờ tưới nước 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN7 3 38.33 A       

TN5 3 31.833   B     

TN6 3 30.500   B     

TN3 3 29.167   B C   

TN4 3 28.667   B C   

TN2 3 26.167     C   

TN1 3 18.50       D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Sau 24 giờ tưới nước 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN7 3 34.30 A       

TN6 3 28.167   B     

TN5 3 26.500   B     

TN3 3 25.167   B     

TN4 3 21.433     C   

TN2 3 19.50     C   

TN1 3 12.167       D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Sau 72 giờ tưới nước 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN7 3 31.00 A     

TN6 3 25.500  B    

TN5 3 23.467  B C   

TN3 3 21.667   C D  

TN4 3 19.667    D  
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TN2 3 18.167    D  

TN1 3 12.333     E 

Means that do not share a letter are significantly different. 
 

Phụ lục 27. Ý nghĩa của các sai khác giữa nồng độ NaCl trong đất ӣ các lô thí 
nghiệm 1, 6 và 7 trong thí nghiệm trồng cây trong chậu vại 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Thí nghiệm N Mean Grouping 

TN6 3 0.1600 A   

TN7 3 0.1533 A   

TN1 3 0.04333   B 

Means that do not share a letter are significantly different. 
 

Phụ lục 28. Kết quả so sánh ý nghĩa khác biệt ӣ một số chỉ tiêu rau mồng tơi ӣ 7 
thí nghiệm đánh giá khả năng giữ nước và giảm mặn của vi khuẩn sinh EPS trên 
quy mô chậu vại. 

Chỉ tiêu chiều dài rễ 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN3 3 23.43 A   

TN5 3 16.50 A B 

TN4 3 15.93 A B 

TN2 3 15.000 A B 

TN1 3 13.60   B 

TN7 3 10.33   B 

TN6 3 8.63   B 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Chỉ tiêu bề rộng bầu rễ 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN5 3 12.83 A     

TN3 3 10.667 A B   

TN4 3 9.667 A B C 

TN1 3 7.833 A B C 
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TN2 3 6.833   B C 

TN6 3 5.333     C 

TN7 3 4.667     C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Chỉ tiêu khối lượng bầu rễ 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN5 3 302.1 A     

TN3 3 184.7 A B   

TN4 3 173.4   B C 

TN7 3 96.03   B C 

TN2 3 64.9   B C 

TN1 3 61.6     C 

TN6 3 60.17     C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Chỉ tiêu chiều cao thân lá 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN5 3 26.43 A   

TN3 3 20.33 A B 

TN4 3 18.83 A B 

TN2 3 16.33 A B 

TN7 3 14.77 A B 

TN1 3 14.67 A B 

TN6 3 12.233   B 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Chỉ tiêu khối lượng thân lá 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN5 3 25.233 A       

TN3 3 22.833 A B     
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TN4 3 20.667   B     

TN2 3 14.733     C   

TN7 3 11.633       D 

TN1 3 10.667       D 

TN6 3 10.200       D 

Means that do not share a letter are significantly different. 
Chỉ tiêu số lượng lá 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Kí hiệu mẫu N Mean Grouping 

TN5 3 10.333 A     

TN4 3 10.333 A     

TN3 3 10.000 A     

TN1 3 8.000 A B   

TN2 3 7.00   B C 

TN7 3 6.333   B C 

TN6 3 5.333     C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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Phụ lục 29. Ý nghĩa của các sai khác giữa các chỉ số SPAD ӣ 7 lô Thí nghiệm trồng 
cây trong chậu 

Ngày thứ 0: 
Thí nghiệm     N     Mean     Grouping 

TN2                 3     33.567         A 

TN3                 3     32.867         A 

TN1                 3     32.800          A 

TN4                 3     32.200          A 

TN5                 3     32.067          A 

TN6                 3     31.933          A 

TN7                 3     31.400          A 

Ngày thứ 15: 
Thí nghiệm    N    Mean    Grouping 

TN5                3    41.133       A 

TN3                3    39.867       A 

TN2                3    38.767       A 

TN7                3    36.033       A   B 

TN4                3    36.033       A   B 

TN6                3    32.933             B 

TN1                3    32.600             B 

 

Ngày thứ 30: 
Thí nghiệm    N     Mean        Grouping 

TN5               3      45.667      A 

TN3               3      44.400      A  B 

TN4               3      42.767      A  B 

TN2               3      40.100           B 

TN7               3      34.000               C 

TN1               3      28.567                    D 

TN6               3      26.733                    D 
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Phụ lục 30. Hunh ảnh thử nghiệm trồng rau quy mô chậu tại Nhà lưới, Khu thực 
nghiệm và đào tạo nghề, Học viện Nông nghiệp Việt Nam 

 

Phụ lục 31. Hunh ảnh trồng rau trên đất cát san hô cải tạo quy mô đồng ruộng tại 
Nhà lưới, Trạm nghiên cứu thử nghiệm biển Đầm Báy 

 

 

 

 

 

 

 

 






































































































