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MỞ ĐẦU 

Ngày nay, ô nhiễm nhựa đang trở thành một trong những thách thức môi 

trường lớn nhất của con người, với hơn 400 triệu tấn nhựa được sản xuất hàng năm, 

phần lớn kết thúc ở đại dương và đất liền. Những mảnh nhựa vi mô xâm nhập vào 

chuỗi thức ăn, gây hại cho động vật hoang dã, cá voi và chim biển nuốt phải túi ni 

lông, dẫn đến cái chết hàng loạt. Nhựa phân hủy chậm, tồn tại hàng trăm năm và 

tích lũy trong cơ thể sinh vật biển. Nếu con người không có những hành động kịp 

thời để giảm thiểu rác thải nhựa dùng một lần và tái chế nhựa, ô nhiễm nhựa sẽ đe 

dọa hệ sinh thái toàn cầu. 

Polyhydroxyalkanoat (PHA) là một nhóm polymer sinh học phân hủy hoàn 

toàn, được sản xuất bởi nhiều vi khuẩn như Cupriavidus necator thông qua quá trình 

lên men đường hoặc lipid. PHA có tính chất tương tự nhựa tổng hợp với độ bền cơ 

học cao, tính dẻo và khả năng chống nước, nhưng phân hủy hoàn toàn trong môi 

trường tự nhiên chỉ trong vài tháng mà không gây độc. Ứng dụng phổ biến của PHA 

là làm bao bì thực phẩm, vật liệu y tế (chỉ khâu tự tiêu, màng bọc nông nghiệp)… 

giúp giảm thiểu ô nhiễm toàn cầu [1,2].  

Polyhydroxyalkanoat (PHA) nổi bật với các đặc tính vượt trội như độ bền cơ 

học cao (mô đun đàn hồi 2.5-3 GPa, cường độ kéo 35-40 MPa), có tính đàn hồi linh 

hoạt, khả năng chống thấm khí và hơi nước tốt (khoảng 560 g µm/m²/ngày), cùng 

nhiệt độ nóng chảy cao tương đương với nhựa hóa học. Chúng hoàn toàn phân hủy 

sinh học trong môi trường tự nhiên mà không để lại độc tố, biocompatible và có tính 

piezo điện, ứng dụng làm vật liệu y tế, bao bì thực phẩm và nông nghiệp. So với 

nhựa truyền thống, PHA thân thiện với môi trường hơn nhờ nguồn gốc sinh học và 

khả năng điều chỉnh tính chất qua thành phần monomer đa dạng [3].  

Nhiều loài vi khuẩn tổng hợp PHA như chất dự trữ carbon và năng lượng, nổi 

bật là Cupriavidus necator với năng suất cao, cùng Bacillus spp. (như Bacillus 

australimaris, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium), 

Pseudomonas aeruginosa và Alcaligenes sp., các loài ưa mặn như Halomonas 

alkaliantarctica, Halomonas sp. TD01, Haloferax mediterranei,... Những vi khuẩn 

này phát triển tốt trong điều kiện dư thừa carbon nhưng hạn chế ni-tơ, cho phép sản 

xuất công nghiệp hiệu quả từ nguyên liệu thải [4,5,6,7].  

Việt Nam, nằm trên vành đai địa chất năng động, sở hữu tiềm năng địa nhiệt 

đáng kể với hệ thống suối nước nóng và các hệ sinh thái địa nhiệt đặc trưng, phân 
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bố rộng khắp từ Bắc vào Nam và tập trung dọc theo các đứt gãy địa chất [8]. Các 

nguồn nước nóng này hình thành khi nước ngầm thẩm thấu sâu vào lòng đất, được 

làm nóng bởi nhiệt độ địa nhiệt rồi trồi lên bề mặt qua các khe nứt. Nhiệt độ nước ở 

các suối đa dạng, từ ấm (30-40°C), nóng vừa (41-60°C), đến rất nóng (61-100°C), 

thậm chí có những nguồn đạt trên 100°C [8]. Miền Bắc nổi bật với các suối như 

Kim Bôi (Hòa Bình), Mỹ Lâm (Tuyên Quang)…, trong khi đó, miền Trung có Sơn 

Kim (Hà Tĩnh), Thanh Tân (Thừa Thiên Huế)…, và miền Nam có Bình Châu (Bà 

Rịa – Vũng Tàu), Đam Rông (Lâm Đồng). Suối nước nóng Quảng Nguyên, hay còn 

gọi là suối khoáng nóng Nặm Choong, là một điểm đến thiên nhiên độc đáo tại xã 

Quảng Nguyên, huyện Xín Mần, tỉnh Hà Giang. Vi khuẩn và vi khuẩn cổ ưa nhiệt 

(thermophiles) và ưa siêu nhiệt (hyperthermophiles) chiếm ưu thế, sở hữu các 

enzyme bền nhiệt (thermozymes) giúp chúng duy trì hoạt động trao đổi chất. Bên 

cạnh đó, các vi sinh vật ưa axit, ưa kiềm hoặc ưa kim loại nặng cũng thường được 

tìm thấy.  

Dựa vào điều kiện lên men giúp tránh sự tạp nhiễm của các vi khuẩn ưa ấm 

và điều kiện phù hợp của suối nước nóng Quảng Nguyên cho vi khuẩn ưa nhiệt sinh 

tổng hợp PHA và các công bố về vi sinh vật ưa nhiệt sinh tổng hợp nhựa sinh học ở 

Việt Nam còn hạn chế, đề tài “Nghiên cứu phân lập và sàng lọc các chủng vi khuẩn 

ưa nhiệt ở suối nước nóng Quảng Nguyên, Hà Giang có khả năng sinh tổng hợp 

polyhydroxyalkanoat” được thực hiện để tìm và thu nhận được các chủng vi khuẩn 

ưa nhiệt ở suối nước nóng Quảng Nguyên, Hà Giang có khả năng tích lũy nhựa sinh 

học PHA. Từ đó, có thể thu nhận nhựa PHA từ các chủng vi khuẩn ưa nhiệt đã được 

tuyển chọn. PHA thu nhận được là cơ sở cho các nghiên cứu tiếp theo ứng dụng 

nhựa sinh học PHA vào đời sống con người.    

Mục tiêu nghiên cứu của luận văn là: 

- Thu nhận được các chủng vi khuẩn ưa nhiệt ở suối nước nóng Quảng 

Nguyên, Hà Giang có khả năng tích lũy nhựa PHA. 

- Xác định điều kiện lên men để thu nhận PHA từ các chủng vi khuẩn ưa 

nhiệt đã tuyển chọn và đánh giá các đặc tính cơ lý của PHA thu được.  
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tổng quan về polyhydroxyalkanoat (PHA) 

1.1.1. Khái niệm về nhựa sinh học PHA 

Polyhydroxyalkanoat (PHA) là họ polyester sinh học được sản xuất tự nhiên bởi 

nhiều loài vi khuẩn dưới dạng hạt ngưng tụ nội bào (carbonosomes), đóng vai trò 

như chất dự trữ carbon và năng lượng trong điều kiện dư thừa carbon nhưng hạn chế 

nitơ, photpho hoặc oxy [9]. Được phát hiện lần đầu vào năm 1926 bởi Maurice 

Lemoigne, PHA bao gồm hơn 150 monomer hydroxyalkanoic khác nhau (từ C3-

C14), tạo nên một phổ tính chất đa dạng, từ loại cứng giòn như polystyrene đến loại 

đàn hồi như cao su (P(3HB-co-3HHx)), tùy thuộc vào tỷ lệ đồng trùng hợp và điều 

kiện nuôi cấy [10]. Không giống acid polylactic cần ủ phân hữu cơ công nghiệp, 

PHA phân hủy sinh học trong môi trường tự nhiên (đất, nước ngọt, nước mặn, bùn 

hoạt tính) bởi nhiều loài vi sinh vật, chuyển hóa hoàn toàn thành CO2, H2O và sinh 

khối mà không tạo microplastic hay độc tố [11]. Với tính tương thích sinh học cao, 

PHA được FDA phê duyệt cho các ứng dụng y tế như sản xuất chỉ khâu tự tiêu, viên 

nén phóng thích thuốc và vật liệu cấy ghép, đồng thời là giải pháp thay thế bền vững 

cho các thành phần nhựa hóa học trong bao bì thực phẩm, túi ni lông, khay nông 

nghiệp và sản phẩm dùng một lần [12]. 

Bên cạnh những ưu điểm về môi trường, PHA còn nhận được sự quan tâm đặc 

biệt do có nguồn gốc hoàn toàn từ các quá trình sinh học. Nhiều chủng vi khuẩn có 

khả năng tổng hợp PHA từ các nguồn cơ chất tái tạo như đường, tinh bột, dầu thực 

vật, glycerol thô hoặc các phụ phẩm nông nghiệp và công nghiệp thực phẩm. Điều 

này tạo ra cơ hội xây dựng các quy trình sản xuất vật liệu theo hướng kinh tế tuần 

hoàn, vừa tận dụng nguồn chất thải hữu cơ vừa giảm sự phụ thuộc vào tài nguyên 

hóa thạch. Trong bối cảnh ô nhiễm nhựa đang trở thành vấn đề môi trường toàn cầu, 

PHA được đánh giá là một trong những vật liệu sinh học có triển vọng phát triển 

mạnh mẽ trong tương lai nhờ khả năng cân bằng giữa hiệu năng sử dụng và tính bền 

vững môi trường. 
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Hình 1.1. Cấu trúc nhựa sinh học PHA [13]. 

1.1.2. Phân loại nhựa sinh học PHA 

Nhựa sinh học PHA được phân loại chủ yếu dựa trên độ dài chuỗi carbon của 

các monomer hydroxyalkanoic (R-3-hydroxyalkanoates) tạo nên các nhóm có tính 

chất vật lý khác biệt rõ rệt. Nhóm ngắn chuỗi (scl-PHA, C3-C5) bao gồm 

polyhydroxybutyrate (PHB - C4, cứng giòn như polystyrene, Tm 175°C, độ kết tinh 

cao > 60%) và polyhydroxybutyrate-co-valerate (PHBV - C3-C5, cải thiện độ dẻo 

bằng 5% HV) [14]. Nhóm chuỗi trung bình (mcl-PHA, C6-C14) như 

P(3HO/3HHx/3HA) có tính đàn hồi cao (độ kéo dài > 400%), điểm nóng chảy thấp 

(40-60°C), phù hợp để làm elastomer và màng mỏng. Nhóm chuỗi dài (lcl-PHA, 

>C14) hiếm gặp hơn, có độ nhớt cao và tính chất giống sáp, nên ít được ứng dụng 

trong công nghiệp. Ngoài ra, PHA còn được phân loại theo cấu trúc bên (R group): 

thẳng, phân nhánh, không bão hòa hoặc halogen thay thế, với hơn 150 monomer đã 

biết, cho phép điều chỉnh tính chất từ nhiệt dẻo đến cao su thông qua quá trình đồng 

trùng hợp [15]. 

Ngoài phân loại theo độ dài chuỗi carbon, sự khác biệt về tỷ lệ đồng trùng hợp 

giữa các monomer cũng đóng vai trò quan trọng trong việc xác định tính chất cuối 

cùng của vật liệu PHA. Chỉ cần thay đổi tỷ lệ giữa các đơn vị monomer như 3-

hydroxybutyrate (3HB) và 3-hydroxyvalerate (3HV), hoặc bổ sung các monomer 

chuỗi dài hơn, vật liệu thu được có thể chuyển đổi từ trạng thái giòn, cứng sang 

mềm dẻo và đàn hồi hơn đáng kể. Điều này cho thấy PHA không phải là một 

polymer đơn lẻ mà là một họ vật liệu có khả năng “thiết kế phân tử” linh hoạt thông 

qua kiểm soát sinh học trong quá trình nuôi cấy vi sinh vật. 

Bên cạnh yếu tố cấu trúc monomer, điều kiện nuôi cấy vi sinh vật cũng ảnh 

hưởng trực tiếp đến sự phân loại và tính chất của PHA thu được. Các yếu tố như 

nguồn carbon, tỷ lệ C/N, nhiệt độ và mức độ oxy hòa tan có thể làm thay đổi đáng 
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kể thành phần monomer tích lũy trong tế bào. Trong điều kiện thiếu dinh dưỡng 

nhưng dư thừa nguồn carbon, vi sinh vật thường ưu tiên tích lũy PHA như một cơ 

chế sinh tồn, đồng thời có thể điều chỉnh loại monomer được tổng hợp tùy theo cơ 

chất cung cấp. Điều này dẫn đến sự đa dạng lớn trong cấu trúc PHA ngay cả khi sử 

dụng cùng một chủng vi sinh vật. 

Sự đa dạng trong cấu trúc của PHA cũng tạo ra sự khác biệt rõ rệt về tính chất 

nhiệt và cơ học giữa các nhóm polymer. PHA mạch ngắn thường có độ kết tinh cao, 

dẫn đến tính giòn và độ cứng lớn, trong khi PHA mạch trung bình có độ kết tinh 

thấp hơn nhưng lại thể hiện tính đàn hồi vượt trội. Ngược lại, các PHA mạch dài có 

cấu trúc ít trật tự hơn, làm giảm nhiệt độ chuyển pha và tăng tính mềm dẻo nhưng 

đồng thời hạn chế khả năng ứng dụng do độ ổn định cơ học thấp. Sự tương quan 

giữa cấu trúc và tính chất này là cơ sở quan trọng để lựa chọn loại PHA phù hợp cho 

từng ứng dụng cụ thể trong thực tế. 

1.1.3. Đặc tính hóa lý của một số loại PHA 

Các loại PHA khác nhau thể hiện sự đa dạng rõ rệt về đặc tính hóa lý, phụ thuộc 

chủ yếu vào thành phần monomer và mức độ kết tinh của polymer. 

Polyhydroxybutyrate (PHB) thuộc nhóm PHA mạch ngắn (scl-PHA), có điểm 

nóng chảy cao khoảng 175°C, độ kết tinh 60-80%, mô đun Young 3.5-4 GPa, độ 

bền kéo 40 MPa nhưng giòn, với độ giãn dài chỉ 3-8%, hệ số thấm O2 thấp (7.9 × 

10⁻¹³ cm³ cm/cm² s Pa) và Tg khoảng 2-5°C [16]. Polyhydroxybutyrate-co-valerate 

(PHBV) cải thiện đáng kể: Tm giảm xuống 120-160°C (tùy tỉ lệ của monomer 3HV 

5-20%), độ giãn dài tăng 50-200%, độ bền va đập cao hơn PHB, hệ số thấm nước 

hơi thấp hơn (≈ 3 g mm/m² ngày), phù hợp với gia công đùn ép. Nhóm PHA mạch 

trung bình (mcl-PHA) như P(3HO/3HHx) thể hiện tính đàn hồi cao với độ giãn dài 

> 400%, Tm 40 - 60°C, mô đun đàn hồi thấp 5 - 20 MPa, độ bền kéo 10-20 MPa, hệ 

số thấm khí cao hơn (O2: 1.5 × 10⁻¹¹ cm³ cm/cm² s Pa) và tính chất elastomer lý 

tưởng cho màng co giãn [17]. 
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Hình 1.2. Cấu trúc của polyhydroxybutyrate (PHB) [18]. 

Polyhydroxybutyrate (PHB) có điểm nóng chảy cao 175°C, Tg 2-5°C, độ kết 

tinh 60-80%, mô đun Young 3.5-4 GPa, độ bền kéo 40 MPa nhưng giòn (độ giãn dài 

3-8%), hệ số thấm O₂ thấp 7.9 × 10⁻¹³ cm³ cm/cm² s Pa, chống UV tốt, tan trong 

chloroform. P(3HB-co-3HV) cải thiện đáng kể với Tm giảm 120-160°C (tùy 3-20% 

3HV), độ giãn dài tăng 50-200%, độ bền va đập cao hơn, hệ số thấm hơi nước ≈ 3 g 

mm/m² ngày, độ kết tinh giảm 38-55%, phù hợp đùn ép và ứng dụng trong sản xuất 

bao bì [18]. PHA terpolymer như P(3HB-co-3HV-co-4HV) có độ kết tinh thấp hơn 

(38-49%), Mn 45-87 kDa, Mw 201-248 kDa, độ xốp bề mặt cao, độ nhám tăng theo 

tỷ lệ 4HV, tính đàn hồi tốt hơn PHB và tốc độ phân hủy sinh học nhanh hơn trong 

môi trường sống [19]. 

Polyhydroxybutyrate (PHB) là loại PHA đơn giản nhất với cấu trúc [-O-

CH(CH₃)-CH₂-C(O)-]ₙ, có điểm nóng chảy cao 170-180°C, nhiệt độ thủy tinh hóa 

Tg 0-5°C, độ kết tinh cao 60-80%, mô đun đàn hồi 3.5-4 GPa, độ bền kéo 28-45 

MPa nhưng giòn với độ giãn dài chỉ 3-8% [20]. PHB có hệ số thấm oxy thấp (7.9 × 

10⁻¹³ cm³ cm/cm² s Pa), chống tia UV tốt, ổn định nhiệt độ lên đến 200°C, tan trong 

chloroform và dichloromethane, trọng lượng phân tử trung bình Mw 200-1000 kDa. 

Tính chất này làm PHB phù hợp cho vật liệu cứng nhưng hạn chế bởi độ giòn và 

khó gia công [20]. 

Khác với PHB, polyhydroxybutyrate-co-valerate (PHBV) thể hiện sự cải thiện 

đáng kể về tính chất cơ học nhờ sự xuất hiện của đơn vị 3-hydroxyvalerate trong 

chuỗi polymer. Sự đồng trùng hợp này làm giảm độ kết tinh của vật liệu, từ đó tăng 

độ dẻo và khả năng chịu va đập so với PHB thuần. PHBV cũng có nhiệt độ nóng 

chảy thấp hơn và khả năng gia công tốt hơn, giúp mở rộng phạm vi ứng dụng trong 

bao bì thực phẩm và vật liệu dùng một lần.  

P(3HB-co-3HV) có cấu trúc đồng trùng hợp 3-hydroxybutyrate (3HB) và 3-
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hydroxyvalerate (3HV), với Tm giảm theo tỷ lệ 3HV: 175°C (0% HV) → 100°C 

(20% HV), độ giãn dài cải thiện đáng kể 50-200% (so với 3-8% của PHB), độ kết 

tinh giảm 38-55%. Độ bền va đập tăng, hệ số thấm hơi nước thấp ≈ 3 g mm/m² ngày, 

mô đun đàn hồi 1-2 GPa, phù hợp đùn ép và ép phun. Tỷ lệ 3HV 5-15% tối ưu cho 

bao bì thực phẩm và màng nông nghiệp nhờ cân bằng độ cứng, dẻo [19]. 

 

Hình 1.3. Cấu trúc của P(3HB-co-3HV) [20]. 

PHA Terpolymer như P(3HB-co-3HV-co-4HV) có độ kết tinh thấp hơn (38-

49%), trọng lượng phân tử Mn 45-87 kDa, Mw 201-248 kDa, độ nhám bề mặt tăng 

theo tỷ lệ 4HV, tạo độ xốp cao và tính đàn hồi vượt trội so với PHB/PHBV. Tốc độ 

phân hủy sinh học nhanh hơn nhờ cấu trúc không đều, hệ số thấm khí cao hơn (O2 

permeability tăng), điểm nóng chảy phụ thuộc thành phần nhưng thường 110-140°C. 

Terpolymer lý tưởng cho ứng dụng y tế đển sản xuất màng cấy ghép và bao bì cần 

độ dẻo cao [21]. 

Ngoài các tính chất cơ học, đặc tính nhiệt và khả năng xử lý của các loại PHA 

cũng có sự khác biệt đáng kể. PHB có nhiệt độ nóng chảy tương đối cao nhưng 

khoảng chênh lệch giữa nhiệt độ nóng chảy và nhiệt độ phân hủy lại nhỏ, gây khó 

khăn trong quá trình gia công nhiệt. Trong khi đó, PHBV và mcl-PHA có khoảng 

nhiệt độ gia công rộng hơn, giúp quá trình ép phun, đùn hoặc tạo màng trở nên 

thuận lợi hơn. Sự khác biệt này là yếu tố quan trọng khi lựa chọn loại PHA phù hợp 

cho từng ứng dụng công nghiệp cụ thể.  

1.1.4. Ứng dụng của nhựa sinh học PHA 

Nhờ sự kết hợp giữa tính phân hủy sinh học, khả năng tương thích sinh học và 

nguồn gốc tái tạo, PHA được xem là một trong những nhóm vật liệu polymer sinh 

học có phạm vi ứng dụng đa dạng nhất hiện nay. Không chỉ thay thế các loại nhựa 
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có nguồn gốc dầu mỏ trong những sản phẩm sử dụng ngắn hạn, PHA còn được 

nghiên cứu và phát triển cho nhiều ứng dụng có giá trị gia tăng cao trong y học, 

nông nghiệp, bao bì thực phẩm và công nghiệp kỹ thuật. Khả năng điều chỉnh tính 

chất cơ học thông qua thay đổi thành phần monomer cho phép tạo ra các loại PHA 

có độ cứng, độ dẻo và tốc độ phân hủy khác nhau, đáp ứng yêu cầu của nhiều lĩnh 

vực ứng dụng chuyên biệt. 

PHA được ứng dụng rộng rãi trong y tế nhờ tính tương thích sinh học vượt trội 

và khả năng phân hủy hoàn toàn trong cơ thể. Chúng tạo thành chỉ khâu tự tiêu 

(surgical sutures), hệ thống phóng thích thuốc kiểm soát (controlled drug delivery) 

như viên nén sinh học và hạt nano mang thuốc ung thư. Màng cấy ghép 

xương/khớp, giá đỡ mô (tissue engineering scaffolds) từ P(3HB-co-3HHx) hỗ trợ tái 

tạo sụn, dây chằng nhờ tính đàn hồi và độ xốp lý tưởng. Vật liệu chỉnh hình như đĩa 

nẹp xương, stent mạch máu phân hủy sau 6-12 tháng cũng được FDA phê duyệt 

[22]. 

Một trong những ưu điểm nổi bật giúp PHA được quan tâm trong lĩnh vực vật 

liệu sinh học là khả năng phân hủy thành các sản phẩm không gây độc cho môi 

trường và cơ thể sống. So với nhiều polymer truyền thống, PHA có thể được xử lý 

sau sử dụng thông qua các quá trình sinh học tự nhiên mà không tạo ra lượng lớn 

chất thải tồn lưu lâu dài. Đặc điểm này không những làm tăng giá trị ứng dụng của 

vật liệu mà còn phù hợp với xu hướng phát triển các sản phẩm thân thiện với môi 

trường và nền kinh tế tuần hoàn đang được thúc đẩy trên phạm vi toàn cầu.  

Trong bao bì, PHA thay thế nhựa PE/PP truyền thống nhờ khả năng chống thấm 

khí O₂ (barrier properties) tương đương PET nhưng phân hủy sinh học 100%. Màng 

bọc thịt cá tươi, khay đựng thực phẩm, túi mua sắm siêu thị từ PHBV có độ trong 

suốt cao, chống dầu mỡ và hơi nước hiệu quả. Túi rác hữu cơ, cốc/chén dùng một 

lần phân hủy hoàn toàn trong bãi chôn lấp công nghiệp hoặc môi trường biển trong 

3 - 6 tháng, giảm lượng vi nhựa đáng kể [23]. 

Nông nghiệp sử dụng PHA làm màng phủ đất (mulch films) phân hủy tự nhiên 

sau vụ mùa, loại bỏ nhu cầu thu gom thủ công. Lưới đánh cá, dây buộc cây trồng, 

khay gieo hạt từ mcl-PHA chịu nước mặn và phân hủy trong đại dương sau 1-2 

năm. Ống tưới nhỏ giọt sinh học giảm tắc nghẽn và ô nhiễm đất, thay thế PVC 

truyền thống ở các nước nhiệt đới [24]. PHA làm lớp phủ giấy chống dầu mỡ cho 

hộp thức ăn nhanh, chất kết dính sinh học trong gỗ ép, sợi dệt may (PHA fibers) 

kháng khuẩn tự nhiên. Làm phụ gia tương thích cho nhựa composite PLA/PBS, cải 
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thiện độ dai va đập. Trong điện tử, màng cách điện sinh học và vỏ pin phân hủy 

đang được nghiên cứu thương mại hóa [24]. 

 

Hình 1.4. Ứng dụng của PHA trong đời sống [24]. 

Bên cạnh các ứng dụng thương mại đã được triển khai, nhiều hướng nghiên cứu 

mới về PHA vẫn đang tiếp tục được phát triển nhằm mở rộng phạm vi sử dụng của 

vật liệu này. Các nghiên cứu tập trung vào việc cải thiện tính chất cơ học, giảm giá 

thành sản xuất và kết hợp PHA với các vật liệu sinh học khác để tạo ra các hệ vật 

liệu đa chức năng. Sự phát triển của công nghệ lên men vi sinh vật và các quy trình 

thu hồi polymer hiệu quả hơn được kỳ vọng sẽ thúc đẩy quá trình thương mại hóa 

PHA ở quy mô lớn, góp phần thay thế dần các loại nhựa hóa dầu trong nhiều lĩnh 

vực sản xuất và tiêu dùng.  

1.2. Các vi sinh vật ưa nhiệt có khả năng tổng hợp PHA và các loại PHA 

thu nhận được 

1.2.1. Các vi sinh vật ưa nhiệt có khả năng sinh tổng hợp PHA 

Vi sinh vật ưa nhiệt là nhóm sinh vật có khả năng sinh trưởng và phát triển tối 

ưu ở nhiệt độ cao, thường trong khoảng từ 45–80°C. Sự thích nghi với điều kiện 

nhiệt độ khắc nghiệt giúp các vi sinh vật này sở hữu hệ enzyme bền nhiệt cùng các 

cơ chế bảo vệ tế bào đặc biệt, cho phép duy trì hoạt động trao đổi chất trong môi 

trường mà nhiều vi sinh vật thông thường không thể tồn tại. Trong những năm gần 

đây, các chủng vi sinh vật ưa nhiệt đã thu hút sự quan tâm đáng kể trong lĩnh vực 

công nghệ sinh học do tiềm năng ứng dụng trong sản xuất enzyme công nghiệp, 

nhiên liệu sinh học và đặc biệt là sinh tổng hợp PHA. 
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Vi sinh vật ưa nhiệt là những loài có khả năng sinh trưởng và hoạt động ở nhiệt 

độ cao (thường từ 40 – 60 oC hoặc hơn) và một số chủng trong số chúng có thể sinh 

tổng hợp polyhydroxyalkanoat (PHA) [25]. Vi sinh vật ưa nhiệt sản xuất PHA 

thường thuộc các chi Pseudomonas hoặc Bacillus, có khả năng tích lũy PHA dưới 

dạng hạt dự trữ carbon khi môi trường dư thừa nguồn C nhưng hạn chế N, P hoặc S. 

Đây là những vi sinh vật chịu nhiệt tốt, giúp quá trình lên men không bị lẫn tạp các 

vi sinh vật khác. Ví dụ, chủng Pseudomonas sp. SG4502 có thể sản xuất PHA mạch 

trung bình (mcl-PHA) từ phụ phẩm biodiesel ở 45 – 55 oC [26]. 

Trong lĩnh vực vật liệu bền vững, việc ứng dụng vi khuẩn ưa nhiệt trong sản 

xuất nhựa sinh học được xem là một bước đột phá quan trọng nhờ khả năng chuyển 

hóa hiệu quả các nguồn nguyên liệu tái tạo thành PHA có giá trị [21, 22]. Các vi 

sinh vật ưa nhiệt có thể sử dụng đa dạng nguồn carbon, bao gồm cả sinh khối 

lignocellulose, để tổng hợp nhựa sinh học với hiệu suất cao. Nhiều nghiên cứu cho 

thấy chúng có thể đạt hàm lượng PHA lên tới 75% sinh khối tế bào trong điều kiện 

tối ưu, trong đó glucose thường được sử dụng như nguồn carbon chủ yếu do khả 

năng chuyển hóa mạnh thành PHB - dạng PHA phổ biến nhất [25]. Những nghiên 

cứu tiên phong trong công nghệ sinh học vi sinh vật ưa nhiệt đã ghi nhận nhiều tiến 

bộ đáng kể trong quá trình tổng hợp PHA, qua đó khẳng định tiềm năng của nhóm 

vi khuẩn này. Chẳng hạn, các chủng Cupriavidus cauae PHS1 và Geobacillus 

stearothermophilus đã chứng minh khả năng sản xuất PHA từ nhiều loại cơ chất 

khác nhau ở nhiệt độ cao, giúp giảm nguy cơ nhiễm tạp và nâng cao hiệu suất sinh 

tổng hợp. Đặc biệt, C. cauae PHS1 được xem là một lựa chọn thay thế tiềm năng 

cho các vi khuẩn sinh PHA ưa ấm nhờ khả năng tổng hợp polyhydroxybutyrate hiệu 

quả từ acetate và phenol ở 45 °C khi sử dụng gluconate làm cơ chất. Bên cạnh đó, 

chủng G. stearothermophilus K4E3_SPR_NPP đã được ứng dụng thành công trong 

sản xuất PHA từ nước thải ngành công nghiệp sữa, cho thấy khả năng tận dụng các 

nguồn cơ chất giá rẻ [25]. Tương tự, Aneurinibacillus sp. H1 có khả năng chuyển 

hóa glycerol thành poly(3-hydroxybutyrate) cùng các copolymer chứa tỷ lệ mol 

đáng kể của 3-hydroxyvalerate và 4-hydroxybutyrate trong điều kiện tối ưu ở 45 °C 

[23, 24]. Ngoài ra, Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 - một vi khuẩn ưa 

nhiệt mức độ trung bình - sở hữu hệ gen thể hiện tính đa dạng chuyển hóa cao, cho 

phép sử dụng nhiều loại cơ chất như lignocellulose và glycerol cho quá trình sản 

xuất PHA [26]. 

So với các vi sinh vật sinh tổng hợp PHA hoạt động ở nhiệt độ trung bình, các 

chủng ưa nhiệt mang lại nhiều lợi thế trong quá trình sản xuất ở quy mô công 
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nghiệp. Nhiệt độ nuôi cấy cao giúp giảm nguy cơ nhiễm tạp từ các vi sinh vật ngoại 

lai, từ đó giảm yêu cầu về điều kiện vô trùng nghiêm ngặt và chi phí vận hành hệ 

thống. Đồng thời, khả năng hoạt động ổn định của các enzyme liên quan đến quá 

trình tổng hợp PHA ở nhiệt độ cao có thể góp phần nâng cao hiệu suất chuyển hóa 

cơ chất và tích lũy polymer trong tế bào. Đây được xem là một hướng tiếp cận tiềm 

năng nhằm cải thiện tính kinh tế của quy trình sản xuất PHA sinh học. 

Ngoài ưu thế về điều kiện sinh trưởng, nhiều nghiên cứu còn cho thấy vi sinh 

vật ưa nhiệt có khả năng sử dụng đa dạng nguồn carbon, bao gồm các phụ phẩm 

nông nghiệp, chất thải hữu cơ và nguyên liệu tái tạo giá rẻ để sinh tổng hợp PHA. 

Đặc điểm này góp phần giảm chi phí nguyên liệu đầu vào, vốn được xem là một 

trong những yếu tố ảnh hưởng lớn đến giá thành sản phẩm PHA. Do đó, việc tìm 

kiếm, phân lập và tối ưu hóa các chủng vi sinh vật ưa nhiệt có năng suất tích lũy 

PHA cao đang trở thành một trong những hướng nghiên cứu quan trọng nhằm thúc 

đẩy quá trình thương mại hóa vật liệu nhựa sinh học trong tương lai. 

1.2.2. Con đường sinh tổng hợp PHA 

Quá trình sinh tổng hợp PHA trong vi khuẩn diễn ra chủ yếu như một cơ chế dự 

trữ năng lượng và carbon khi tế bào rơi vào điều kiện mất cân bằng dinh dưỡng, đặc 

biệt là khi nguồn carbon dư thừa nhưng các nguyên tố thiết yếu như nitơ, photpho 

hoặc oxy bị giới hạn. Trong điều kiện này, vi sinh vật chuyển hướng dòng chuyển 

hóa từ tăng trưởng tế bào sang tích lũy polymer nội bào dưới dạng hạt PHA. Các hạt 

này được hình thành trong tế bào chất và được bao bọc bởi một lớp màng 

phospholipid kèm theo các protein đặc hiệu, giúp ổn định cấu trúc và điều hòa quá 

trình tổng hợp, phân giải polymer. 

PHA được tổng hợp qua 3 enzyme chính: β-ketothiolase, acetoacetyl-CoA 

reductase và PHA synthase, chuyển hóa các nguồn carbon như axit béo hoặc đường 

thành polymer, và diễn ra khi môi trường dư thừa carbon nhưng thiếu ni-tơ hoặc 

phốt-pho. Ở vi sinh vật ưa nhiệt, quá trình này diễn ra hiệu quả ở nhiệt độ cao, giúp 

tăng năng suất và giảm ô nhiễm do các vi sinh vật khác gây ra. Chúng thường sản 

xuất PHA chiếm 30-50% sinh khối khô [26]. 
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Hình 1.5. Con đường sinh tổng hợp PHA trong tế bào [27] 

Quá trình bắt đầu từ acetyl-CoA, được chuyển thành acetoacetyl-CoA do β-

ketothiolase (PhaA) xúc tác, sau đó được khử thành (R)-3-hydroxybutyryl-CoA do 

enzyme acetyl-CoA reductase (PhaB) xúc tác, và cuối cùng được polymer hóa thành 

PHA bởi PHA synthase (PhaC) [28,29]. 

Ba con đường chính: Con đường I (Acetoacetyl-CoA): phổ biến nhất ở 

Cupriavidus necator, từ acetyl-CoA qua PhaA và PhaB tạo hydroxyacyl-CoA rồi 

polymer hóa. Con đường II (β-oxidation axit béo): Axit béo được chuyển thành 

Acyl-CoA, oxy hóa β tạo (R)-3-hydroxyacyl-CoA, dùng trực tiếp cho PhaC; thường 

ở Pseudomonas. Con đường III (Tổng hợp axit béo de novo): Từ acetyl-CoA tạo 3-

hydroxyacyl-ACP qua FAS, chuyển sang CoA cho PhaC [30].  

PhaR thường điều hòa âm tính để kiểm soát tích lũy PHA khi hạt PHA quá 

nhiều. Các con đường này cho phép sản xuất PHA đa dạng từ scl-PHA đến mcl-

PHA tùy chủng và nguồn carbon [31,32].  

Sau khi được tổng hợp, PHA được tích lũy dưới dạng hạt dự trữ trong tế bào 

chất, chiếm một tỷ lệ đáng kể khối lượng khô của tế bào trong điều kiện tối ưu, có 

thể lên đến 50–80%. Khi điều kiện môi trường trở nên thuận lợi trở lại, vi sinh vật 

có thể huy động PHA như một nguồn carbon và năng lượng thông qua quá trình 

depolymer hóa. Cơ chế này giúp tế bào thích nghi linh hoạt với sự biến động của 

môi trường sống, đồng thời là cơ sở sinh học cho việc khai thác PHA như một vật 

liệu có khả năng phân hủy sinh học trong các điều kiện tự nhiên. 
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1.3. Tình hình nghiên cứu 

Trong những thập kỷ gần đây, nghiên cứu về polyhydroxyalkanoate (PHA) đã 

thu hút sự quan tâm mạnh mẽ trên phạm vi toàn cầu, đặc biệt trong bối cảnh ô 

nhiễm nhựa hóa dầu ngày càng nghiêm trọng. Các hướng nghiên cứu ban đầu tập 

trung chủ yếu vào việc phân lập và tối ưu hóa các chủng vi sinh vật có khả năng tích 

lũy PHA cao, cũng như cải thiện hiệu suất sinh tổng hợp trong điều kiện nuôi cấy 

nhân tạo. Tuy nhiên, do chi phí sản xuất còn cao so với nhựa truyền thống, PHA vẫn 

chủ yếu được ứng dụng trong các lĩnh vực có giá trị gia tăng cao như y sinh và vật 

liệu đặc biệt.  

Hiện nay, xu hướng nghiên cứu PHA đang chuyển dịch mạnh sang việc tối ưu 

hóa quy trình sản xuất theo hướng bền vững và kinh tế hơn. Nhiều công trình tập 

trung vào việc sử dụng nguồn carbon giá rẻ từ phụ phẩm nông nghiệp, chất thải hữu 

cơ và dầu thải công nghiệp nhằm giảm chi phí nguyên liệu đầu vào. Đồng thời, các 

công nghệ lên men liên tục, lên men hai giai đoạn và kỹ thuật nuôi cấy mật độ cao 

cũng được nghiên cứu nhằm tăng năng suất tích lũy polymer trong tế bào vi sinh 

vật. Những cải tiến này đóng vai trò quan trọng trong việc thu hẹp khoảng cách chi 

phí giữa PHA và các loại nhựa hóa dầu truyền thống. 

Bên cạnh cải tiến quy trình sinh học, nhiều nghiên cứu cũng tập trung vào việc 

biến đổi di truyền các chủng vi sinh vật nhằm tăng khả năng tổng hợp PHA hoặc 

điều chỉnh thành phần monomer của polymer. Việc ứng dụng công nghệ sinh học 

phân tử cho phép điều khiển biểu hiện các enzyme chủ chốt trong con đường tổng 

hợp PHA, từ đó nâng cao hiệu suất và tạo ra các loại PHA có tính chất cơ lý mong 

muốn. Ngoài ra, các nghiên cứu về đồng nuôi cấy vi sinh vật cũng được quan tâm 

nhằm tận dụng ưu điểm của nhiều chủng khác nhau trong cùng một hệ thống sản 

xuất. Ở góc độ ứng dụng, các nghiên cứu gần đây không chỉ dừng lại ở việc sản xuất 

PHA mà còn mở rộng sang phát triển vật liệu composite và vật liệu chức năng. PHA 

được phối trộn với các polymer sinh học khác hoặc gia cường bằng sợi tự nhiên 

nhằm cải thiện độ bền cơ học và khả năng chịu nhiệt. Ngoài ra, các hướng nghiên 

cứu mới còn bao gồm ứng dụng PHA trong lĩnh vực bao bì thông minh, vật liệu y 

sinh thế hệ mới và thiết bị phân hủy sinh học trong điện tử mềm. Những kết quả này 

cho thấy tiềm năng phát triển lâu dài của PHA trong nhiều lĩnh vực công nghiệp 

khác nhau.  

1.3.1. Trên thế giới 

Trên thế giới, các nghiên cứu về vi khuẩn sinh tổng hợp PHA đã được thực hiện 

khá rộng rãi từ cuối thế kỷ XX, với trọng tâm là các chủng vi khuẩn dễ nuôi cấy 

như Cupriavidus necator, Pseudomonas, Bacillus, Halomonas và một số vi sinh vật 

ưa mặn, ưa nhiệt, ưa kiềm. PHA được biết đến là polyester sinh học phân hủy sinh 

học, được vi sinh vật tổng hợp từ nguồn carbon dư thừa trong điều kiện thiếu một số 

chất dinh dưỡng như nitrogen, phosphorus hoặc sulfur [26,33]. 
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Nhiều nghiên cứu quốc tế đã tập trung vào việc biến đổi điều kiện nuôi cấy và 

tối ưu nguồn carbon (đường, dầu thực vật, chất thải nông nghiệp) nhằm nâng cao 

hàm lượng PHA trong sinh khối tế bào, từ vài phần trăm đến hơn 80% sinh khối 

khô, tùy loại chủng và môi trường. Gần đây, các nhóm khoa học trên thế giới đã 

hướng đến việc khai thác một số vi sinh vật ưa mặn, ưa nhiệt, ưa kiềm để tổng hợp 

PHA nhằm giảm chi phí năng lượng, tận dụng điều kiện môi trường tự nhiên và tạo 

ra vật liệu sinh học có tính chất cơ lý đặc biệt [26,33]. 

Ngoài PHA copolymer điển hình như P(3HB-co-3HV), ngày càng nhiều công 

trình quốc tế công bố các PHA terpolymer (ví dụ P(3HB-co-3HV-co-3HHx) và 

P(3HB-co-3HV-co-4HB)) có khả năng điều chỉnh tính mềm dẻo, độ bền va đập và 

tính phân hủy sinh học, phù hợp hơn với ứng dụng trong y sinh và bao bì sinh học. 

Điều này cho thấy xu hướng chuyển từ các chủng vi sinh truyền thống sang khai 

thác đa dạng sinh học ở các môi trường đặc biệt như biển, đất mặn, nước nóng và 

đảo nhiệt đới để tìm kiếm các chủng mới có khả năng sinh tổng hợp PHA hiệu quả 

[21,34,35]. 

1.3.2. Việt Nam 

Tại Việt Nam, việc nghiên cứu PHA mới bắt đầu phát triển trong hai thập kỷ 

gần đây, chủ yếu tập trung vào phân lập, tuyển chọn và đánh giá khả năng sinh tổng 

hợp PHA của các chủng vi khuẩn thường gặp và vi sinh vật thích nghi trong điều 

kiện cực đoan. Một số nghiên cứu đã sử dụng vi khuẩn ưa mặn phân lập từ đảo 

Trường Sa Lớn và các vùng đất mặn khác để sản xuất PHA, cho thấy hàm lượng 

PHA có thể đạt từ vài % đến hơn 30% sinh khối khô tùy chủng. Các chủng vi khuẩn 

chủ yếu được báo cáo thuộc các chi như Halomonas, Salinicola, Bacillus… và được 

định danh bằng phân tích gen 16S rRNA [26,33,36]. 

Ngoài nhóm ưa mặn, các nhóm vi khuẩn chịu mặn và chịu nhiệt khác cũng 

được quan tâm vì có tiềm năng giúp giảm chi phí năng lượng và nước tinh 

khiết trong nuôi cấy công nghiệp. Tuy nhiên, đa số nghiên cứu trong nước hiện nay 

vẫn tập trung vào vùng biển, đất mặn, nước thải và các nguồn carbon thông thường 

như glucose, dầu cọ, dầu đậu nành, trong khi việc khai thác vi khuẩn ưa nhiệt từ 

suối nước nóng để sinh tổng hợp PHA còn rất hạn chế [37,38]. 

Các nghiên cứu về vi khuẩn ưa nhiệt ở Việt Nam chủ yếu hướng đến việc 

phân lập các chủng có khả năng sinh enzyme bền nhiệt (như α-amylase, chitinase) 

thay vì sinh tổng hợp PHA [38]. Một số báo cáo đã phân lập thành công các chủng 

ưa nhiệt từ suối nước nóng Trường Xuân (Khánh Hòa), Bình Châu (Bà Rịa – Vũng 
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Tàu) hay suối nước nóng Mỹ Lâm (Tuyên Quang), nhưng mục tiêu chủ yếu là thu 

nhận enzyme công nghiệp, chưa triển khai sâu vào việc tuyển chọn chủng ưa nhiệt 

có khả năng sinh tổng hợp PHA [26,37,38]. 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Các mẫu nước và bùn được thu thập tại suối nước nóng Quảng Nguyên, Hà 

Giang (22.648692° N, 104.916131° E). 

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

2.2.1. Dụng cụ 

- Đĩa petri, ống nghiệm thủy tinh 

- Đầu típ và pipet các loại 

- Ống falcon 50 ml, ống đong 

- Ống eppendorf 1,5 ml 

- Bình tam giác 

- Đèn cồn, que cấy 

- Đũa thủy tinh 

- Giấy đo pH 

2.2.2. Thiết bị máy móc 

- Cân điện tử (Ohaus, Mỹ) 

- Máy khuấy từ (IKA, Đức) 

- Máy lắc nuôi vi khuẩn Eppendorf (Đức), box nuôi cấy vi khuẩn (Thermo 

Fisher Scientific, Mỹ)  

- Tủ sấy, tủ ấm, nồi hấp thanh trùng, lò vi sóng (Sanyo, Nhật Bản) 

- Tủ lạnh 5oC, tủ lạnh -20oC (Panasonic, Nhật Bản) 

- Máy ly tâm (Eppendorf, Đức) 

- Bể điện di và bộ nguồn điện di (Thermo Fisher Scientific, Mỹ) 

- Máy quang phổ (Agilent Technologies, Mỹ) 

- Máy vortex (IKA, Đức)  

- Kính hiển vi huỳnh quang (Olympus, Nhật Bản), kính hiển vi điện tử 

(Thermo Fisher Scientific, Mỹ). 
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2.2.3. Hóa chất 

- LB Broth (Thermo Fisher Scientific, Mỹ) 

- Cao nấm men (HiMedia Laboratories, Ấn Độ) 

- NaCl (Sigma-Aldrich, Đức) 

- GelzanTM CM (Gelrite) (DuPont, Mỹ) 

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

- Thuốc nhuộm Nile blue A (Sigma-Aldrich, Đức) 

- Thuốc nhuộm Sudan Black (Sigma-Aldrich, Đức) 

- Agarose (Sigma-Aldrich, Đức) 

- PHB (Sigma-Aldrich, Đức) 

2.2.4. Môi trường nuôi cấy 

- Môi trường LB Broth (g/L) (Tryptone 10 g/L, Cao nấm men 5 g/L, NaCl 10 

g/L) và LB + Gelrite (giống môi trường LB và thêm 20 g/L Gelrite). 

- Môi trường khoáng cơ bản (g/L): glucose 30, peptone 5, Na₂MoO₄·2H₂O 

0,005, MnSO₄ 0,005, FeSO₄·7H₂O 0,01, CaCl₂·2H₂O 0,02, NaCl 30, MgSO₄·7H₂O 

0,2, KH₂PO₄·2H₂O 0,2, và K₂HPO₄ 1,6. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Phương pháp lấy mẫu nước và bùn ở suối nước nóng 

Mẫu nước và bùn được thu thập tại suối nước nóng Quảng Nguyên, tỉnh Hà 

Giang, tại các điểm có nhiệt độ đặc trưng khác nhau, bao gồm khoảng 40 °C, 50 °C, 

và 60 oC. Các điểm lấy mẫu được lựa chọn nhằm đại diện cho các vi môi trường có 

điều kiện nhiệt độ khác nhau, phục vụ cho việc phân lập các vi sinh vật ưa nhiệt. 

Tại mỗi điểm lấy mẫu, các thông số hiện trường như nhiệt độ được đo trực tiếp 

tại chỗ bằng nhiệt kế chuyên dụng. Mẫu nước được thu vào các chai thủy tinh chịu 

nhiệt (Pyrex) đã được tiệt trùng, dung tích khoảng 500 mL, có nắp kín. Mẫu được 

lấy ở lớp nước bề mặt hoặc gần vị trí dòng chảy chính. 

Mẫu bùn được thu thập tại lớp bùn lắng ở đáy hoặc ven dòng chảy bằng muôi 

cán dài đã được khử trùng và vô trùng trước khi sử dụng, nhằm đảm bảo an toàn và 

hạn chế nhiễm chéo. Bùn sau khi thu được chuyển vào các dụng cụ chứa vô trùng 

thích hợp (ống Falcon hoặc chai thủy tinh). Tất cả các mẫu được ghi mã số, thời 
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gian, nhiệt độ và vị trí lấy mẫu, sau đó được bảo quản trong thùng giữ nhiệt và vận 

chuyển về phòng thí nghiệm trong thời gian sớm nhất để tiến hành các thí nghiệm 

phân lập và nuôi cấy tiếp theo. 

2.3.2. Phương pháp phân lập vi sinh vật ưa nhiệt 

Các chủng vi sinh vật ưa nhiệt được phân lập từ mẫu nước và bùn thu thập tại 

suối nước nóng bằng phương pháp cấy trực tiếp. Mẫu nước được lắc đều, trong khi 

mẫu bùn được đồng nhất hóa. Sau đó, mẫu được pha loãng thập phân ở các mức 

10⁻¹ và 10⁻² trong dung dịch sinh lý vô trùng (0,85% NaCl). Mỗi độ pha loãng, 500 

µL mẫu được cấy trải trên bề mặt môi trường LB (Luria–Bertani) bổ sung Gelrite 

1,5% thay cho agar nhằm tăng độ bền nhiệt của môi trường. 

Các đĩa nuôi cấy được ủ ở 55 °C trong 24–72 giờ nhằm chọn lọc các vi sinh 

vật có khả năng sinh trưởng ở nhiệt độ cao. Sau thời gian ủ, các khuẩn lạc riêng rẽ 

với hình thái khác nhau được lựa chọn và cấy chuyển nhiều lần trên cùng một môi 

trường để thu nhận dòng thuần. 

Các chủng phân lập được bảo quản ngắn hạn trên thạch nghiêng LB-Gelrite ở 

4°C và bảo quản dài hạn trong môi trường LB bổ sung glycerol (20%, v/v) ở -20°C 

hoặc -80°C để phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo. 

2.3.3. Đánh giá sơ bộ khả năng tích lũy PHA nội bào của các chủng vi 

khuẩn phân lập 

Tất cả các chủng vi khuẩn phân lập được tiến hành sàng lọc định tính ban đầu 

khả năng sinh tổng hợp PHA bằng phương pháp nhuộm Sudan Black B theo phương 

pháp của Hartman (1940) [39]. Các chủng được nuôi cấy trên đĩa thạch dinh dưỡng 

và phủ bằng dung dịch Sudan Black B 0,3%. Sau khi nhuộm, các đĩa được rửa nhẹ 

bằng ethanol 60% để loại bỏ lượng thuốc nhuộm dư không liên kết. Các khuẩn lạc 

vẫn giữ màu xanh đen sau bước rửa được xem là các chủng có khả năng sinh PHA, 

trong khi các khuẩn lạc không sinh PHA không giữ lại thuốc nhuộm. 

Các chủng cho kết quả dương tính với phép thử Sudan Black B tiếp tục được 

khảo sát khả năng tích lũy PHA bằng kính hiển vi huỳnh quang theo phương pháp 

của Spiekermann và cs. (1999). Những tế bào phát huỳnh quang màu cam hoặc 

hồng đặc trưng dưới kính hiển vi được xem là các chủng sinh PHA mạnh. Cuối 

cùng, các chủng dương tính được lựa chọn để phân tích bằng kính hiển vi điện tử 

truyền qua (TEM) nhằm quan sát trực tiếp các hạt PHA nội bào [40].  
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2.3.4. Nghiên cứu đặc điểm sinh học của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

a) Đặc điểm hình thái 

Các chủng vi khuẩn ưa nhiệt sàng lọc ở trên được hoạt hóa và nuôi cấy trên 

môi trường LB bổ sung Gelrite. Cụ thể, dịch giống của từng chủng được cấy ria trên 

bề mặt đĩa môi trường LB + Gelrite và ủ ở nhiệt độ thích hợp cho sinh trưởng của vi 

khuẩn ưa nhiệt trong 24–48 giờ. Sau thời gian nuôi cấy, đặc điểm hình thái khuẩn 

lạc được quan sát trực tiếp bằng mắt thường và ghi nhận dựa trên các tiêu chí gồm 

hình dạng, màu sắc, độ nổi, bề mặt, mép khuẩn lạc, độ bóng và độ trong của khuẩn 

lạc.  

Đặc điểm hình thái tế bào được xác định bằng phương pháp soi kính hiển vi 

quang học. Sinh khối vi khuẩn từ khuẩn lạc riêng rẽ được lấy bằng que cấy vô trùng, 

hòa đều trong một giọt nước cất vô trùng trên lam kính, dàn mỏng, cố định nhiệt và 

tiến hành nhuộm Gram theo quy trình tiêu chuẩn. Tiêu bản sau nhuộm được quan 

sát dưới kính hiển vi quang học Olympus CH-2 (Olympus, Nhật Bản) ở vật kính dầu 

100x. Các đặc điểm về hình dạng tế bào, cách sắp xếp tế bào và phản ứng Gram 

được ghi nhận. Kết quả quan sát được sử dụng làm cơ sở mô tả đặc điểm hình thái 

ban đầu của các chủng vi khuẩn ưa nhiệt nghiên cứu. 

b) Đặc điểm sinh lý 

Khả năng sinh trưởng hiếu khí được xác định bằng cách nuôi cấy các chủng 

trên môi trường LB trong điều kiện có oxy. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng 

được khảo sát bằng cách nuôi cấy các chủng ở các mức nhiệt độ khác nhau, trong 

khoảng 30–65 °C. Ảnh hưởng của pH được đánh giá trên môi trường LB được điều 

chỉnh đến các giá trị pH khác nhau trong khoảng pH 5,5–9,0. Khả năng chịu muối 

được xác định bằng cách nuôi cấy các chủng trên môi trường LB có bổ sung NaCl ở 

các nồng độ khác nhau, từ 0 đến 3%. Sinh trưởng của vi khuẩn được đánh giá dựa 

trên độ đục của môi trường lỏng. Nhiệt độ, pH và nồng độ NaCl tối ưu được xác 

định tại điều kiện cho sinh trưởng mạnh nhất. 

c) Đặc điểm sinh hóa 

- Hoạt tính catalase được xác định bằng cách nhỏ dung dịch H₂O₂ 3% lên sinh 

khối vi khuẩn tươi; phản ứng dương tính được ghi nhận khi xuất hiện bọt khí ngay 

sau khi nhỏ thuốc thử.  
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- Thử nghiệm Voges–Proskauer được thực hiện trong môi trường MR–VP 

broth; sau thời gian nuôi cấy, bổ sung thuốc thử α-naphthol và KOH, phản ứng 

dương tính được xác định khi môi trường chuyển sang màu đỏ hồng.  

- Khả năng sử dụng và lên men các nguồn carbon khác nhau được khảo sát 

trên môi trường cơ sở có bổ sung riêng rẽ từng nguồn đường, bao gồm glucose, 

galactose, inositol, L-arabinose, cellobiose, glycerol, lactose, mannitol, rhamnose, 

ribose, sorbitol và D-xylose. Các ống môi trường được cấy giống và ủ trong 24–72 

giờ. Kết quả dương tính được xác định dựa trên sự sinh trưởng của vi khuẩn.  

- Khả năng thủy phân tinh bột, casein và gelatin được đánh giá trên các môi 

trường khoáng + Gelrite có bổ sung 3 g/L peptone chứa các cơ chất tương ứng. Đối 

với thủy phân tinh bột, các chủng được cấy trên môi trường  có bổ sung tinh bột; sau 

nuôi cấy, đĩa được nhỏ dung dịch iodine. Vòng sáng xung quanh khuẩn lạc thể hiện 

phản ứng thủy phân tinh bột dương tính. Khả năng thủy phân casein được kiểm tra 

trên môi trường chứa casein; sự xuất hiện của vòng phân giải trong suốt quanh 

khuẩn lạc sau khi nhỏ axit tricloroaxetic được ghi nhận là kết quả dương tính. Thủy 

phân gelatin được đánh giá trên môi trường gelatin; phản ứng dương tính được xác 

định khi môi trường bị hóa lỏng sau nuôi cấy và không đông lại khi làm lạnh. 

d) Trình tự gen 16S rRNA 

Tiến hành tách chiết DNA hệ gen các chủng vi khuẩn tiềm năng bằng 

GeneJET Genomic Purification kit (Thermo Fisher, Mỹ). Sau đó, DNA được điện di 

trên gel agarose 0,8%, 100 V, trong 30 phút để kiểm tra. Sử dụng DNA hệ gen để 

làm khuôn cho phản ứng khuếch đại gen 16S rRNA với cặp mồi đặc hiệu 27F (5'-

AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3') and 1492R (5'-TAC GGY TAC CTT GTT 

ACG ACTT-3').[43] với thành phần phản ứng: 

Thành phần Nồng độ Thể tích (μl) 

Taq polymerase buffer 10x 5 μl 

Mồi xuôi 10 pmol 1 μl 

Mồi ngược 10 pmol 1 μl 

DNA khuôn 20 ng 2 μl 

dNTPs 10 mM 2 μl 

Nuclease-free water  39 μl 
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Chu trình nhiệt: 95oC 5 phút, 35 chu kỳ (95oC 1 phút, 55oC 45 giây, 72oC 1 

phút), 72oC 5 phút, 4oC 

Sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 0,8% để quan sát và tinh sạch 

bằng Kit GenJET PCR Purification (Thermo Fisher, Mỹ) theo hướng dẫn sử dụng 

của nhà sản xuất, sau đó được gửi đi giải trình tự. Kết quả trình tự đoạn gen được xử 

lý bằng các phần mềm và chương trình tin sinh học như BioEdit được so sánh mức 

độ tương đồng các nucleotide bằng công cụ Basic Local Alignment Sequences Tool 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) với các trình tự sẵn có trong cơ sở dữ liệu.  

2.3.5. Lên men sinh tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

Khả năng sinh trưởng và tích lũy polyhydroxyalkanoate (PHA) của các chủng 

tuyển chọn được đánh giá trong điều kiện lên men lắc. Khuẩn lạc đơn của từng 

chủng vi khuẩn được cấy vào ống nghiệm chứa 5 mL môi trường LB và nuôi ở nhiệt 

độ 45 oC, lắc 200 rpm qua đêm để hoạt hóa. Sau đó được cấy chuyển vào môi 

trường LB lỏng và nuôi qua đêm để thu dịch giống. Dịch giống được bổ sung vào 

bình tam giác chứa môi trường khoáng có glucose là nguồn carbon và peptone là 

nguồn nitơ với tỷ lệ giống 5%. Môi trường được điều chỉnh pH về 7,0 trước khi khử 

trùng. Quá trình lên men được thực hiện ở 45 °C trong 72 giờ trên máy lắc. Sau thời 

gian nuôi cấy, dịch lên men được thu nhận để xác định sinh khối khô và hàm lượng 

PHA tích lũy trong tế bào.  

2.3.6. Ảnh hưởng của các yếu tố lên sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của 

các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

a) Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6 được khảo sát trong điều kiện lên men lắc. Chủng HG5.6 

được hoạt hóa trên môi trường LB, sau đó cấy chuyển vào môi trường LB lỏng để 

chuẩn bị dịch giống. Dịch giống được bổ sung vào bình tam giác chứa môi trường 

khoáng với glucose là nguồn carbon và peptone là nguồn nitơ. Môi trường được 

điều chỉnh pH 7,0 trước khi khử trùng. Quá trình nuôi cấy được thực hiện ở các mức 

nhiệt độ khác nhau gồm 30, 35, 40, 45, 50, 55 và 60 °C trên máy lắc ở tốc độ 200 

vòng/phút trong 72 giờ. Sau thời gian nuôi cấy, dịch lên men được thu nhận để đánh 

giá khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng nghiên cứu. 

b) Ảnh hưởng của pH 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/


22 

 

Ảnh hưởng của pH ban đầu của môi trường đến khả năng sinh trưởng và tích 

lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6 được khảo sát bằng cách điều chỉnh pH 

môi trường khoáng ở các giá trị 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 và 8,5 trước khi khử 

trùng. Quá trình nuôi cấy được thực hiện với glucose là nguồn carbon, peptone là 

nguồn nitơ, ở 50 °C trên máy lắc với tốc độ 200 vòng/phút trong 72 giờ. Sau thời 

gian nuôi cấy, dịch lên men được thu nhận để đánh giá khả năng sinh trưởng và tích 

lũy PHA của chủng nghiên cứu. 

c) Ảnh hưởng của nguồn carbon 

Ảnh hưởng của nguồn carbon đến khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của 

chủng Geobacillus sp. HG5.6 được khảo sát bằng cách bổ sung riêng rẽ các nguồn 

carbon khác nhau vào môi trường khoáng. Các nguồn carbon sử dụng trong nghiên 

cứu bao gồm glucose, galactose, lactose, sucrose, ribose, xylose, tinh bột và 

glycerol. Quá trình nuôi cấy được thực hiện với peptone là nguồn nitơ, ở 50 °C, pH 

7,0 trên máy lắc với tốc độ 200 vòng/phút trong 72 giờ. Sau thời gian nuôi cấy, dịch 

lên men được thu nhận để đánh giá khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng 

nghiên cứu. 

d) Ảnh hưởng của nguồn nitơ 

Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của 

chủng Geobacillus sp. HG5.6 được khảo sát bằng cách bổ sung riêng rẽ các nguồn 

nitơ khác nhau vào môi trường khoáng. Các nguồn nitơ sử dụng trong nghiên cứu 

bao gồm NH₄Cl, (NH₄)₂SO₄, NH₄NO₃, KNO₃, cao nấm men và peptone. Quá trình 

nuôi cấy được thực hiện với glucose là nguồn carbon, ở 50 °C, pH 7,0 trên máy lắc 

với tốc độ 200 vòng/phút trong 72 giờ. Sau thời gian nuôi cấy, dịch lên men được 

thu nhận để đánh giá khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng nghiên cứu. 

e) Ảnh hưởng của tỉ lệ C/N 

Ảnh hưởng của tỷ lệ carbon/nitơ (C/N) đến khả năng sinh trưởng và tích lũy 

PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6 được khảo sát bằng cách thay đổi tỷ lệ giữa 

glucose và peptone trong môi trường khoáng. Các tỷ lệ C/N khảo sát bao gồm 15:1, 

20:1, 25:1, 30:1, 35:1 và 40:1 (mol/mol). Quá trình nuôi cấy được thực hiện ở 50 

°C, pH 7,0 trên máy lắc với tốc độ 200 vòng/phút trong 72 giờ. Sau thời gian nuôi 

cấy, dịch lên men được thu nhận để đánh giá khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA 

của chủng nghiên cứu. 
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2.3.7. Xác định sinh khối khô tế bào  

5 - 10 mL sinh khối tế bào thu được sau quá trình nuôi cấy được rửa kỹ bằng 

nước cất nhằm loại bỏ các thành phần môi trường còn sót lại, sau đó sấy trong tủ sấy 

đối lưu ở 50 °C đến khối lượng không đổi. Sinh khối khô thu được được cân để xác 

định khối lượng tế bào khô (Dry Cell Weight – DCW), được sử dụng làm chỉ tiêu 

đánh giá tổng sinh khối tế bào. 

2.3.8. Tách chiết PHA 

Để tách chiết PHA, sinh khối tế bào khô được xử lý bằng sodium hypochlorite 

(NaClO) và chloroform (CHCl₃) theo tỷ lệ 1:100 (w/v). Hỗn hợp được ủ ở 60 °C 

trong 2 giờ dưới điều kiện lắc nhẹ với tốc độ 100 vòng/phút. Sau thời gian ủ, lớp 

pha nước phía trên chứa sinh khối còn dư và NaClO được loại bỏ cẩn thận, trong khi 

pha chloroform phía dưới chứa PHA hòa tan được thu nhận và chuyển vào đĩa Petri 

thủy tinh. Để loại bỏ lipid tế bào và các tạp chất, hỗn hợp methanol và nước được bổ 

sung vào dịch chiết theo tỷ lệ 7:3 (v/v), sau đó hỗn hợp được ly tâm ở 8500×g trong 

15 phút. Phần dịch nổi được loại bỏ, còn phần kết tủa thu được được rửa hai lần 

bằng ethanol 95% (v/v). PHA tinh sạch sau đó được làm khô tự nhiên qua đêm ở 

nhiệt độ phòng và cân khối lượng. Sinh khối còn lại được xác định bằng cách lấy 

khối lượng tế bào khô ban đầu trừ đi khối lượng PHA tinh sạch thu được. Tỷ lệ tích 

lũy PHA được tính bằng tỷ lệ giữa hàm lượng PHA và tổng sinh khối khô tế bào 

(DCW). Tất cả các thí nghiệm được thực hiện với ba lần lặp lại. 

2.3.9. Xác định thành phần monomer của PHA  

Thành phần monomer của PHA được xác định bằng phương pháp axit 

methanol kết hợp GC–MS/MS. Sinh khối tế bào khô được xử lý với hỗn hợp 

HCl/methanol (85:15, v/v) có bổ sung toluene và ủ ở 100 °C trong 2 giờ. Sau phản 

ứng, mẫu được chiết bằng hexane, ly tâm và thu pha hữu cơ để phân tích. Phân tích 

GC–MS/MS được thực hiện trên hệ thống TRACE 1300 kết nối đầu dò TSQ 8000 

Evo (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ) sử dụng cột HP-5ms Ultra Inert. Khí 

helium được sử dụng làm khí mang với tốc độ dòng 1,5 mL/phút. Các monomer 

được định danh dựa trên thời gian lưu và phổ khối so sánh với mẫu chuẩn PHB, 

PHBV và thư viện phổ NIST 19. Hàm lượng 3HB được xác định bằng phương pháp 

đường chuẩn ngoài. 

2.3.9. Phân tích phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR) 

Phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR) được sử dụng để đặc trưng cấu trúc 
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hóa học của PHA và xác định các nhóm chức đặc trưng của polymer. Phổ FTIR 

được ghi nhận trên thiết bị Thermo Nicolet NEXUS 670 FT-IR spectrometer 

(Thermo Scientific, Hoa Kỳ) trong khoảng số sóng từ 4000–500 cm⁻¹, tập trung 

phân tích các dao động kéo giãn đặc trưng của nhóm carbonyl ester và liên kết alkyl 

thường gặp ở polyhydroxyalkanoate. 

2.3.10. Phân tích kết quả 

Dữ liệu thí nghiệm được xử lý thống kê bằng phần mềm Microsoft Excel 

(Microsoft Office Home 2024, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Tất cả các 

thí nghiệm được thực hiện tối thiểu với ba lần lặp lại và kết quả được biểu thị dưới 

dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn (SD). Các đồ thị được xây dựng bằng phần 

mềm OriginPro 8.5.1 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập các chủng vi khuẩn hiếu khí ở suối nước nóng Quảng 

Nguyên 

Nhằm thu nhận các chủng vi khuẩn hiếu khí có khả năng thích nghi với điều 

kiện nhiệt độ cao, các mẫu nước và bùn đã được thu thập từ nhiều vị trí khác nhau 

tại suối nước nóng Quảng Nguyên, tỉnh Hà Giang, nơi có nhiệt độ dao động từ 40–

60°C. Quy trình phân lập được thiết kế theo hướng mô phỏng tối đa các điều kiện tự 

nhiên của hệ sinh thái suối nước nóng, trong đó nước khoáng tại chỗ được sử dụng 

thay thế nước cất trong môi trường nuôi cấy nhằm duy trì thành phần hóa học đặc 

trưng của môi trường sống bản địa. 

Các mẫu sau khi thu thập được xử lý trong vòng 24 giờ, tiến hành pha loãng 

thập phân và trải đĩa trên môi trường LB thạch bổ sung Gelrite, sau đó ủ ở 55 °C 

nhằm chọn lọc các vi khuẩn ưa nhiệt. Sự hình thành khuẩn lạc được theo dõi tại các 

thời điểm 24, 48 và 72 giờ. 

Từ các mẫu nước và bùn thu thập được, chúng tôi tiến hành phân lập trực tiếp 

và thu nhận các khuẩn lạc có đặc điểm hình thái khác biệt (hình dạng, màu sắc, kích 

thước, đặc điểm mép và bề mặt khuẩn lạc) để lựa chọn, tách dòng, làm thuần và bảo 

quản phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo. Kết quả phân lập được trình bày trong 

Bảng 3.1, Bảng 3.2 và Hình 3.1. 

Bảng 3.1. Mật độ vi khuẩn hiếu khí trong các mẫu nước và bùn suối nước nóng 

Quảng Nguyên. 

Tên mẫu Mật độ vi khuẩn (CFU/mL hoặc CFU/g) 

Mẫu nước 3 x 103 

Mẫu bùn 1 5,4 x 104 

Mẫu bùn 2 4,3 x 104 

Mẫu bùn 3 3,5 x 104 

Mẫu bùn 4 4,6 x 105 
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Kết quả trình bày trong Bảng 3.1 cho thấy mật độ vi khuẩn hiếu khí trong các 

mẫu suối nước nóng Quảng Nguyên có sự khác biệt rõ rệt giữa pha nước và pha 

bùn. Cụ thể, mật độ vi khuẩn trong mẫu nước đạt 3 x 103 CFU/mL, trong khi các 

mẫu bùn dao động từ 3,5 x 104 đến 4,6 x 105 CFU/g. Như vậy, mật độ vi khuẩn 

trong các mẫu bùn cao hơn từ một đến hai bậc log so với mẫu nước. Sự khác biệt 

này phản ánh đặc điểm phân bố điển hình của vi sinh vật trong các hệ sinh thái suối 

nước nóng, trong đó pha trầm tích đóng vai trò là nơi cư trú chính của vi sinh vật. 

So với pha nước, môi trường bùn có khả năng tích lũy chất hữu cơ, khoáng chất và 

tế bào vi sinh vật, đồng thời hạn chế sự pha loãng và cuốn trôi do dòng chảy. Ngoài 

ra, các hạt rắn trong trầm tích cung cấp bề mặt cho vi sinh vật bám dính, tạo điều 

kiện hình thành các cấu trúc vi sinh vật dạng màng sinh học. Trong pha trầm tích, 

phần lớn vi sinh vật tồn tại dưới dạng bám dính trên bề mặt hạt (particle-attached 

microorganisms) thay vì ở trạng thái sống tự do. Các tế bào vi khuẩn bám lên bề mặt 

khoáng hoặc vật chất hữu cơ thông qua các chất nền ngoại bào (extracellular 

polymeric substances, EPS), từ đó hình thành các vi cấu trúc dạng màng sinh học 

(biofilm). Sự bám dính này giúp vi sinh vật tránh bị cuốn trôi, đồng thời tạo điều 

kiện tiếp cận ổn định với nguồn dinh dưỡng hấp phụ trên bề mặt hạt. Bên cạnh đó, 

các vi môi trường hình thành trong biofilm (ví dụ như gradient oxy và chất dinh 

dưỡng) cho phép nhiều nhóm vi sinh vật cùng tồn tại và phát triển, góp phần làm 

tăng mật độ tế bào trong pha trầm tích so với pha nước tự do. 

Đối với mẫu nước, mật độ vi khuẩn thu được trong nghiên cứu này phù hợp 

với các công bố trước đây. Cụ thể, Belkova et al. (2007) ghi nhận mật độ vi khuẩn 

dị dưỡng nuôi cấy được trong nước suối nước nóng ở mức 102 – 103 CFU/mL, nằm 

trong cùng bậc độ lớn với giá trị 3 x 103 CFU/mL thu được trong nghiên cứu này. 

Điều này cho thấy mật độ vi sinh vật trong pha nước của suối Quảng Nguyên là điển 

hình cho các hệ suối nước nóng tự nhiên [47]. Đối với các mẫu bùn, mật độ vi 

khuẩn đạt mức 104 – 105 CFU/g trong nghiên cứu này phù hợp với khoảng giá trị đã 

được ghi nhận trong các nghiên cứu về vi sinh vật ưa nhiệt. Theo Zeikus (1979), 

mật độ vi khuẩn dị dưỡng nuôi cấy được trong trầm tích suối nước nóng có thể dao 

động trong khoảng 104 – 106 CFU/g, tùy thuộc vào điều kiện địa hóa và phương 
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pháp nuôi cấy [48]. Điều này cho thấy các giá trị thu được tại suối Quảng Nguyên là 

phù hợp với xu hướng chung của môi trường trầm tích địa nhiệt. 

Bảng 3.2. Số lượng và ký hiệu các chủng vi khuẩn phân lập từ các mẫu nước và bùn 

suối nước nóng Quảng Nguyên. 

Tên mẫu Số chủng tách được Ký hiệu chủng 

Mẫu nước 3 HG1.1 – HG1.3 

Mẫu bùn 1 3 HG2.1 – HG2.3 

Mẫu bùn 2 3 HG3.1 – HG3.3 

Mẫu bùn 3 5 HG4.1 - HG4.5 

Mẫu bùn 4 6 HG5.1 – HG5.6 

Tổng số 20 

Kết quả trình bày trong Bảng 3.2 cho thấy tổng cộng 20 chủng vi khuẩn đã 

được phân lập từ 5 mẫu, trong đó các mẫu bùn cho số lượng chủng cao hơn so với 

mẫu nước. Mẫu bùn 4 không chỉ có mật độ vi khuẩn cao nhất mà còn cho số lượng 

chủng phân lập lớn nhất (6 chủng), tiếp theo là mẫu bùn 3 (5 chủng), trong khi mẫu 

nước và các mẫu bùn còn lại chỉ thu được 3 chủng. Xu hướng này cho thấy mối liên 

hệ giữa mật độ vi sinh vật ban đầu và khả năng thu nhận đa dạng chủng bằng 

phương pháp nuôi cấy. Tuy nhiên, số lượng chủng phân lập được có thể không phản 

ánh đầy đủ tính đa dạng thực sự của quần xã vi sinh vật trong môi trường tự nhiên. 

Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng phần lớn vi sinh vật trong các hệ suối nước nóng 

không thể nuôi cấy bằng các điều kiện phòng thí nghiệm thông thường; do đó, tập 

hợp các chủng phân lập được chỉ đại diện cho phần vi sinh vật có khả năng sinh 

trưởng trong điều kiện nuôi cấy đã lựa chọn (Inskeep et al., 2013) [49].  

Hình ảnh khuẩn lạc thể hiện trong Hình 3.1 cho thấy sự đa dạng rõ rệt về hình 

thái khuẩn lạc giữa các mẫu nước và bùn, bao gồm sự khác biệt về kích thước, màu 

sắc, hình dạng và đặc điểm bề mặt. Sự đa dạng này phản ánh tính không đồng nhất 

của tập hợp vi khuẩn nuôi cấy được từ suối nước nóng Quảng Nguyên, đồng thời 

cho thấy phương pháp phân lập đã thu nhận được nhiều nhóm vi khuẩn khác nhau. 

Tổng hợp các kết quả từ Bảng 3.1, Bảng 3.2 và Hình 3.1 cho thấy suối nước nóng 
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Quảng Nguyên, đặc biệt là khu vực trầm tích, là nguồn vi sinh vật hiếu khí phong 

phú với mật độ cao và sự đa dạng đáng kể. Đây là cơ sở quan trọng cho các bước 

sàng lọc tiếp theo nhằm tuyển chọn các chủng vi khuẩn có tiềm năng ứng dụng, đặc 

biệt trong sinh tổng hợp polyhydroxyalkanoate (PHA). 

 

Mẫu nước 

 

Mẫu bùn 1 

 

Mẫu bùn 2 

 

Mẫu bùn 3 

 

Mẫu bùn 4 

 

Hình 3.1. Khuẩn lạc thu được từ các mẫu nước và bùn tại các vị trí khảo sát suối 

nước nóng Quảng Nguyên. 

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

Nhằm tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả năng tích lũy 

polyhydroxyalkanoate (PHA) từ tập hợp các chủng đã phân lập, toàn bộ các chủng 

thu nhận được trong mục 3.1 được tiến hành sàng lọc theo quy trình hai bước dựa 

trên phương pháp nhuộm đặc hiệu. Trước hết, các chủng được kiểm tra khả năng 

tích lũy PHA bằng phương pháp nhuộm Sudan Black B, cho phép phát hiện nhanh 

sự hiện diện của các hạt polymer nội bào thông qua sự bắt màu đặc trưng. Dựa trên 

kết quả nhuộm, các chủng thể hiện tín hiệu dương tính rõ rệt được lựa chọn cho 

bước sàng lọc tiếp theo. Từ quá trình này, ba chủng vi khuẩn tiềm năng đã được 
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tuyển chọn và tiếp tục được kiểm chứng bằng phương pháp nhuộm huỳnh quang 

Nile Blue A, kết hợp với quan sát cấu trúc siêu hiển vi bằng kính hiển vi điện tử 

truyền qua (TEM), nhằm xác nhận sự hiện diện của các hạt tích lũy PHA trong tế 

bào. Kết quả sàng lọc và xác nhận khả năng tích lũy PHA của các chủng vi khuẩn  

Bảng 3.3. Khả năng bắt màu Sudan Black B của các chủng vi khuẩn phân lập. 

Chủng 
Phản ứng với thuốc 

nhuộm Sudan black B 
Chủng 

Phản ứng với thuốc 

nhuộm Sudan black B 

HG1.1 - HG4.2 - 

HG1.2 - HG4.3 - 

HG1.3 - HG4.4 - 

HG2.1 - HG4.5 - 

HG2.2 - HG5.1 - 

HG2.3 + HG5.2 + 

HG3.1 - HG5.3 - 

HG3.2 - HG5.4 - 

HG3.3 - HG5.5 - 

HG4.1 - HG5.6 +++ 

Trong tổng số 20 chủng phân lập, có 3 chủng (HG2.3, HG5.2 và HG5.6) cho 

phản ứng dương tính với Sudan Black B và được lựa chọn cho các bước kiểm tra 

tiếp theo. 

   

HG2.3 
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HG5.2 

  

 

 

HG5.6 

Hình 3.2. Nhuộm Sudan Black B, Nile Blue A và ảnh TEM của các chủng HG2.3, 

HG5.2 và HG5.6. 

Kết quả trình bày trong Bảng 3.3 cho thấy trong tổng số 20 chủng vi khuẩn 

phân lập được, chỉ có 3 chủng (HG2.3, HG5.2 và HG5.6) cho phản ứng dương tính 

với thuốc nhuộm Sudan Black B, trong khi các chủng còn lại đều âm tính. Như vậy, 

tỷ lệ các chủng có khả năng tích lũy PHA ban đầu chiếm 15%, phản ánh tính chọn 

lọc của khả năng sinh tổng hợp và tích lũy polymer này trong quần thể vi sinh vật 

môi trường. Phương pháp nhuộm Sudan Black B được sử dụng rộng rãi như một kỹ 

thuật sàng lọc nhanh các vi khuẩn tích lũy PHA dựa trên khả năng bắt màu của các 

hợp chất kỵ nước nội bào (Juan et al., 1998) [50]. Tuy nhiên, do thuốc nhuộm này 

có thể tương tác với các thành phần lipid khác ngoài PHA, phương pháp có thể cho 

kết quả dương tính giả hoặc phụ thuộc vào hàm lượng polymer tích lũy trong tế bào. 

Do đó, việc sử dụng Sudan Black B chủ yếu mang tính định hướng ban đầu và cần 

được kết hợp với các phương pháp đặc hiệu hơn để xác nhận.  

Ba chủng vi khuẩn dương tính được tiếp tục kiểm tra bằng nhuộm huỳnh 

quang Nile Blue A và quan sát bằng kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM), kết quả 
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thể hiện trong Hình 3.2. Ở nhuộm Nile Blue A, cả ba chủng đều phát huỳnh quang 

màu cam đặc trưng dưới ánh sáng kích thích, cho thấy sự hiện diện của các hạt 

polyester nội bào. Phương pháp này có độ nhạy và độ đặc hiệu cao hơn đối với các 

polyhydroxyalkanoate, cho phép phát hiện PHA ngay cả khi hàm lượng tích lũy 

thấp [51,52]. Hơn nữa, khi quan sát ảnh TEM cho thấy rõ các hạt dự trữ nội bào có 

dạng hình cầu hoặc hình elip nằm trong tế bào vi khuẩn, là đặc trưng hình thái điển 

hình của các hạt PHA. Sự hiện diện đồng thời của tín hiệu dương tính ở cả nhuộm 

Sudan Black B, Nile Blue A và ảnh TEM đã cung cấp bằng chứng trực tiếp và đáng 

tin cậy về khả năng tích lũy PHA của các chủng HG2.3, HG5.2 và HG5.6.  

Việc kết hợp các phương pháp sàng lọc và xác nhận ở nhiều cấp độ khác nhau 

(nhuộm màu, huỳnh quang và quan sát siêu hiển vi) là cách tiếp cận hiệu quả nhằm 

nâng cao độ chính xác trong tuyển chọn chủng vi khuẩn tích lũy PHA. Cách tiếp cận 

này đã được áp dụng rộng rãi trong các nghiên cứu về PHA nhằm khắc phục hạn 

chế của từng phương pháp riêng lẻ và đảm bảo tính tin cậy của kết quả [53,54]. 

Tổng hợp các kết quả từ Bảng 3.3 và Hình 3.2 cho thấy ba chủng HG2.3, HG5.2 và 

HG5.6 là các chủng có khả năng tích lũy PHA rõ rệt, do đó được lựa chọn cho các 

nghiên cứu tiếp theo về đặc điểm sinh học của chúng. 

3.3 Đặc điểm sinh học của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

Sau khi sàng lọc và xác nhận khả năng tích lũy PHA, ba chủng vi khuẩn 

HG2.3, HG5.2 và HG5.6 được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. Việc khảo sát 

các đặc điểm sinh học của các chủng này nhằm phục vụ định danh và làm cơ sở cho 

việc thiết lập các điều kiện nuôi cấy phù hợp cho sinh tổng hợp PHA. Các kết quả 

được trình bày ở Bảng 3.4, bao gồm đặc điểm hình thái, sinh hóa và khả năng sinh 

trưởng của các chủng trong các điều kiện nhiệt độ, pH và nồng độ muối khác nhau. 

Bảng 3.4. Đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa của ba chủng HG2.3, HG5.2 và 

HG5.6. 

Đặc điểm 
Chủng 

HG2.3 HG5.2 HG5.6 

Hình thái khuẩn lạc Màu xám 

kem, hình 

Màu trắng 

ngà đến vàng 

Màu trắng 

kem đến 
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dạng không 

đều, rìa hơi 

khía và bề 

mặt bóng, 

hơi trong 

nhạt, dạng 

tròn không 

đều, rìa 

nguyên và bề 

mặt nhẵn, 

hơi bóng, 

dạng lồi, đục 

vàng nhạt, 

dạng tròn, 

với rìa không 

đều, hơi khía 

nhẹ và bề 

mặt hơi khô, 

lồi nhẹ, đục 

Hình thái tế bào Trực khuẩn Trực khuẩn Trực khuẩn 

Nội bào tử + + + 

Gram + + + 

Catalase + + + 

Voges Proskauer’s - + - 

Lên men: 

Glucose 

Galactose 

Inositol 

L-Arabinose 

Cellobiose 

Glycerol 

Lactose 

Mannitol 

Rhamnose 

Ribose 

Sorbitol 

D-Xylose 

 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

Thủy phân: 

Tinh bột 

 

- 

 

- 

 

+ 
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Casein 

Gelatin 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Hiếu khí + + + 

Dải nhiệt độ sinh trưởng  35 – 50 oC 40 – 65 oC 30 – 65 oC 

Nhiệt độ tối ưu cho sinh trưởng 45 oC 50 oC 50 oC 

Dải pH sinh trưởng 5,5 - 9,0 6,5 – 7,5 6,0 – 8,0 

pH tối ưu cho sinh trưởng 7,0 7,0 7,0 

Dải nồng độ NaCl cho sinh trưởng 0,5 – 2,5 % 0 – 3% 0 – 3% 

Nồng độ NaCl tối ưu cho sinh trưởng 0,5 - 1 % 0,5 – 1 % 0,5 – 1 % 

Kết quả trong Bảng 3.4 cho thấy ba chủng vi khuẩn HG2.3, HG5.2 và HG5.6 

có nhiều đặc điểm sinh học chung, bao gồm dạng trực khuẩn, Gram dương, sinh bào 

tử, catalase dương tính và có khả năng sinh trưởng hiếu khí. Những đặc điểm này 

phù hợp với nhóm vi khuẩn ưa nhiệt dạng Bacillus-like, thường được phân lập từ 

các môi trường địa nhiệt như suối nước nóng. 

Tuy nhiên, giữa các chủng vẫn tồn tại những sai khác đáng chú ý về đặc điểm 

sinh lý – sinh hóa. Chủng HG5.2 thể hiện phản ứng Voges–Proskauer dương tính, 

trong khi hai chủng còn lại âm tính. Về khả năng sử dụng cơ chất, HG5.6 có phổ 

chuyển hóa rộng hơn khi có thể sử dụng nhiều loại đường khác nhau như galactose, 

cellobiose, glycerol và D-xylose, đồng thời thể hiện hoạt tính thủy phân tinh bột và 

casein. Trong khi đó, HG5.2 có khả năng chuyển hóa hạn chế hơn, còn HG2.3 thể 

hiện kiểu trung gian. Những sai khác này phản ánh sự đa dạng chức năng giữa các 

chủng, có thể liên quan đến chiến lược khai thác nguồn dinh dưỡng trong môi 

trường tự nhiên. 

Xét về đặc điểm sinh trưởng, cả ba chủng đều phát triển trong dải nhiệt độ 

tương đối rộng (30–65°C), với nhiệt độ tối ưu từ 45–50°C. Khoảng nhiệt độ này phù 

hợp với điều kiện môi trường suối nước nóng Quảng Nguyên, nơi nhiệt độ ghi nhận 

dao động khoảng 40–60°C, cho thấy các chủng vi khuẩn đã thích nghi tốt với điều 

kiện địa nhiệt tại khu vực nghiên cứu. Khả năng sinh trưởng trong khoảng nhiệt độ 
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rộng cũng cho thấy tính linh hoạt sinh lý, giúp các chủng duy trì hoạt động trong 

điều kiện môi trường biến động. 

Ngoài ra, cả ba chủng đều có khả năng sinh trưởng trong môi trường có bổ 

sung NaCl đến 3%, với nồng độ tối ưu khoảng 0,5–1%, cho thấy đây là các vi khuẩn 

chịu muối nhẹ (halotolerant). Đặc điểm này phù hợp với môi trường suối nước 

nóng, nơi thường chứa các ion hòa tan tạo áp lực thẩm thấu nhất định. Khả năng 

chịu muối của các chủng vi khuẩn ưa nhiệt đã được ghi nhận trong nhiều nghiên cứu 

trước đây, trong đó các vi khuẩn thuộc chi Geobacillus và các nhóm Bacillus-like có 

thể thích nghi với đồng thời nhiều yếu tố stress môi trường, bao gồm nhiệt độ cao và 

áp suất thẩm thấu, nhờ các cơ chế điều hòa nội bào và cấu trúc màng bền vững 

[48,55]. 

Nhìn chung, các đặc điểm sinh học của ba chủng vi khuẩn cho thấy sự tương 

đồng về mặt phân loại nhưng khác biệt về khả năng chuyển hóa và thích nghi sinh 

thái. Những đặc điểm này không chỉ phản ánh khả năng thích nghi của vi khuẩn với 

môi trường suối nước nóng mà còn cung cấp cơ sở quan trọng cho việc định hướng 

điều kiện nuôi cấy và lên men trong các nghiên cứu tiếp theo về sinh tổng hợp PHA. 

Để xác định chính xác vị trí phân loại của các chủng vi khuẩn tuyển chọn, 

phương pháp phân tích trình tự gen 16S rRNA được áp dụng. Đây là công cụ phổ 

biến và có độ tin cậy cao trong định danh vi khuẩn ở mức chi và loài. Kết quả 

khuếch đại và phân tích trình tự gen 16S rRNA của các chủng HG2.3, HG5.2 và 

HG5.6 được trình bày trong Hình 3.3, Hình 3.4, Hình 3.5 và Hình 3.6. 
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Hình 3.3. Sản phẩm khuếch đại gene 16S rRNA của 3 chủng vi khuẩn HG2.3, 

HG5.2 và HG5.6. M: 1 kb ladder (Thermo Scientific). 

Kết quả điện di sản phẩm PCR khuếch đại gen 16S rRNA của ba chủng vi 

khuẩn HG2.3, HG5.2 và HG5.6 được trình bày ở Hình 3.3 cho thấy các băng DNA 

rõ nét, có kích thước xấp xỉ 1,4–1,5 kb, phù hợp với kích thước đặc trưng của gen 

16S rRNA ở vi khuẩn. Điều này chứng tỏ quá trình khuếch đại PCR đã thành công 

và sản phẩm thu được đủ chất lượng cho các phân tích trình tự tiếp theo. 

 

Hình 3.4. So sánh mức độ tương đồng gene 16S rRNA của chủng HG2.3 với các 

chủng trên Ngân hàng Gene NCBI. 
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Hình 3.5. So sánh mức độ tương đồng gene 16S rRNA của chủng HG5.2 với các 

chủng trên Ngân hàng Gene NCBI. 

 

Hình 3.6. So sánh mức độ tương đồng gene 16S rRNA của chủng HG5.6 với các 

chủng trên Ngân hàng Gene NCBI. 

Kết quả so sánh trình tự gen 16S rRNA với cơ sở dữ liệu NCBI (Hình 3.4–3.6) 

cho thấy các chủng có mức độ tương đồng rất cao với các vi khuẩn đã được công 

bố. Cụ thể, chủng HG2.3 có độ tương đồng cao (≥99%) với các loài thuộc chi 

Aneurinibacillus, gần nhất với Aneurinibacillus aneurinilyticus và các loài lân cận 

trong chi. Trong khi đó, hai chủng HG5.2 và HG5.6 có mức độ tương đồng cao 

(≥99%) với các loài thuộc chi Geobacillus, đặc biệt gần với Geobacillus toebii và 
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Geobacillus vulcani, là các vi khuẩn ưa nhiệt thường gặp trong các môi trường địa 

nhiệt. 

Các vi khuẩn thuộc hai chi này phân bố rộng trong tự nhiên, đặc biệt ở môi 

trường đất và môi trường địa nhiệt, với khả năng phân giải các hợp chất hữu cơ và 

tham gia vào chu trình dinh dưỡng. Đáng chú ý, các loài thuộc chi Geobacillus có 

hệ enzyme bền nhiệt và khả năng chuyển hóa đa dạng [48,55], trong khi 

Aneurinibacillus có khả năng thích nghi với nhiều điều kiện môi trường khác nhau 

[56]. Những đặc điểm này cho thấy tiềm năng ứng dụng của các chủng vi khuẩn 

trong các quá trình sinh tổng hợp và công nghệ sinh học, bao gồm sản xuất PHA. 

Mặc dù kết quả so sánh trình tự cho thấy mức độ tương đồng cao đến mức 

loài, gen 16S rRNA là vùng bảo tồn và có hạn chế trong việc phân biệt các loài có 

quan hệ phát sinh gần nhau, đặc biệt trong các chi như Geobacillus và 

Aneurinibacillus. Do đó, trong nghiên cứu này, các chủng vi khuẩn chỉ được định 

danh ở mức chi nhằm đảm bảo độ tin cậy của kết luận. Các chủng HG2.3, HG5.2 và 

HG5.6 được đặt tên là Aneurinibacillus sp. HG2.3, Geobacillus sp. HG5.2 và 

Geobacillus sp. HG5.6.  

3.4. Đánh giá khả năng sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của các chủng 

vi khuẩn tuyển chọn 

Khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của các chủng vi khuẩn 

Aneurinibacillus sp. HG2.3, Geobacillus sp. HG5.2 và Geobacillus sp. HG5.6 được 

đánh giá trong môi trường khoáng bổ sung glucose làm nguồn carbon và peptone 

làm nguồn nitơ, ở điều kiện nuôi cấy 45 °C, pH 7 trong 72 giờ. Kết quả được thể 

hiện ở Bảng 3.5. 

Bảng 3.5. Sinh khối khô và hàm lượng PHA thu nhận được sau quá trình lên men 3 

chủng vi khuẩn tuyển chọn. 

Chủng Sinh khối khô (g/L) PHA (g/L) PHA (% DCW) 

HG2.3 1,561 ± 0,08 0,376 ± 0,02 24,09 ± 1,78 

HG5.2 1,612 ± 0,06 0,303 ± 0,02 18,80 ± 1,43 

HG5.6 1,734 ± 0,1 0,781 ± 0,04 45,04 ± 3,47 
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Kết quả ở Bảng 3.5 cho thấy cả ba chủng vi khuẩn tuyển chọn đều có khả năng 

sinh trưởng và tích lũy PHA, tuy nhiên hiệu suất giữa các chủng có sự khác biệt rõ 

rệt. Trong đó, chủng Geobacillus sp. HG5.6 đạt sinh khối khô cao nhất (1,734 ± 0,1 

g/L) và hàm lượng PHA lớn nhất (0,781 ± 0,04 g/L), tương ứng với 45,04 ± 3,47% 

sinh khối khô. Hai chủng còn lại có hiệu suất tích lũy thấp hơn, với Aneurinibacillus 

sp. HG2.3 đạt 24,09 ± 1,78% và Geobacillus sp. HG5.2 đạt 18,80 ± 1,43%. Điều 

này cho thấy khả năng sinh tổng hợp PHA có sự biến thiên đáng kể giữa các chủng, 

ngay cả khi được nuôi cấy trong cùng điều kiện. Đối với chủng Aneurinibacillus 

sp.HG2.3, hàm lượng PHA đạt 24,09% sinh khối khô phản ánh mức tích lũy trung 

bình so với các công bố trước đây. Cụ thể, chủng Aneurinibacillus sp. H1 được báo 

cáo có thể tích lũy PHA lên tới 55,31% sinh khối khô và đạt 2,03 g/L trong điều 

kiện nuôi cấy tối ưu ở 45 °C [57]. So với kết quả này, hiệu suất của Aneurinibacillus 

sp. HG2.3 thấp hơn đáng kể, điều này có thể liên quan đến điều kiện nuôi cấy chưa 

được tối ưu cũng như sự khác biệt đặc hiệu giữa các chủng trong cùng một chi. 

Trong khi đó, chủng Geobacillus sp. HG5.6  thể hiện khả năng tích lũy PHA ở mức 

tương đối cao (45,04%), tương đương với mức tích lũy khoảng 46% sinh khối khô 

đã được ghi nhận ở một số vi khuẩn ưa nhiệt phân lập từ môi trường tự nhiên [58]. 

Kết quả này cho thấy Geobacillus sp. HG5.6 là chủng có tiềm năng đáng chú ý 

trong sinh tổng hợp PHA. Đáng lưu ý, khả năng tích lũy PHA không phải là đặc 

điểm phổ biến ở tất cả các vi khuẩn ưa nhiệt, và các báo cáo về nhóm vi khuẩn này 

vẫn còn tương đối hạn chế so với các vi khuẩn ưa ấm [59]. Nhìn chung, các kết quả 

thu được phù hợp với xu hướng chung ở vi khuẩn ưa nhiệt, trong đó khả năng tích 

lũy PHA phụ thuộc mạnh vào đặc điểm sinh lý của từng chủng cũng như điều kiện 

nuôi cấy. Điều này cho thấy các chủng vi khuẩn phân lập từ suối nước nóng Quảng 

Nguyên, đặc biệt là Geobacillus sp. HG5.6, có tiềm năng ứng dụng trong sản xuất 

PHA và cần được tiếp tục tối ưu hóa điều kiện lên men nhằm nâng cao hiệu suất 

sinh tổng hợp. 

3.5. Ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy lên khả năng sinh trưởng và 

tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6 

Trên cơ sở kết quả đánh giá ban đầu, chủng Geobacillus sp. HG5.6 được lựa 

chọn cho các nghiên cứu tiếp theo do thể hiện khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA 
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vượt trội so với các chủng còn lại. Tuy nhiên, hiệu suất sinh tổng hợp PHA của vi 

khuẩn phụ thuộc mạnh vào các yếu tố môi trường và điều kiện nuôi cấy, bao gồm 

nguồn dinh dưỡng (nguồn carbon, nguồn nitơ) và các thông số vật lý như nhiệt độ, 

pH và nồng độ muối. Do đó, việc khảo sát ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy 

là cần thiết nhằm xác định các yếu tố phù hợp cho sinh trưởng và tích lũy PHA của 

chủng HG5.6. 

3.5.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Nhiệt độ là một trong những yếu tố quan trọng ảnh hưởng trực tiếp đến sinh 

trưởng và hoạt động trao đổi chất của vi sinh vật, đặc biệt đối với các vi khuẩn ưa 

nhiệt như Geobacillus. Sự thay đổi nhiệt độ có thể ảnh hưởng đến hoạt tính enzyme, 

tốc độ sinh trưởng cũng như quá trình tích lũy PHA trong tế bào. Trong nghiên cứu 

này, chủng Geobacillus sp. HG5.6 được nuôi cấy trong môi trường khoáng với 

nguồn carbon là glucose, nguồn nitơ là peptone, pH 7, lắc 200 rpm trong 72 giờ. 

 

Hình 3.7. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6. 
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Kết quả ở Hình 3.7 cho thấy nhiệt độ có ảnh hưởng rõ rệt đến sinh trưởng và 

khả năng tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6. Khi nhiệt độ tăng từ 30 

lên 50 °C, sinh khối khô (DCW) tăng mạnh từ 0,436 g/L lên 1,762 g/L, đồng thời 

hàm lượng PHA (g/L) cũng tăng từ 0,081 lên 0,794 g/L. Khi nhiệt độ tiếp tục tăng 

lên 55 °C, mặc dù sinh khối giảm xuống còn 1,242 g/L, hàm lượng PHA vẫn duy trì 

ở mức cao (0,685 g/L). Tuy nhiên, ở 60 °C, cả sinh trưởng (0,319 g/L) và lượng 

PHA (0,113 g/L) đều giảm mạnh, cho thấy ảnh hưởng bất lợi của nhiệt độ cao đến 

hoạt động sinh lý của tế bào. 

Bảng 3.6. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hàm lượng PHA của chủng Geobacillus sp. 

HG5.6. 

Nhiệt độ (oC) Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

Nhiệt độ (oC) Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

30 18,58 ± 1,47 50 45,06 ± 3,23 

35 24,24 ± 1,72 55 55,15 ± 2,9 

40 30,24 ± 2,09 60 35,42 ± 2,91 

45 32,65 ± 2,14   

Xét về hàm lượng PHA (% DCW), giá trị này tăng dần từ 18,58 ± 1,47% (30 

°C) lên cực đại 55,15 ± 2,9% (55 °C), sau đó giảm xuống 35,42 ± 2,91% tại 60 °C. 

Xu hướng này cho thấy ở nhiệt độ cao, mặc dù sinh trưởng có thể bị hạn chế, tế bào 

lại có xu hướng tích lũy PHA nhiều hơn như một dạng chất dự trữ nội bào. Đây là 

hiện tượng thường gặp ở vi sinh vật khi chịu điều kiện stress, trong đó dòng carbon 

được chuyển hướng từ sinh trưởng sang tích lũy polymer. Ở các nhiệt độ thấp (30–

35 °C), cả sinh trưởng và tích lũy PHA đều thấp, phản ánh điều kiện chưa phù hợp 

với đặc tính sinh lý của vi khuẩn ưa nhiệt. Khi nhiệt độ tăng lên 40–50 °C, sinh 

trưởng và tích lũy PHA đều được cải thiện rõ rệt, phù hợp với khoảng nhiệt độ sinh 

trưởng tối ưu của các loài thuộc chi Geobacillus, thường nằm trong khoảng 45–60 

°C [48]. Điều này cho thấy hoạt tính enzyme và quá trình trao đổi chất trong tế bào 

được thúc đẩy mạnh trong khoảng nhiệt độ này. So sánh với các công bố trước đây, 

mức tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6 (45–55% DCW) nằm trong 

khoảng giá trị đã được ghi nhận ở các vi khuẩn ưa nhiệt. Cụ thể, một số chủng vi 
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khuẩn ưa nhiệt có thể tích lũy khoảng 46% PHA [58], trong khi chủng 

Aneurinibacillus sp. H1 có thể đạt tới 55,31% sinh khối khô tại nhiệt độ tối ưu  45 

°C [57]. Như vậy, khả năng tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6 là 

tương đương với các chủng đã được công bố. Sự gia tăng hàm lượng PHA ở 55 °C 

trong khi sinh khối giảm cho thấy sự phân bố lại dòng carbon trong tế bào, khi điều 

kiện trở nên kém thuận lợi cho sinh trưởng nhưng vẫn kích thích tích lũy chất dự 

trữ. Hiện tượng này đã được ghi nhận ở các vi khuẩn ưa nhiệt và được giải thích bởi 

cơ chế thích nghi với stress môi trường [59]. Tuy nhiên, khi nhiệt độ vượt quá 

ngưỡng thích hợp (60°C), cả sinh trưởng và tích lũy PHA đều suy giảm mạnh do 

ảnh hưởng tiêu cực đến cấu trúc protein và hoạt tính enzyme. Nhìn chung, kết quả 

cho thấy khoảng nhiệt độ 50 - 55 °C là phù hợp cho tích lũy PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6. Trong đó, 50 °C có thể được xem là điều kiện tối ưu cân 

bằng giữa sinh trưởng và tích lũy PHA, trong khi 55 °C cho hàm lượng PHA cao 

nhất nhưng đi kèm với sự suy giảm sinh trưởng. Đây là cơ sở quan trọng cho việc 

lựa chọn điều kiện nuôi cấy trong các nghiên cứu tối ưu hóa tiếp theo. 

3.5.2. Ảnh hưởng của pH ban đầu 

Chỉ số pH môi trường nuôi cấy ảnh hưởng trực tiếp đến sinh trưởng và hoạt 

động trao đổi chất của vi sinh vật thông qua việc tác động đến cấu trúc và hoạt tính 

của enzyme cũng như khả năng vận chuyển các chất qua màng tế bào. Sự thay đổi 

pH có thể làm thay đổi cân bằng nội bào và ảnh hưởng đến quá trình sinh tổng hợp 

PHA. Trong nghiên cứu này, chủng Geobacillus sp. HG5.6 được nuôi cấy trong môi 

trường khoáng với nguồn carbon là glucose, nguồn nitơ là peptone, ở nhiệt độ 50 

°C, lắc 200 rpm trong 72 giờ, trong khi pH ban đầu được điều chỉnh ở các mức khác 

nhau. Kết quả được thể hiện ở Hình 3.8 và Bảng 3.7. 
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Hình 3.8. Ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6. 

Bảng 3.7. Ảnh hưởng của pH đến hàm lượng PHA của chủng Geobacillus sp. 

HG5.6. 

pH Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

pH Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

5,5 21,47 ± 2,02 7 45,15 ± 3,32 

6 30,94 ± 1,66 7,5 36,96 ± 3,31 

6,5 29,70 ± 1,86 8 28,24 ± 2,02 

Kết quả thu nhận được cho thấy pH môi trường có ảnh hưởng rõ rệt đến sinh 

trưởng và khả năng tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6. Khi pH tăng từ 

5,5 lên 7, sinh khối khô (DCW) tăng từ 0,573 g/L lên giá trị cao nhất 1,774 g/L, 

đồng thời hàm lượng PHA (g/L) cũng tăng từ 0,123 lên 0,801 g/L. Khi pH tiếp tục 

tăng lên 7,5 và 8, cả sinh trưởng và lượng PHA đều giảm, với DCW lần lượt là 

1,656 và 0,956 g/L, trong khi hàm lượng PHA giảm xuống 0,612 và 0,340 g/L, cho 

thấy môi trường lệch khỏi pH tối ưu bắt đầu ảnh hưởng bất lợi đến hoạt động sinh lý 



43 

 

của tế bào. Xét về hàm lượng PHA (% DCW), giá trị này tăng từ 21,47 ± 2,02% (pH 

5,5) lên cực đại 45,15 ± 3,32% tại pH 7, sau đó giảm xuống 36,96 ± 3,31% (pH 7,5) 

và 28,24 ± 2,02% (pH 8). Xu hướng này cho thấy pH trung tính là điều kiện thuận 

lợi nhất cho cả sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng nghiên cứu. Ở pH thấp, sự 

tích lũy PHA bị hạn chế, có thể do ảnh hưởng của môi trường acid đến cấu trúc và 

hoạt tính enzyme cũng như cân bằng nội bào. Ngược lại, ở pH cao, mặc dù tế bào 

vẫn có khả năng sinh trưởng, hiệu suất tích lũy PHA giảm, phản ánh sự mất cân 

bằng trong quá trình chuyển hóa carbon. Kết quả này phù hợp với các công bố trước 

đây, trong đó pH tối ưu cho sinh trưởng và tích lũy PHA của nhiều vi khuẩn ưa 

nhiệt thường nằm trong khoảng trung tính hoặc hơi kiềm nhẹ. Cụ thể, chủng 

Aneurinibacillus sp. H1 được báo cáo có khả năng tích lũy PHA cao trong khoảng 

pH gần trung tính [57]. Ngoài ra, các nghiên cứu cũng cho thấy pH là yếu tố quan 

trọng chi phối hoạt động enzyme và sự phân bố dòng carbon giữa sinh trưởng và 

tích lũy PHA trong tế bào [59]. Đáng chú ý, khu vực suối nước nóng Quảng Nguyên 

thuộc vùng địa chất karst đá vôi đặc trưng của Hà Giang, nơi các quá trình hòa tan 

CaCO₃ thường tạo ra môi trường nước có xu hướng trung tính đến kiềm nhẹ. Điều 

kiện địa chất này có thể góp phần định hình môi trường sinh thái vi sinh vật. Điều 

này phần nào phù hợp với kết quả thu được, khi chủng Geobacillus sp. HG5.6 thể 

hiện khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA tối ưu ở pH gần trung tính. 

3.5.3 Ảnh hưởng của nguồn carbon 

Nguồn carbon đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh trưởng và sinh tổng 

hợp PHA của vi sinh vật, do vừa là nguồn cung cấp năng lượng vừa là nguyên liệu 

trực tiếp cho quá trình tổng hợp polymer nội bào. Loại và khả năng sử dụng nguồn 

carbon có thể ảnh hưởng đáng kể đến sinh khối, hiệu suất tích lũy PHA cũng như 

cấu trúc polymer được tạo thành. Chủng Geobacillus sp. HG5.6 được nuôi cấy trong 

môi trường khoáng với nguồn nitơ là peptone, ở nhiệt độ 50 °C, pH 7, lắc 200 rpm 

trong 72 giờ, trong khi các nguồn carbon khác nhau được sử dụng nhằm đánh giá 

ảnh hưởng đến sinh trưởng và khả năng tích lũy PHA. 
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Hình 3.9. Ảnh hưởng của nguồn carbon đến sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6. 

Bảng 3.8. Ảnh hưởng của nguồn carbon đến hàm lượng PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6. 

Nguồn carbon Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

Nguồn carbon Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

Glucose 45,57 ± 3,58 Ribose 16,69 ± 1,77 

Galactose 29,70 ± 2,27 Xylose 10,88 ± 1,11 

Lactose 33,06 ± 2,57 Tinh bột 26,13 ± 2,15 

Sucrose 48,67 ± 4,22 Glycerol 50,27 ± 4,30 

Kết quả ở Hình 3.9 và Bảng 3.8 cho thấy nguồn carbon có ảnh hưởng rõ rệt 

đến sinh trưởng và khả năng tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6. Nhìn 

chung, các nguồn carbon khác nhau dẫn đến sự khác biệt đáng kể về sinh khối và 

hiệu suất tích lũy PHA. Trong đó, glycerol cho kết quả cao nhất với hàm lượng 

PHA đạt 50,27 ± 4,30% DCW, đồng thời sinh khối cũng đạt giá trị cao (1,844 g/L). 
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Tiếp theo là sucrose (48,67 ± 4,22%) và glucose (45,57 ± 3,58%), cho thấy đây là 

các nguồn carbon thuận lợi cho quá trình sinh tổng hợp PHA của chủng nghiên cứu.  

Xét theo bản chất cấu tạo, các nguồn carbon được khảo sát có thể chia thành 

các nhóm chính gồm: (i) đường đơn C6 (glucose, galactose), (ii) đường đôi 

(sucrose, lactose), (iii) đường C5 (ribose, xylose), (iv) polysaccharide (tinh bột) và 

(v) hợp chất không phải đường (glycerol). Kết quả cho thấy các nguồn carbon thuộc 

nhóm C6 và glycerol cho hiệu suất tích lũy PHA cao hơn rõ rệt so với nhóm C5. Cụ 

thể, glucose cho hiệu suất tích lũy PHA cao do được chuyển hóa trực tiếp qua con 

đường đường phân để tạo acetyl-CoA – tiền chất chính cho sinh tổng hợp PHA. 

Trong khi đó, galactose cho hiệu suất thấp hơn (29,70 ± 2,27%), có thể do phải 

chuyển hóa qua con đường Leloir trước khi đi vào glycolysis, làm giảm hiệu quả sử 

dụng cơ chất. Đối với các đường đôi, sucrose cho hiệu suất tích lũy PHA cao 

(48,67%), trong khi lactose thấp hơn (33,06%). Điều này cho thấy chủng 

Geobacillus sp. HG5.6 có khả năng sử dụng sucrose hiệu quả, có thể liên quan đến 

sự hiện diện của enzyme thủy phân sucrose (invertase/sucrase), trong khi khả năng 

thủy phân lactose (cần β-galactosidase) có thể hạn chế hơn. Đối với tinh bột, mặc dù 

là polysaccharide, chủng Geobacillus sp. HG5.6 vẫn có khả năng sử dụng với mức 

tích lũy PHA trung bình (26,13 ± 2,15%), cho thấy khả năng tiết enzyme phân giải 

tinh bột, tuy nhiên hiệu quả không cao bằng các nguồn carbon đơn giản. Đáng chú 

ý, các nguồn carbon C5 như ribose và xylose cho hiệu suất tích lũy PHA thấp (lần 

lượt 16,69 ± 1,77% và 10,88 ± 1,11%). Điều này có thể do các đường pentose đi vào 

con đường pentose phosphate và cần nhiều bước chuyển hóa trước khi tạo thành 

acetyl-CoA, làm giảm hiệu quả sinh tổng hợp PHA. Tuy nhiên, chủng Geobacillus 

sp. HG5.6 vẫn thể hiện khả năng sử dụng các cơ chất này ở mức nhất định, cho thấy 

tiềm năng khai thác các nguồn nguyên liệu lignocellulose – trong đó xylose là thành 

phần chính của hemicellulose. Mặc dù hiệu suất còn thấp, kết quả này mở ra khả 

năng định hướng nghiên cứu theo hướng tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy hoặc cải tiến 

con đường chuyển hóa nhằm nâng cao hiệu quả sử dụng các cơ chất giá rẻ và bền 

vững.  

Glycerol là nguồn carbon cho hiệu suất tích lũy PHA cao nhất trong nghiên 

cứu này, có thể do được chuyển hóa trực tiếp thành glycerol-3-phosphate và sau đó 
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đi vào glycolysis dưới dạng dihydroxyacetone phosphate (DHAP), từ đó nhanh 

chóng tạo acetyl-CoA. Điều này phù hợp với cơ chế sinh tổng hợp PHA nội bào, 

trong đó acetyl-CoA được chuyển hóa qua các enzyme β-ketothiolase (PhaA), 

acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) và PHA synthase (PhaC) để hình thành polymer 

[60]. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu cũng cho thấy hiệu quả sinh tổng hợp PHA phụ 

thuộc mạnh vào loại cơ chất và con đường chuyển hóa tương ứng [61]. Nhìn chung, 

kết quả cho thấy các nguồn carbon dễ chuyển hóa thành acetyl-CoA như glycerol và 

glucose là phù hợp nhất cho sinh tổng hợp PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6, 

trong khi các nguồn C5 kém hiệu quả hơn nhưng vẫn có ý nghĩa trong định hướng 

ứng dụng lâu dài. Những kết quả này cung cấp cơ sở quan trọng cho việc lựa chọn 

nguồn carbon thích hợp cũng như định hướng khai thác các nguồn nguyên liệu thay 

thế trong các nghiên cứu tiếp theo. 

3.5.4 Ảnh hưởng của nguồn nitơ 

Nguồn nitơ là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sinh trưởng và quá trình sinh 

tổng hợp PHA của vi sinh vật, do tham gia trực tiếp vào quá trình tổng hợp protein, 

enzyme và các thành phần cấu trúc tế bào. Đặc biệt, sự hạn chế nitơ trong môi 

trường nuôi cấy được xem là một trong những điều kiện kích thích tích lũy PHA, 

khi tế bào chuyển hướng dòng carbon từ sinh trưởng sang tích lũy polymer nội bào. 

Trong nghiên cứu này, chủng Geobacillus sp. HG5.6 được nuôi cấy trong môi 

trường khoáng với glycerol là nguồn carbon, ở nhiệt độ 50 °C, pH 7, lắc 200 rpm 

trong 72 giờ, trong khi các nguồn nitơ khác nhau được sử dụng nhằm đánh giá ảnh 

hưởng đến sinh trưởng và khả năng tích lũy PHA của chủng nghiên cứu. 
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Hình 3.10. Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6. 

Bảng 3.9. Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến hàm lượng PHA của chủng Geobacillus 

sp. HG5.6. 

Nguồn nitơ Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

Nguồn nitơ Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

NH4Cl 25,12 ± 2,41 KNO3 22,54 ± 2,01 

(NH4)SO4 27,93 ± 2,46 Cao nấm men 47,84 ± 3,74 

NH4NO3 36,38 ± 2,73 Peptone 50,25 ± 4,03 

Kết quả ở Hình 3.10 và Bảng 3.8 cho thấy nguồn nitơ có ảnh hưởng rõ rệt đến 

sinh trưởng và khả năng tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6. Nhìn 

chung, các nguồn nitơ khác nhau dẫn đến sự khác biệt đáng kể về hiệu suất tích lũy 

PHA, trong đó nhóm nitơ hữu cơ như peptone (50,25 ± 4,03%) và cao nấm men 

(47,84 ± 3,74%) cho giá trị cao nhất, đồng thời cũng tương ứng với sinh khối cao. 

Ngược lại, các nguồn nitơ vô cơ cho hiệu suất thấp hơn, dao động trong khoảng 22–

36% DCW. 
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Nhóm nitơ hữu cơ cho hiệu suất tích lũy PHA cao hơn rõ rệt so với nhóm vô 

cơ. Điều này có thể được giải thích do các nguồn nitơ hữu cơ không chỉ cung cấp 

nitơ dưới dạng dễ hấp thu mà còn bổ sung amino acid, peptide, vitamin và các yếu 

tố tăng trưởng, từ đó thúc đẩy sinh trưởng tế bào và ảnh hưởng đến khả năng tích 

lũy PHA [60,61]. Xu hướng này cũng phù hợp với các nghiên cứu trên vi khuẩn ưa 

nhiệt, trong đó các nguồn nitơ hữu cơ thường cho hiệu suất tích lũy PHA cao hơn so 

với nguồn vô cơ [57]. 

Đối với nhóm nitơ vô cơ, NH₄NO₃ cho hiệu suất tích lũy PHA cao nhất (36,38 

± 2,73%), cao hơn so với NH₄Cl, (NH₄)₂SO₄ và KNO₃. Sự khác biệt này có thể liên 

quan đến dạng tồn tại và cơ chế đồng hóa nitơ trong tế bào. NH₄NO₃ cung cấp đồng 

thời hai dạng nitơ là NH₄⁺ (dạng khử, dễ đồng hóa) và NO₃⁻ (dạng oxy hóa), giúp tế 

bào linh hoạt trong quá trình hấp thu và điều hòa trao đổi chất. Quá trình khử NO₃⁻ 

về NH₄⁺ tiêu tốn năng lượng và có thể tạo ra trạng thái “thiếu nitơ tương đối”, từ đó 

kích thích quá trình tích lũy PHA. Ngược lại, các muối amoni như NH₄Cl hoặc 

(NH₄)₂SO₄ cung cấp nitơ ở dạng dễ sử dụng, có xu hướng thúc đẩy sinh trưởng hơn 

là tích lũy PHA, dẫn đến hiệu suất PHA thấp hơn. KNO₃ cho hiệu suất tích lũy thấp 

nhất (22,54 ± 2,01%), có thể do tế bào phải tiêu tốn nhiều năng lượng để khử NO₃⁻ 

trước khi sử dụng, làm giảm hiệu quả chuyển hóa carbon sang PHA. Điều này phản 

ánh vai trò quan trọng của cân bằng năng lượng nội bào trong quá trình sinh tổng 

hợp polymer. 

Mặc dù theo cơ chế chung, sự hạn chế nitơ là yếu tố kích thích tích lũy PHA, 

kết quả nghiên cứu cho thấy các nguồn nitơ hữu cơ vẫn cho hiệu suất cao nhất. Điều 

này cho thấy trong điều kiện thí nghiệm, việc đảm bảo sinh trưởng tốt và cung cấp 

đầy đủ enzyme cho quá trình chuyển hóa có thể đóng vai trò quan trọng trong việc 

nâng cao tổng lượng PHA tích lũy. Hiện tượng này cũng đã được ghi nhận trong các 

nghiên cứu về sinh tổng hợp PHA, trong đó hiệu suất tích lũy phụ thuộc vào sự cân 

bằng giữa nguồn carbon, nitơ và trạng thái sinh lý của tế bào [59,61]. Tóm lại, 

peptone và cao nấm men là các nguồn nitơ phù hợp nhất cho sinh tổng hợp PHA của 

chủng Geobacillus sp. HG5.6, trong khi NH₄NO₃ là nguồn nitơ vô cơ hiệu quả nhất.  
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3.5.5 Ảnh hưởng của tỷ lệ C:N 

Tỷ lệ carbon/nitơ (C:N) là một trong những yếu tố quan trọng nhất chi phối 

quá trình sinh trưởng và tích lũy PHA của vi sinh vật, do phản ánh sự cân bằng giữa 

nguồn carbon và nitơ trong môi trường nuôi cấy. Trong điều kiện carbon dư và nitơ 

hạn chế, tế bào có xu hướng chuyển hướng dòng carbon từ sinh trưởng sang tích lũy 

các hợp chất dự trữ nội bào như PHA. Chủng Geobacillus sp. HG5.6 được nuôi cấy 

trong điều kiện phù hợp với glycerol là nguồn carbon, peptone là nguồn nitơ, ở nhiệt 

độ 50 °C, pH 7, lắc 200 rpm trong 72 giờ, trong khi tỷ lệ C:N được điều chỉnh ở các 

mức khác nhau nhằm đánh giá ảnh hưởng đến sinh trưởng và khả năng tích lũy PHA 

của chủng nghiên cứu. 

 

Hình 3.11. Ảnh hưởng của tỷ lệ C/N đến sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6. 

Bảng 3.10. Ảnh hưởng của tỷ lệ C/N đến hàm lượng PHA của chủng Geobacillus 

sp. HG5.6. 

Tỷ lệ C:N 

(mol/mol) 

Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

Tỷ lệ C:N 

(mol/mol) 

Hàm lượng PHA 

(% DCW) 

15:1 22,56 ± 1,64 30:1 52,82 ± 3,05 
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20:1 40,44 ± 2,46 35:1 37,48 ± 2,17 

25:1 50,72 ± 3,33 40:1 26,06 ± 2,02 

Kết quả ở Hình 3.11 và Bảng 3.9 cho thấy tỷ lệ C:N có ảnh hưởng rõ rệt đến 

sinh trưởng và khả năng tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6. Khi tăng 

tỷ lệ C:N từ 15:1 lên 30:1, hàm lượng PHA tăng mạnh từ 22,56 ± 1,64 % lên giá trị 

cao nhất 52,82 ± 3,05%, đồng thời sinh khối cũng đạt mức cao (2,081 g/L tại 30:1). 

Tuy nhiên, khi tiếp tục tăng tỷ lệ C:N lên 35:1 và 40:1, hàm lượng PHA giảm đáng 

kể xuống còn lần lượt 37,48 ± 2,17 % và 26,06 ± 2,02 %, kèm theo sự suy giảm sinh 

khối. Điều này cho thấy tồn tại một khoảng tỷ lệ C:N tối ưu trong khoảng 25:1–30:1 

cho cả sinh trưởng và tích lũy PHA.  

Xu hướng này phản ánh vai trò điều hòa của tỷ lệ C:N đối với sự phân bố dòng 

carbon trong tế bào. Ở tỷ lệ C:N thấp (15:1), nguồn nitơ dồi dào thúc đẩy sinh 

trưởng tế bào, khiến carbon chủ yếu được sử dụng cho tổng hợp sinh khối, dẫn đến 

hàm lượng PHA thấp. Khi tăng tỷ lệ C:N, sự hạn chế nitơ dần xuất hiện, tạo điều 

kiện cho việc chuyển hướng dòng carbon sang con đường tích lũy PHA như một 

dạng dự trữ nội bào. Cơ chế này đã được ghi nhận rộng rãi trong các nghiên cứu về 

PHA [62,63]. Ở tỷ lệ C:N cao (≥35:1), mặc dù điều kiện thiếu nitơ được tăng cường, 

nhưng sự thiếu hụt này trở nên quá mức, làm hạn chế tổng hợp enzyme và các cấu 

phần thiết yếu cho sinh trưởng, dẫn đến giảm sinh khối và kéo theo giảm tích lũy 

PHA. Ngoài ra, nồng độ carbon cao trong điều kiện này có thể gây ức chế trao đổi 

chất hoặc làm thay đổi hướng phân bố carbon trong tế bào, làm giảm hiệu quả 

chuyển hóa thành PHA [62]. Nhìn chung, tỷ lệ C:N 30:1 được xác định là điều kiện 

tối ưu cho sinh trưởng và tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6 trong điều 

kiện thí nghiệm, phù hợp với xu hướng đã được ghi nhận trong các hệ vi sinh vật 

sản xuất PHA, nơi tỷ lệ C:N trung bình thường cho hiệu suất tích lũy cao nhất [63]. 

3.6 Phân tích thành phần của PHA thu nhận từ chủng Geobacillus sp. 

HG5.6 

Sau khi xác định được các điều kiện nuôi cấy tối ưu, PHA thu nhận từ chủng 

Geobacillus sp. HG5.6 được tiến hành phân tích nhằm xác định thành phần và đặc 

điểm hóa học của polymer. Mẫu PHA được xử lý bằng quá trình phân giải bằng 
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methanol để phân tích bằng GC–MS/MS xác định thành phần monomer, đồng thời 

sử dụng phổ FTIR để nhận diện các nhóm chức đặc trưng của polymer. Kết quả 

được trình bày trong Hình 3.12 và Hình 3.13. 

 

Hình 3.12. Sắc ký đồ GC–MS/MS của PHB chuẩn (Sigma Aldrich) (phía trên) và 

PHA thu nhận từ chủng Geobacillus sp. HG5.6 sau quá trình methanolysis. 

 

Hình 3.13. Phổ FTIR của PHA thu nhận từ chủng Geobacillus sp. HG5.6. 

Kết quả phân tích GC–MS/MS (Hình 3.12) cho thấy sắc ký đồ của mẫu PHA 

thu nhận từ chủng Geobacillus sp. HG5.6 có sự tương đồng cao với sắc ký đồ của 

PHB chuẩn (Sigma Aldrich). Các peak đặc trưng xuất hiện trong khoảng thời gian 

lưu tương tự giữa mẫu và chất chuẩn, đặc biệt tập trung trong vùng 16–22 phút, cho 

thấy sự hiện diện của các methyl ester thu được sau quá trình phân giải bằng 
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methanol của polymer. Sự trùng khớp về vị trí và phân bố các peak giữa mẫu và 

PHB chuẩn là bằng chứng quan trọng chứng minh rằng polymer do chủng HG5.6 

tổng hợp chủ yếu là poly(3-hydroxybutyrate) (PHB). Bên cạnh đó, không quan sát 

thấy sự xuất hiện rõ rệt của các peak đặc trưng cho các monomer khác như 3-

hydroxyvalerate (3HV), cho thấy polymer thu nhận có thành phần tương đối đồng 

nhất, chủ yếu là PHB. Kết quả này phù hợp với điều kiện nuôi cấy sử dụng nguồn 

carbon glycerol, vốn thường ưu tiên hình thành đơn vị 3HB trong quá trình sinh 

tổng hợp PHA. 

Kết quả phân tích FTIR (Hình 3.13) tiếp tục củng cố nhận định trên. Phổ FTIR 

của mẫu PHA thể hiện các dải hấp thụ đặc trưng của polyester, trong đó nổi bật là 

peak mạnh tại khoảng 1720–1740 cm⁻¹, đặc trưng cho dao động kéo giãn của nhóm 

carbonyl (C=O) trong liên kết ester. Ngoài ra, các peak trong vùng 1270–1280 cm⁻¹ 

và 1050–1150 cm⁻¹ tương ứng với dao động của liên kết C–O–C, cùng với các peak 

ở vùng 2850–2950 cm⁻¹ đặc trưng cho dao động của liên kết C–H aliphatic. Những 

đặc điểm này là dấu hiệu điển hình của polymer thuộc nhóm polyhydroxyalkanoate. 

Mặc dù kết quả so sánh với thư viện phổ FTIR cho thấy mức độ tương đồng 

với một số hợp chất hữu cơ khác, điều này là do hạn chế của phương pháp FTIR 

trong việc định danh chính xác hợp chất dựa trên thư viện. Tuy nhiên, dựa trên các 

peak đặc trưng của nhóm chức ester cùng với kết quả GC–MS/MS, có thể khẳng 

định polymer thu nhận từ chủng Geobacillus sp. HG5.6 là PHA, với thành phần chủ 

yếu là PHB. Như vậy, sự kết hợp giữa hai phương pháp GC–MS/MS và FTIR đã 

cung cấp bằng chứng bổ sung lẫn nhau, cho phép xác định tương đối chính xác bản 

chất hóa học của polymer sinh tổng hợp, đồng thời khẳng định tiềm năng của chủng 

Geobacillus sp. HG5.6 trong việc sản xuất PHB. 
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KẾT LUẬN 

- Từ các mẫu nước và bùn tại suối nước nóng Quảng Nguyên, đã phân lập 

được tổng cộng 20 chủng vi khuẩn hiếu khí. Các mẫu bùn có số lượng chủng cao 

hơn mẫu nước, cung cấp nguồn vi sinh vật cho quá trình sàng lọc các chủng có khả 

năng tích lũy PHA. 

- Từ tập hợp các chủng phân lập, bằng các phương pháp sàng lọc kết hợp gồm 

nhuộm Sudan Black B, nhuộm Nile Blue A và quan sát bằng TEM, đã tuyển chọn 

được 3 chủng vi khuẩn có khả năng tích lũy PHA là HG2.3, HG5.2 và HG5.6. 

- Đã nghiên cứu các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa của 3 chủng vi 

khuẩn được tuyển chọn. Kết hợp với phân tích trình tự gen 16S rRNA, các chủng 

được xác định thuộc hai chi Aneurinibacillus (HG2.3) và Geobacillus (HG5.2, 

HG5.6). 

- Đã đánh giá khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA của ba chủng tuyển chọn, 

trong đó chủng Geobacillus sp. HG5.6 cho hiệu suất cao nhất với sinh khối khô đạt 

1,734 g/L, hàm lượng PHA 0,781 g/L và 45,04% DCW, và được lựa chọn cho các 

nghiên cứu tiếp theo. 

- Đã xác định được các điều kiện nuôi cấy thích hợp cho sinh trưởng và tích 

lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6, bao gồm: nhiệt độ 50–55 °C, pH ban 

đầu 7,0, sử dụng glycerol làm nguồn carbon, peptone làm nguồn nitơ và tỷ lệ C/N 

khoảng 30:1. Ở điều kiện này, chủng đạt sinh khối khô khoảng 2,08 g/L, hàm lượng 

PHA khoảng 1,10 g/L và 52,82% DCW. 

- PHA thu nhận từ chủng Geobacillus sp. HG5.6 được xác định có thành phần 

chủ yếu là poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) thông qua phân tích GC–MS/MS và 

FTIR, với các đặc trưng phổ phù hợp với PHB chuẩn. 

 



54 

 

KIẾN NGHỊ 

- Cần tiếp tục tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy nhằm nâng cao hiệu suất sinh 

trưởng và tích lũy PHA của chủng Geobacillus sp. HG5.6. 

- Nghiên cứu mở rộng nguồn cơ chất, đặc biệt là các cơ chất khác nhau (ví dụ: 

acid béo, acid hữu cơ hoặc nguồn carbon từ lignocellulose), nhằm đánh giá khả 

năng hình thành các monomer khác ngoài 3HB (như 3HV, 4HB, HHx), qua đó định 

hướng tổng hợp các dạng PHA copolymer có tính chất vật liệu đa dạng hơn. 
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