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MỞ ĐẦU 

 

1. Tính cấp thiết của đề tài 

Chất dẻo tổng hợp – hay còn gọi là nhựa – chiếm một vai trò rất lớn trong 

đời sống xã hội cũng như trong nhiều ngành công nghiệp khác nhau hiện nay. Cùng 

với sự phát triển của xã hội nhu cầu về nhựa cũng ngày càng tăng cao. Trong hơn 

50 năm qua sản lượng nhựa trên thế giới đã tăng một cách nhanh chóng từ 1,5 triệu 

tấn vào năm 1950 đã tăng lên 288 triệu tấn vào năm 2012 và trung bình mỗi năm 

tăng từ 3 % đến 5 % trong những năm gần đây [183]. Tại Việt Nam, cùng với nhu 

cầu tiêu thụ ngày càng lớn của xã hội thì sản lượng nhựa sản xuất trong 10 năm qua 

đã tăng nhanh chóng. Theo thống kê từ năm 2000 cho đến 2010, sản lượng nhựa đã 

tăng gấp hơn 4 lần (từ 890 nghìn tấn lên tới hơn 3800 nghìn tấn) và còn có xu 

hướng tăng hơn nữa. 

Nguồn nguyên liệu chủ yếu cho công nghiệp sản xuất nhựa hiện nay là dầu 

mỏ đang dần cạn kiệt và giá thành ngày một tăng [183]. Mặt khác, phần lớn các sản 

phẩm nhựa truyền thống có nguồn gốc dầu mỏ hầu như không có khả năng phân 

hủy sinh học, do đó cần phải mất hàng trăm năm chúng mới bị phân hủy hết [118]. 

Bên cạnh đó quá trình phân rã các sản phẩm này trong tự nhiên giải phóng ra nhiều 

hợp chất độc hại [205]. Sự tích tụ các loại rác thải này đã và đang gây nên những 

vấn đề nghiêm trọng về mặt môi trường sinh thái trên toàn cầu, ảnh hưởng một cách 

trực tiếp và gián tiếp đến sự sống của nhiều loài sinh vật trong đó có con người. 

Nhằm giải quyết những vấn đề môi trường do các sản phẩm nhựa truyền thống 

gây ra, các loại polymer sinh học đã được nhiều nhà khoa học quan tâm nghiên cứu 

như là một giải pháp vật liệu thay thế. Trong số đó polyhydroxyalkanoates (PHA) nổi 

lên như là một trong những nhóm vật liệu tiềm năng bởi chúng mang các đặc điểm 

nổi trội như: (1) có các thuộc tính hóa-lý tương tự như ở polymer truyền thống, (2) 

có tính tương thích sinh học cao, (3) có khả năng bị phân hủy bởi các tác nhân 

sinh học (nấm, vi khuẩn, xạ khuẩn) khi được thải ra ngoài môi trường [44, 115]. 

Bởi vậy PHA đã và đang được sử dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau của đời 

sống xã hội [41]. 

Với xu hướng phát triển của xã hội, thị trường nhựa Việt Nam cũng đã xuất 

hiện một số sản phẩm nhựa tự hủy. Phần lớn các sản phẩm nhựa tự hủy này có bản 
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chất là polymer từ dầu mỏ và được bổ sung các thành phần phụ gia nhằm gây ra sự 

phân rã của sản phẩm nhựa vào một thời điểm nhất định dưới tác động của các yếu 

tố vật lý trong môi trường như ánh sáng hoặc oxi, do đó không xảy ra sự phân hủy 

sinh học tự nhiên. Bên cạnh đó, một số sản phẩm nhựa có khả năng phân hủy sinh 

học cũng đã được quan tâm, song chủ yếu tập trung vào các nguồn vật liệu từ thực 

vật như tinh bột, cellulose hoặc kết hợp các vật liệu này với một số loại polymer 

hóa dầu khác [10, 12]. Trong khi đó các nghiên cứu về nhóm vật liệu PHA còn rất 

hạn chế và chưa được đầu tư bài bản. 

Việt Nam nằm trong khu vực được đánh giá là có hệ sinh thái đa dạng với 

thành phần động vật, thực vật và vi sinh vật phong phú. Những khảo sát của chúng 

tôi về hệ vi khuẩn đất ở một số khu vực Miền Bắc, đặc biệt là hệ sinh thái đất rừng 

ngập mặn, đã cho thấy sự phong phú và tiềm năng to lớn từ các nhóm vi khuẩn 

phân lập được từ đây trong nhiều lĩnh vực khác  nhau. Theo Wu và Cs (2000) thì 

khoảng 30 % các vi khuẩn trong đất có khả năng sinh tổng hợp PHA [210]. Trong 

khi đó hầu như chưa có công trình nào nghiên cứu một cách hoàn chỉnh về các vi 

khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA phân lập từ đất ở Việt Nam.  

Với những lý do trên, việc nghiên cứu về vi khuẩn có tiềm năng sản xuất 

PHA từ hệ sinh thái đất ở Việt Nam nhằm tạo cơ sở nền tảng cho các ứng dụng sản 

xuất nhựa phân hủy sinh học từ nguồn vật liệu này là một hướng mới, có nhiều ý 

nghĩa khoa học và thực tiễn, đồng thời cũng rất khả thi. Vì vậy chúng tôi lựa chọn 

nghiên cứu đề tài: “Nghiên cứu lên men và thu nhận polyhydroxyalkanoates từ 

vi khuẩn phân lập ở một số vùng đất của Việt Nam”. 

2. Mục tiêu của đề tài 

Xác định được điều kiện tích lũy và thu nhận nguyên liệu PHA trong điều 

kiện phòng thí nghiệm từ các chủng vi khuẩn phân lập trong đất ở một số vùng sinh 

thái của Việt Nam. 

3. Đối tƣợng và phạm vi nghiên cứu 

- Đối tượng nghiên cứu: Các vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA phân 

lập từ đất ở một số vùng sinh thái của Việt Nam (đất rừng ngập mặn Yên Hưng – 

Quảng Ninh, đất rừng ngập mặn Giao Thủy – Nam Định, đất bùn thải làng nghề 

làm bún Mạch Tràng – Đông Anh – Hà Nội). 
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- Phạm vi nghiên cứu: Phân lập, tuyển chọn, nghiên cứu các đặc điểm sinh lý 

- hóa sinh của các vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp polyhydroxyalkanoates 

(PHA). Nghiên cứu đặc điểm lên men tích lũy, tách chiết – thu hồi, và khả năng 

phân hủy sinh học của sản phẩm PHA từ chủng vi khuẩn tuyển chọn nhằm định 

hướng sản xuất nguyên liệu nhựa sinh học.  

4. Nội dung nghiên cứu 

- Phân lập, tuyển chọn và định loại các chủng vi khuẩn có khả năng sinh tổng 

hợp polyhydroxyalkanoate (PHA) từ đất ở các khu vực thu mẫu. 

- Nghiên cứu các điều kiện lên men tích lũy PHA của chủng vi khuẩn 

tuyển chọn: 

+ Nghiên cứu ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng (cacbon, nitơ) đến sinh 

trưởng và hiệu quả sinh tổng hợp PHA. 

+ Nghiên cứu tích lũy PHA theo phương pháp lên men mẻ và lên men mẻ có 

bổ sung dinh dưỡng trên thiết bị lên men 10 L. 

- Nghiên cứu tách chiết – thu hồi sản phẩm PHA từ sinh khối sau lên men 

chủng vi khuẩn tuyển chọn (nồng độ tác nhân xử lý, nhiệt độ xử lý, thời gian xử lý, 

…), và các thuộc tính hóa – lý của sản phẩm PHA thu được. 

- Nghiên cứu đánh giá khả năng phân hủy sinh học của vật liệu PHA từ 

chủng vi khuẩn tuyển chọn trong điều kiện chôn ủ. 

5. Những đóng góp mới của luận án 

- Là công trình đầu tiên ở Việt Nam nghiên cứu một cách có hệ thống về một 

chủng vi khuẩn (Yangia sp. NĐ199) được phân lập từ hệ sinh thái đất ngập mặn có 

khả năng sinh tổng hợp PHA. 

- Kết quả nghiên cứu làm phong phú thêm các dữ liệu về vi khuẩn đất có khả 

năng sinh tổng hợp PHA ở Việt Nam và Thế giới. Đặc biệt là các dữ liệu chi tiết về 

vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA thuộc chi Yangia. 
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CHƢƠNG 1. TỔNG QUAN 

 

1.1. Tổng quan chung về nhựa 

1.1.1. Nhựa tổng hợp 

Nhựa (hay còn gọi là chất dẻo) – plastics - là thuật ngữ nói chung về các vật 

liệu tổng hợp hoặc bán tổng hợp được sử dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau của 

xã hội. Nhựa hiện hữu ở khắp mọi nơi, là nguyên liệu để sản xuất quần áo, đồ gia 

dụng, đồ chơi cho đến các thiết bị kỹ thuật cao khác như máy tính, điện thoại, xe ô 

tô,… Nguyên liệu ban đầu để sản xuất nhựa có thể là than đá, khí gas tự nhiên, song 

dầu thô là nguồn nguyên liệu chủ yếu cho công nghiệp sản xuất nhựa hiện nay. 

Khoảng 4 % sản lượng dầu mỏ được sử dụng làm nguyên liệu trong công nghiệp 

sản xuất nhựa hiện nay và một lượng tương đương được dùng để cung cấp năng 

lượng cho quá trình sản xuất này [191]. Sản lượng nhựa trên toàn thế giới tăng 

nhanh từ 1,5 triệu tấn (1950) lên 288 triệu tấn (2012) với mức tăng trung bình hàng 

năm khoảng 3 % đến 5 % trong giai đoạn gần đây [183].  

Nhựa là loại vật liệu vô cùng đa năng, khối lượng nhẹ, không thấm nước, 

bền vững và giá thành thấp. Do đó các vật liệu này có thể được sử dụng trong 

nhiều lĩnh vực khác nhau như công nghiệp, nông nghiệp và sản xuất đồ gia dụng. 

Loại nhựa tổng hợp được tiêu thụ nhiều nhất là PE với sản lượng sản xuất hiện 

nay vào khoảng 140 triệu tấn/năm [169]. Mức độ bền vững cao, phần lớn trong số 

đó không có khả năng phân hủy sinh học, cùng với việc thiếu những phương pháp 

có hiệu quả trong việc loại bỏ một cách an toàn các sản phẩm nhựa tổng hợp sau 

khi sử dụng là nguyên nhân khiến cho loại vật liệu này ngày một tích lũy nhiều 

hơn trong tự nhiên và tác động xấu đến sự sống của các sinh vật cả ở trên cạn và 

dưới nước [170, 183]. Theo thống kê trong bùn thải đô thị có tới khoảng 10 % 

khối lượng các vật chất có bản chất là nhựa [27]. Bên cạnh đó trên 80 % rác thải 

của các hoạt động do con người tạo ra được đưa xuống đại dương [60]. Động vật 

trên cạn cũng như dưới nước đều có thể nhầm lẫn các vật dụng nhựa trong môi 

trường với thức ăn của chúng. Hàng nghìn động vật trong đại dương, từ các loài cá 
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nhỏ cho đến những loài lớn hơn, bị chết mỗi năm bởi việc ăn nhầm hoặc bị mắc 

vào các rác thải là nhựa [191]. Quá trình gãy vụn các vật dụng là nhựa không chỉ 

tạo ra các mảnh bụi gây ô nhiễm không khí, đất mà còn giải phóng các chất phụ 

gia độc hại như bisphenol A (BPA), phthalate, polybrominated diphenyl ether 

(PBDE). Các chất này có thể phân tán vào nguồn nước ngầm, nước ao hồ và đi 

vào các chuỗi thức ăn một cách tự nhiên gây nên những hậu quả nghiêm trọng [74, 

138]. Ngoài ra, khi các mảnh nhựa trôi nổi trên đại dương, chúng hấp phụ các chất 

ô nhiễm độc hại khác như polychlorinated biphenyl (PCBs), dichloro diphenyl 

trichlomethan (DDT), và các hợp chất đa vòng thơm ngưng tụ (PAH). Các chất 

này có độc tính vô cùng cao và là nhóm chất có khả năng gây các đột biến rối loạn 

nội tiết và ung thư. Do đó khi các động vật ăn phải các vật chất này, chất độc sẽ 

ngấm vào cơ thể và đi vào chuỗi thức ăn [205].  

Nhiều chính phủ đã có những biện pháp cụ thể nhằm hạn chế tác hại của 

nhựa tổng hợp. Chính sách hạn chế việc sử dụng cũng như đánh thuế mạnh vào các 

sản phẩm nhựa tổng hợp như túi nilon đã được nhiều quốc gia thông qua [210]. Bên 

cạnh đó các chính sách thúc đẩy sự phát triển của công nghiệp sản xuất nhựa sinh 

học, đặc biệt là nhựa phân hủy sinh học, cũng được quan tâm rộng rãi [38, 175].  

1.1.2. Nhựa sinh học 

1.1.2.1. Nhựa sinh học và xu hướng phát triển 

Thuật ngữ chất dẻo sinh học (bioplastics) hay nhựa sinh học được sử dụng để 

chỉ nhóm các vật liệu với các thuộc tính và ứng dụng khác nhau. Theo Hiệp hội 

nhựa sinh học Châu Âu thì một vật liệu được coi là nhựa sinh học nếu chúng có 

nguồn gốc sinh học (biobased plastic), hoặc có khả năng phân hủy sinh học 

(biodegradable plastic), hoặc mang cả hai điểm đặc trưng này [85, 143]. Từ đó 

chúng ta có thể xác định được 3 nhóm nhựa sinh học chủ yếu bao gồm [22]: (1) các 

loại nhựa có nguồn gốc sinh học (từ sinh khối có thể phục hồi) nhưng không có khả 

năng phân hủy sinh học, (2) các loại nhựa có nguồn gốc từ dầu mỏ nhưng lại có khả 

năng bị phân hủy sinh học, (3) các loại nhựa có nguồn gốc sinh học và có khả năng 

bị phân hủy sinh học (hình 1.1). 

Ngày nay, nhựa sinh học được sử dụng trong một số lĩnh vực chính như: 
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bao bì, nông nghiệp, sản xuất đồ gia dụng. Với những cải tiến về mặt chất lượng 

sản phẩm, nhựa sinh học còn được ứng dụng trong các lĩnh vực cao cấp như y học, 

điện tử, công nghiệp ô tô. Nhu cầu tiêu thụ nhựa sinh học trên thế giới tăng từ 15 

nghìn tấn năm 1996 lên đến 225 nghìn tấn vào năm 2008 [144]. Trong đó nhu cầu 

nhựa sinh học trong lĩnh vực bao bì chiếm tỷ trọng cao nhất với các vật liệu 

thường được sử dụng là bio-PE và bio-PET. Các loại nhựa có khả năng phân hủy 

sinh học như polylactic axit (PLA), polybutylene succinate (PBS), PHA có nhiều 

ưu điểm trong lĩnh vực nông nghiệp bởi khả năng bị phân hủy sinh học của chúng. 

Màng phủ có khả năng phân hủy sinh học là một cải tiến quan trọng trong nông 

nghiệp giúp giảm các chi phí trong sản xuất bao gồm chi phí thuốc trừ sâu, chi phí 

vệ sinh đồng ruộng, và giảm thiểu sự ô nhiễm đất …. Tuy nhiên việc sử dụng các 

sản phẩm từ nhựa sinh học trong nông nghiệp vẫn còn nhiều hạn chế [33]. Các nhà 

sản xuất thiết bị điện tử và ô tô hiện nay cũng chuyển hướng sang sử dụng nhựa 

sinh học trong các bộ phận như vỏ máy tính, bàn phím, vỏ điện thoại, hay ghế 

ngồi, túi khí, bánh lái, và thậm chí là một phần của bảng điều khiển [144]. 

 

Hình 1.1. Hình mô tả phân loại các nhóm nhựa (nguồn european-bioplastics.org) 

Nguồn gốc sinh học 

Có khả năng 

phân hủy sinh 

học 

Không có khả 

năng phân hủy 

sinh học 

Nguồn gốc 

dầu mỏ 

Nguồn gốc sinh học – 

không phân hủy sinh 

học 

Ví dụ: PE, PET, PTT 

nguồn gốc sinh học  

Nguồn gốc sinh học 

– phân hủy sinh học 

Ví dụ: PLA, PHA, 

PBS,  Tinh bột pha 

trộn 

Nguồn gốc dầu 

mỏ – phân hủy 

sinh học 

Ví dụ: PBAT. 

Chất dẻo truyền 

thống 

Ví dị: PE, PP,  
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Dược phẩm và y tế là một lĩnh vực ứng dụng vô cùng mới mẻ và đầy tiềm 

năng, đặc biệt là đối với các loại nhựa có nguồn gốc sinh học và có khả năng phân 

hủy sinh học như PLA và PHA. Các mô cấy (implant) có khả năng phân hủy sinh 

học trong y tế là một trong những lĩnh vực phát triển nhanh nhất trong thị trường 

chỉnh hình trên thế giới và dự kiến còn tăng mạnh mẽ trong thời gian tới. Các loại 

nhựa sinh học như PHA và PLA với các thuộc tính lý hóa ưu việt và mức độ tương 

thích sinh học cao là vật liệu thay thế tiềm năng cho các vật liệu trước đây như titan. 

Cũng bởi đặc tính phân hủy sinh học, các hệ dẫn truyền thuốc cũng đã được thiết 

lập từ nhựa sinh học giúp đưa thuốc đến các vùng mô viêm và khối ung thư mà 

không để lại dấu vết sau quá trình điều trị. Ngoài ra, nhiều ứng dụng của nhựa sinh 

học trong y tế như tạo các đĩa đệm xương, ốc vít phẫu thuật, khung nâng đỡ hỗ trợ 

tái sinh mô,…. cũng đã được sản xuất và sử dụng trong y tế [144]. Có thể nói lĩnh 

vực y tế là vô cùng tiềm năng cho sự phát triển của các loại nhựa phân hủy sinh học 

nói riêng và nhựa sinh học nói chung. 

Theo dự báo của Hiệp hội nhựa sinh học Châu Âu năm 2015, năng suất 

sản xuất nhựa sinh học toàn cầu có thể tăng từ 1,7 triệu tấn vào năm 2014 lên 

khoảng 7,8 triệu tấn vào năm 2019 cho dù giá dầu thế giới có xu hướng giảm. 

Đồng thời tốc độ tăng trưởng dự kiến của lĩnh vực này trong giai đoạn 2016-

2020 có thể đạt khoảng 20 % - 25 % mỗi năm [22]. Trong đó, các nhựa có nguồn 

gốc sinh học nhưng không có khả năng bị phân hủy sinh học, như PE và PET, 

đóng vai trò chính trong sự phát triển này. Tuy nhiên, các sản phẩm nhựa có khả 

năng phân hủy sinh học như PHA, PLA, tinh bột pha trộn cũng sẽ có mức tăng 

trưởng một cách vững chắc.  

Có nhiều nhân tố tác động góp phần vào sự tăng trưởng của các loại nhựa sinh 

học. Tuy nhiên có thể chỉ ra 4 nhân tố góp phần quan trọng vào sự tăng trưởng của thị 

trường nhựa sinh học bao gồm: (1) sự nổi lên của các nguồn nguyên liệu có bản chất 

sinh học và có khả năng tái tạo, (2) sự thay đổi nhu cầu của người tiêu dùng theo 

hướng các sản phẩm thân thiện với môi trường, (3) ảnh hưởng ngày càng lớn của 

nhựa sinh học đến môi trường, (4) các chính sách hỗ trợ cho nhựa sinh học [38]. 
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1.1.2.2. Nhựa sinh học và vai trò bảo vệ môi trường 

Sự phát triển của công nghiệp sản xuất nhựa sinh học có thể giải quyết được 

nhiều vấn đề môi trường của ngành công nghiệp nhựa thế giới. Sử dụng các nguồn tài 

nguyên hóa thạch như than đá, dầu mỏ làm nguyên liệu trong sản xuất nhựa khiến 

lượng khí CO2 phát thải ra khí quyển tăng nhanh chóng, hậu quả là hiện tượng hiệu 

ứng nhà kính ngày càng trầm trọng. Trong khi việc tăng cường sử dụng các nguồn 

nguyên liệu có khả năng phục hồi và các nguyên liệu sinh học góp phần hạn chế tình 

trạng này. Lượng khí CO2 phát thải ra môi trường trong quá trình sản xuất chỉ khoảng 

0,49 kg/kg nhựa sinh học trong khi con số này là 2 đến 3 kg/kg nhựa truyền thống 

(mức độ giảm tới 80 %). Ngoài ra, đối với các sản phẩm nhựa được tổng hợp sinh 

học khác như PHA thì lượng phát thải là rất thấp và có thể coi như không phát thải 

khí CO2
 
[218]. Bên cạnh đó, việc sử dụng các nguồn nguyên liệu có khả năng phục 

hồi cũng đồng nghĩa với hạn chế sử dụng các loại nguyên liệu hóa thạch trong quá 

trình sản xuất nhựa sinh học. Điều này gián tiếp hạn chế nguy cơ ô nhiễm môi trường 

đất, nước và không khí do hoạt động khai thác và tinh chế dầu mỏ, than đá. Các loại 

nhựa phân hủy sinh học thể hiện tác động đặc biệt đến môi trường. Việc phân hủy 

của các vật liệu từ nhựa truyền thống có thể mất hàng trăm năm, đồng thời giải phóng 

nhiều chất độc hại. Trong khi đó các loại nhựa phân hủy sinh học tồn tại thời gian 

ngắn khi được thải ra môi trường và nhanh chóng khép kín chu trình tuần hoàn vật 

chất trong tự nhiên. 

1.1.2.3. Nhựa phân hủy sinh học 

Phân hủy sinh học (biodegradation) về bản chất là quá trình phân hủy của vật 

chất dưới tác động của hệ enzyme từ sinh vật (chủ yếu là từ vi sinh vật) [29]. Nhựa 

phân hủy sinh học (biodegradable plastics) là các sản phẩm nhựa có khả năng bị 

phân hủy bởi sự hoạt động của các tác nhân sinh học (nấm, vi khuẩn, xạ khuẩn) 

trong điều kiện thích hợp khi được thải ra ngoài môi trường. Thuộc tính phân hủy 

sinh học không phụ thuộc vào nguồn vật liệu được sử dụng để tạo nên sản phẩm 

nhựa mà bản chất trực tiếp chính là cấu trúc hóa học của polymer tạo nên các sản 

phẩm này. Các sản phẩm nhựa phân hủy sinh học có thể được tạo nên từ nhiều con 

đường khác nhau, và tựu chung lại ở 3 con đường chính [63]. 
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Thứ nhất, polymer phân hủy sinh học từ con đường tổng hợp hóa học. Các 

polymer phân hủy sinh học được tổng hợp theo con đường hóa học chủ yếu thuộc 3 

nhóm chính: (1) các polyester, (2) polymer có chứa liên kết ester và các phân tử dị 

hình khác có khả năng tạo liên kết chéo giữa các mạch chính, (3) polyamino axit. 

Polyglycolic axit (PGA) là một copolymer béo – thơm đã được sản xuất dưới tên 

thương mại Biomax
®
 hoặc tạo thành dạng sợi với tên gọi Kevlar

®
 (Dupont) có khả 

năng phân hủy trong 8 tuần. PGA được ứng dụng trong sản xuất túi dùng một lần, 

khăn tẩy trang, dụng cụ đựng thức ăn. Trong khi PLA đã được nghiên cứu và sản 

xuất từ những năm 30 của thế kỷ XX được tạo thành từ các phân tử axit lactic thu 

được trong quá trình lên men vi sinh vật trên nguồn cacbohydrate. Bên cạnh các 

ứng dụng trong sản xuất đồ gia dụng, PLA hiện nay được ứng dụng chủ yếu trong y 

học như là chỉ khâu tự tiêu, mô cấy, và ứng dụng trong điều hòa giải phóng thuốc. 

Một số sản phẩm khác thuộc nhóm này như polyvinyl alcohol (PVA), 

polycaprolactone (PCL) cũng được tổng hợp theo con đường hóa học [63]. 

Thứ hai, polymer phân hủy sinh học từ con đường lên men nhờ vi sinh vật. 

Nhiều vi sinh vật có thể sản sinh polyester và các polysaccharide trung tính từ các 

nguồn cacbon (C) khác nhau trong quá trình sinh trưởng. PHA là nhóm polymer 

được sản xuất hiện nay theo con đường lên men vi sinh vật mang nhiều đặc điểm 

tương tự như các polymer hóa dầu. PHA được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác 

nhau như sản xuất đồ gia dụng, công nghệ điện tử, y tế,…. Bên cạnh đó, các loại 

polysaccharide trung tính như gellan, pullulan, laminarin, và curdlan cũng được sản 

xuất từ vi sinh vật. Gellan thường được dùng trong công nghiệp thực phẩm như làm 

nhân tố keo hóa phủ bánh ngọt, hoặc làm môi trường cho nuôi cấy mô tế bào [63]. 

Thứ ba, polymer phân hủy sinh học bằng cách biến đổi hóa học các sản 

phẩm tự nhiên. Sản phẩm vật liệu composit có nguồn gốc từ tinh bột với các hàm 

lượng khác nhau (10-20%; 40-60%; và 90%) đã được nghiên cứu và sản xuất. Sản 

phẩm thương mại Ecostar
®

 (Novon, Trung Quốc) được tạo ra khi trộn lẫn PLA với 

tinh bột được sản xuất từ 1993. Hiện nay một sản phẩm khác do công ty này sản 

xuất là ECO-3 (phối trộn giữa tinh bột biến tính và chất oxi hóa tự động) được dùng 
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làm chất phụ gia cho polyethylene tỷ trọng thấp (LDPE), và giúp cho sản phẩm này 

phân rã 95% trong vòng 18 tháng. Quy trình sản xuất cellulose acetate thương mại 

đã được phát triển từ 1905 để tạo thành sản phẩm nhựa nhiệt dẻo vô định hình có 

nhiều ứng dụng trong thực tế. Bên cạnh đó, chitin và chitosan cũng được nghiên 

cứu và ứng dụng rộng rãi trong lĩnh vực dược và y học [63]. 

1.2. Polyhydroxyalkanoates (PHA) 

Trong số các loại polymer có khả năng phân hủy sinh học thì PHA được 

đánh giá là nguồn vật liệu quan trọng cho công nghiệp sản xuất nhựa phân hủy sinh 

học bởi chúng đảm bảo các tiêu chí: có nguồn gốc từ nguồn nguyên liệu có khả 

năng phục hồi, được tổng hợp theo cơ chế sinh học và có khả năng bị phân hủy sinh 

học. Những lo ngại về các vấn đề môi trường nói chung cùng với nhu cầu tiêu thụ 

các sản phẩm có khả năng phân hủy sinh học được dự kiến sẽ thúc đẩy sự tăng 

trưởng của nhựa sinh học nói chung trong đó có PHA trong tương lai.  

1.2.1. Cấu trúc hóa học và đặc điểm của hạt PHA 

PHA là một nhóm các polyester có cấu trúc hóa học đa dạng được hình thành 

từ các đơn phân hydroxyalkanoic axit (HA) được gắn với nhau nhờ liên kết ester. 

Các axit 3-hydroxyalkanoic (3HA) đã bão hòa là các đơn phân thường gặp nhất 

trong cấu trúc của PHA (hình 1.3). Bên cạnh đó chúng ta có thể gặp các dạng axit 3-

hydroxyalkanoic chưa bão hòa, có chứa nhánh hoặc các nhóm thế. Số nguyên tử C 

trong các đơn phân thường dao động từ 4-14. Một số tác giả hiện nay đã công bố 

các PHA với sự có mặt của các đơn phân khác với nhóm hydroxyl ở vị trí C số 2, 4 

hoặc số 5 (ví dụ: axit lactic; 4-hydroxyalkanoic; 5-hydroxyalkanoic), hay các đơn 

phân đa chức carboxyl (ví dụ: axit malic) [41]. 

 

Hình 1.2. Công thức cấu tạo chung của polyhydroxyalkanoates (PHA) 

(R có thể là H hoặc các gốc alkyl có số lượng C dao động từ 1-13, x = 1-4, và n = 

100 - 30 000) 
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Trong tự nhiên, PHA được tích lũy chủ yếu ở vi khuẩn dưới dạng các hạt 

không tan nằm trong tế bào chất. Trong điều kiện môi trường mất cân bằng dinh 

dưỡng (dư thừa nguồn C và thiếu hụt một trong số các nguồn N, P, S, … thậm chí 

kể cả oxi), vi khuẩn sẽ chuyển hóa nguồn C nhờ hệ enzyme nội bào để tạo thành các 

phân tử PHA có khối lượng phân tử cao (10
3
 đến 10

4 
đơn phân) [112, 123]. Các hạt 

này đóng vai trò như là nguồn dự trữ C và năng lượng cho tế bào vi khuẩn với kích 

thước dao động từ 0,2 – 0,5 µm và số lượng hạt dao động từ 5 đến 13 hạt/tế bào. 

Hạt PHA là một dạng dự trữ C nội bào, song chúng hầu như không làm thay đổi áp 

suất thẩm thấu kể cả khi tế bào tích lũy với hàm lượng cao [18, 128, 179]. 

Khi nằm trong tế bào, hạt PHA có thể quan sát được dưới kính hiển vi đối 

pha bởi tính chất khúc xạ của chúng. Ngoài ra, có thể quan sát được sự có mặt của 

các hạt PHA trong tế bào nhờ một số loại thuốc nhuộm như Sudan black B hoặc 

Nile Blue A với những phương pháp riêng biệt. Dưới kính hiển vi điện tử truyền 

qua (TEM), các hạt PHA trong tế bào hiển thị dưới dạng trong suốt, riêng biệt và có 

ranh giới rõ ràng với nhau. Cấu trúc hạt PHA bao gồm nhiều phân tử polymer được 

bao bọc bởi một lớp màng đơn phospholipid, trên đó có gắn các protein đặc hiệu 

như PHA synthase, depolymerase, các protein cấu trúc, các protein điều hòa, hoặc 

thậm chí là các protein tế bào chất (hình 1.3) [156]. Sau khi được tách chiết khỏi tế 

bào, các hạt PHA hoặc vật liệu từ PHA mang các thuộc tính chung như không độc 

hại, không tan trong nước, có tính tương thích sinh học cao, có khả năng phân hủy 

nhờ tác nhân sinh học (phần lớn là các vi khuẩn, nấm, xạ khuẩn), là vật liệu chịu 

nhiệt và có thể tái sử dụng được. 

 

Hình 1.3. Cấu trúc hạt polyhydroxyalkanoates (PHA) trong tế bào [156] 
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1.2.2. Các dạng PHA từ vi sinh vật 

Hiện nay người ta đã tìm ra khoảng 150 dạng đơn phân được xác định là thành 

phần cấu trúc nên các PHA. Trên thực tế, các loài vi khuẩn cũng chỉ có khả năng tích 

lũy một vài loại PHA một cách tự nhiên từ các nguồn C thông dụng mặc dù PHA 

synthase có khả năng kết hợp nhiều loại đơn phân khác nhau. Chính vì thế nhiều loại 

PHA chỉ có thể được tạo ra khi bổ sung các tiền chất liên quan vào môi trường dinh 

dưỡng của vi khuẩn [128].  

Dựa vào cấu trúc mạch C tạo nên PHA chúng ta có thể phân chia thành hai 

loại PHA. Thứ nhất, các PHA mạch ngắn (short chain length-PHA, scl-PHA) chứa 

các đơn phân 3HA với cấu trúc mạch từ 3 đến 5 nguyên tử C. Tiêu biểu cho nhóm 

này là poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] - loại PHA phổ biến và được nghiên cứu 

kỹ nhất từ vi khuẩn. Thứ hai, các PHA mạch trung bình (medium chain length-

PHA, mcl-PHA) chứa các đơn phân 3-HA với cấu trúc mạch từ 6 đến 14 nguyên tử 

C. Các loại đơn phân phổ biến cấu trúc nên nhóm polymer này gồm 3-

hydroxyhexanoate (3HHx), 3-hydroxyoctanoate (3HO), 3-hydroxydecanoate 

(3HD), 3-hydroxydodecanoate (3HDD). 

Bên cạnh đó, dựa theo thành phần đơn phân cấu trúc tạo nên bộ khung mạch 

polymer, người ta có thể phân chia PHA thành hai dạng: (1) PHA đồng phân tử 

(homopolymer PHA), và (2) PHA dị phân tử (copolymer PHA). Trong đó loại thứ 

hai có thể được phân chia thành PHA dị hình ngẫu nhiên (ramdom copolymer PHA) 

và PHA dị hình cố định (block copolymer PHA). 

PHA đồng phân tử là các polymer chỉ chứa một loại đơn phân trong cấu trúc. 

P(3HB) là dạng PHA đồng hình đầu tiên được phát hiện ra và được nghiên cứu kỹ 

về mặt cấu trúc cũng như các thuộc tính khác [117]. Trong khi đó có rất ít các 

nghiên cứu liên quan đến các polymer đồng hình khác mà không phải P(3HB). Một 

số PHA đồng hình đã được tạo ra từ vi sinh vật như P(4HB) [180], P(3HV) [181], 

P(3HHx) [20], P(3HHp) [20, 199], P(3HO) và P(3HN) [20]…. Song các polymer 

này vẫn còn chưa được nghiên cứu đầy đủ về các đặc tính. Gần đây, một số tác giả 

đã thành công trong việc tạo poly(R-3-hydroxyundecanoate) và poly(R-3-
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hydroxydecanoate) [41, 200]. Phần lớn các PHA đồng hình này được tạo ra bởi vi 

sinh vật nhờ quá trình can thiệp di truyền [180, 181] hoặc bởi quá trình nuôi cấy đặc 

biệt với việc bổ sung các tiền chất tương ứng [20]. 

PHA dị phân tử là các polymer có thành phần từ hai loại đơn phân trở lên. Các 

PHA dị hình thu được trong quá trình nuôi cấy vi sinh vật thường chứa từ 3 và 5 

nguyên tử C như poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) [P(3HB-co-3HV)] 

[42, 203], poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) [P(3HB-co-4HB)] [195, 

133], poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxypropionate) [P(3HB-co-3HP)] [66, 131, 

203], poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate-co-4-hydroxybutyrate) [P(3HB-

co-3HV-co-4HB)] [25, 213]. Nhiều Pseudomonas spp. được thông báo có khả năng 

tích lũy copolymer chứa các đơn phân từ 6 đến 12C như P(3HO-co-3HD) và P(3HHx-

co-3HO-co-3HD) khi nuôi cấy trên các nguồn cơ chất alkan có cấu trúc mạch từ 6 đến 

12 C [112]. Gần đây, một số phòng thí nghiệm đã thông báo đã thành công trong việc 

tạo ra được P(3HD-co-3HDD) [46, 121, 200]. Thậm chí terpolymer PHA chứa các đơn 

phân có cấu trúc mạch từ 3 đến 12 C như P(3HB-co-3HHx-co-3HO-co-3HD-co-

3HDD) cũng đã được tổng hợp một cách tự nhiên nhờ chủng vi khuẩn Pseudomonas 

oleovorans ATCC29347 [169]. Các copolymer thường có các thuộc tính cơ học linh 

động, hữu ích đối với nhiều ứng dụng khác nhau [41]. 

Sự sắp xếp của các thành phần (đơn phân) trong mạch polymer sẽ tạo ra các 

loại copolymer khác nhau. Các PHA chứa các đơn phân không theo trật tự trên 

mạch polymer bởi hoạt động của các enzyme PHA synthase sẽ tạo nên các 

copolymer ngẫu nhiên (random copolymer). Phần lớn các copolymer được tạo ra 

một cách tự nhiên trong quá trình nuôi cấy vi khuẩn là các copolymer PHA ngẫu 

nhiên. Bên cạnh đó, sự bổ sung các cơ chất một cách tuần hoàn trong quá trình nuôi 

cấy vi sinh vật có thể tạo ra các copolymer với những trật tự sắp xếp xác định, còn 

gọi là các block copolymer. Chẳng hạn như Pederson và Cs (2006) đã tổng hợp 

được PHA chứa các block copolymer từ Cupriavidus necator bằng cách bổ sung 

dinh dưỡng xen kẽ giữa fructose và axit pentanoic. Trong đó các đoạn chứa 3HB 
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được tạo ra trong quá trình sử dụng fructose, còn việc bổ sung pentanoic từng đợt 

nhỏ đã tạo ra các đơn phân 3HV, từ đó copolymer cố định P(3HB-co-3HV) được tạo 

thành [142]. Wu và Cs (2008) đã thành công trong việc tạo copolymer cố định với 3 

phân đoạn bao gồm P(3HB)-poly(D,L-lactide)-poly(ε-caprolactone) sử dụng tiền chất 

là các đoạn methyl-P(3HB) phân tử lượng thấp làm tiền chất cho quá trình polymer hóa 

mở vòng với D,L-lactide và ε-caprolactone [212]. Các can thiệp di truyền tác động vào 

quá trình trao đổi chất có thể tạo ra các copolymer PHA cố định. Tripathi và Cs (2012) 

đã tạo ra poly-3-hydroxybutyrate-block-3-hydroxyhexanoate P(3HB-b-3HHx) khi can 

thiệp di truyền làm suy yếu con đường β- oxi hóa chủng vi khuẩn P. putida KT2442. 

Diblock copolymer P3HHx-block-P(3HD-co-3HDD) được tạo ra khi nuôi cấy chủng 

vi khuẩn Pseudomonas putida KTQQ20 trên nguồn axit béo khác nhau [192]. 

1.2.3. Thuộc tính vật lý của PHA 

Phần lớn các PHA mang những thuộc tính vật lý tương đồng với các loại 

nhựa có nguồn gốc dầu mỏ như PP, PE, PS (bảng 1.1). Thuộc tính vật lý của PHA 

về cơ bản phụ thuộc vào thành phần cấu trúc chuỗi polymer và cấu trúc mạch C của 

đơn phân tạo nên chúng. 

Các PHA với thành phần 3HB cao thường có nhiệt độ nóng chảy cao, 

song mức độ linh động kém.  Trong khi đó sự có mặt của phân đoạn 4HB, 3HV, 

hoặc các loại 3HA khác giúp tăng tính mềm dẻo và linh động của sản phẩm PHA 

với giá trị suất đàn hồi (GPa) và mức độ kéo dãn tới hạn (%) tăng lên. Tuy 

nhiên, thuộc tính nhiệt của các copolymer này có xu hướng giảm khi hàm lượng 

mol% các HA khác tăng lên [93].  
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Bảng 1.1. So sánh thuộc tính của một vài loại PHA với các nhựa có nguồn gốc dầu 

mỏ (nguồn Khanna và Srivastava 2005) [93]. 

Loại PHA Tm 

(
o
C) 

Tg 

(
o
C) 

Suất đàn 

hồi 

(GPa) 

Độ bền 

kéo đứt 

(MPa) 

Mức độ kéo 

dãn tới hạn 

(%) 

P(3HB) 179 4 3,5 40 5 

P(3HB-co-3HV)      

3 mol% 3HV 170 - 2,9 38 - 

9 mol% 3HV 162 - 1,9 37 - 

14 mol% 3HV 150 - 1,5 35 - 

20 mol% 3HV 145 - 1,2 32 - 

25 mol% 3HV 137 - 0,7 30 - 

P(3HB-co-4HB)      

3 mol% 4HB 166 - - 28 45 

10 mol% 4HB 159 - - 24 242 

16 mol% 4HB - - - 26 444 

64 mol% 4HB 50 - 30 17 591 

90 mol% 4HB 50 - 100 65 1080 

P(4HB) 53 - 149 104 1000 

P(3HHx-co-3HO) 61 - - 10 300 

P(3HB-co-6 mol% 3HA) 133 -8 0,2 17 680 

P(3HB-co-67 mol% 3HP) 44 -19 - - - 

P(3HB-co-3HHx) 52 -4 - 20 850 

Polypropylene 170 45 1,7 34,5 400 

PET 262 3400 2,2 56 7300 

Polystyrene 110 21 3,1 50 - 

LDPE 130 -30 0,2 10 620 

1.3. Vi khuẩn và các con đƣờng sinh tổng hợp PHA 

1.3.1. Vi khuẩn sinh tổng hợp PHA 

PHA đầu tiên được xác định cấu trúc là P(3HB) từ vi khuẩn Bacillus 

megaterium do Lemoigne và Cs vào năm 1926 [117]. Từ đó đến nay số lượng các 

vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA được xác định vào khoảng trên 70 chi 

[128], tuy nhiên trên thực tế con số này có thể còn lớn hơn nữa. Khả năng tích lũy 

PHA không chỉ thấy ở các vi khuẩn Gram âm mà còn được phát hiện ở các vi khuẩn 

Gram dương. Một số vi khuẩn tự dưỡng hiếu khí (vi khuẩn lam) và kị khí (vi khuẩn 

tía lưu huỳnh và không lưu huỳnh), và một vài vi sinh vật cổ cũng đã được xác định 

có khả năng sinh tổng hợp PHA [18, 87, 179]. 
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1.3.1.1. Các nhóm vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA  

Phần lớn các vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA được công bố hiện 

nay chủ yếu thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm và đa số thuộc nhóm Proteobacteria. 

Nhóm này được chia thành nhiều nhóm nhỏ khác với nhiều chi thành viên. Trong 

đó nhóm vi khuẩn thuộc γ-proteobacteria được công bố nhiều nhất với các chi 

Pseudomonas, Aeromonas, Halomonas, …[47-49]. Hầu hết các vi khuẩn thuộc 

nhóm này có khả năng sinh tổng hợp mcl-PHA hoặc scl-mcl-PHA trên các nguồn 

cơ chất khác nhau [71, 193]. Bên cạnh đó, một số loài khác có khả năng sinh tổng 

hợp mcl-PHA mạnh hơn như P. putida mt-2 (NCIMB 10432) có khả năng tích lũy 

tới 77 %wt trên nguồn cơ chất là octanoic [163].  

Alcaligenes và Cupriavidus (trước đây được gọi là Wautersia) có lẽ là hai chi phổ 

biến nhất có khả năng sinh tổng hợp PHA được tìm thấy thuộc nhóm β-proteobacteria. 

Bên cạnh đó, nhiều vi khuẩn thuộc chi Ralstonia (trước đây được xếp thuộc vào chi 

Pseudomonas) cũng được công bố có khả năng sinh tổng hợp PHA với các loài như R. 

pickettii 12J, và đặc biệt là R. eutropha H16 - chủng vi khuẩn rất phổ biến trong nghiên 

cứu hiện nay. Ngoài các chi nói trên, nhiều loài thuộc các chi Comamonas, Candidatus, 

Burkholderia cũng đã được công bố có khả năng sinh tổng hợp PHA. Trong công bố 

mới nhất hiện nay về vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA được phân lập ở vùng 

cực có sự xuất hiện của nhiều loài thuộc nhóm β-proteobacteria nằm trong các chi như 

Antarctic, Iodobacter, Yersinia, Jathinobacterium, Shewwanella [59]. Phần lớn các vi 

khuẩn thuộc nhóm β-proteobacteria đều có khả năng sinh mcl-PHA hoặc copolymer scl-

mcl PHA [200, 202]. 

Số lượng các chi vi khuẩn thuộc nhóm α-proteobacteria được công bố về khả 

năng sinh tổng hợp PHA ít hơn so với hai nhóm vi khuẩn ở trên. Một số chi thuộc 

nhóm này được công bố có khả năng sinh tổng hợp PHA như Sphingomonas, 

Rhodobacter, Roseobacter, Paracoccus, Caulobacter [91, 127, 147, 196]. Bên cạnh 

đó, sử dụng các phương pháp sàng lọc gen cũng cho thấy sự có mặt của gen mã hóa 

PHA synthase ở một số loài thuộc các chi như Zoogloea, Bosea, Rhizobium, 

Methylobacterium [80]. Tuy nhiên số loài đã được công bố có khả năng sinh tổng 

hợp PHA thuộc các chi này còn rất hạn chế. 
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Các vi khuẩn Gram dương được công bố có khả năng sinh tổng hợp PHA chủ 

yếu thuộc các chi sau: Bacillus, Caryophanon, Clostridium, Corynebacterium, 

Micrococcus, Microlunatus, Nocardia, Rhodococcus, Staphylococcus, và thậm chí 

Streptomyces cũng là một chi khá tiềm năng [128, 194]. Trong số các loài được công 

bố thì chi Bacillus cho thấy chiếm tỷ lệ khá lớn so với các chi khác [53, 136, 161, 163]. 

Phần lớn các vi khuẩn Gram dương thường chỉ sinh tổng hợp các scl-PHA và hàm 

lượng tích lũy trong tế bào thường thấp hơn so với vi khuẩn Gram âm. Đây có lẽ là lí 

do giải thích tại sao chúng ít được quan tâm trong quá trình sản xuất thương mại. 

Các vi sinh vật ưa mặn (halophilic microorganisms) bao gồm cả vi khuẩn ưa 

mặn (halophilic bacteria) và vi sinh vật cổ ưa mặn (halophilic archaea) là nhóm sản 

xuất PHA tiềm năng được nhiều nhà khoa học quan tâm. Nhiều chủng vi khuẩn ưa 

mặn thuộc chi Halomonas như Halomonas sp. O-1, H. elongata DSM 2581, H. 

campaniensis LS21, H. boliviensis LC1 cũng đã được công bố có khả năng sinh 

tổng hợp PHA [83, 149, 219]. Trong khi đó vi sinh vật cổ ưa mặn có khả năng sinh 

tổng hợp PHA chủ yếu nằm trong họ Halobacteriaceae. Điển hình và được công bố 

sớm nhất là loài Haloferax mediterranei có khả năng tích lũy PHA tới 65 %wt khi nuôi 

cấy trên nguồn tinh bột hoặc glucose trong điều kiện giới hạn P [58]. Bên cạnh đó một 

số loài thuộc các chi Halalkalicoccus, Haloarcula, Halobacterium, Halobiforma, 

Halococcus, Halopiger, Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum, Halostagnicola, 

Haloterrigena, Natrialba, Natrinema, Natronobacterium, Natronococcus, 

Natronomonas, và Natronorubrum  cũng đã được công bố về khả năng sinh tổng 

hợp PHA [75]. Khả năng sinh trưởng trong điều kiện nồng độ muối cao là một lợi 

thế trong quá trình sản xuất PHA của các vi khuẩn ưa mặn bởi việc giảm chi phí 

khử trùng môi trường và thiết bị. Ngoài ra, quy trình thu hồi sản phẩm có thể trở 

nên dễ dàng hơn nhờ hiện tượng sốc thẩm thấu khi xử lý tế bào với nước loại muối 

có thể giảm đến 40 % chi phí thu hồi [44]. 

Để có thể sản xuất PHA ở quy mô công nghiệp, các chủng sản xuất cần phải 

được cải tiến để nhằm giúp đạt mật độ tế bào cao trong thời gian nuôi cấy ngắn và 

tích lũy PHA với hàm lượng cao từ các cơ chất rẻ tiền, đơn giản [163]. Các kỹ thuật 
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ban đầu được sử dụng nhằm cải thiện khả năng sinh tổng hợp PHA của chủng sản 

xuất là chuyển các gen mã hóa enzyme tham gia vào quá trình trao đổi chất nhằm 

gián tiếp tác động đến quá trình sinh tổng hợp PHA của vi khuẩn. Một số chủng vi 

khuẩn được cải biến từ Ralstonia eutropha đã được tạo ra nhằm cải thiện khả năng 

sản xuất PHA cũng như điều khiển thành phần đơn phân trong PHA. Fukui và Cs 

(2002) đã tiến hành đưa gen mã hóa crotonyl-coenzyme A (CoA) reductase từ 

Streptomyces cinnamonensis, PHA synthase và (R)-specific enoyl-CoA hydratase 

từ Aeromonas caviae vào chủng dại R. eutropha có khả năng sinh tổng hợp PHA. 

Kết quả cho thấy chủng được cải biến di truyền mới tạo ra có khả năng sinh tổng 

hợp P(3HB-co-3HHx) với thành phần 3HHx là 1,5 mol% trên nguồn fructose [65]. 

Loo và Cs (2005) đã tạo dòng đột biến gắn gen PHA synthase từ Aeromonas caviae 

vào Wautersia eutropha có khả năng tích lũy P(3HB-co-3HHx) tới 87% với hàm 

lượng 3HHx đạt 5 mol% khi sử dụng nguồn dầu cọ [122]. 

Bên cạnh đó, việc tạo các chủng tái tổ hợp mang gen mã hóa enzyme xúc tác 

quá trình tổng hợp PHA đã được tiến hành. Chủng sản xuất tự nhiên thường có 

những điểm bất lợi trong quá trình ứng dụng vào sản xuất như: tốc độ sinh trưởng 

thấp, nhiệt độ sinh trưởng tối ưu thấp, có các con đường phân hủy PHA nội bào. 

Trong khi đó các chủng vi khuẩn tái tổ hợp có thể giải quyết được vấn đề này khi 

chúng chỉ có quá trình sản xuất mà không có hệ enzyme phân giải PHA. Một trong 

những xu hướng hiện nay là sử dụng các chủng E. coli tái tổ hợp trong sản xuất 

PHA. Tổng hợp PHA bởi các chủng E. coli tái tổ hợp thường không yêu cầu giới 

hạn yếu tố dinh dưỡng đặc hiệu. Ưu điểm khi sử dụng E. coli trong sản xuất PHA là 

tốc độ sinh trưởng nhanh, mật độ tế bào cao, có khả năng sử dụng một vài nguồn C 

rẻ tiền, và dễ dàng trong quá trình tinh sạch sản phẩm. Chẳng hạn, chủng tái tổ hợp 

E. coli có khả năng sinh trưởng mạnh ở nhiệt độ cao, dễ dàng phá vỡ tế bào do đó 

giúp giảm giá thành sản phẩm thông qua giảm chi phí lên men và tinh sạch PHA 

[129]. Genser và Cs (1998), Choi và Cs (1998) đã tạo chủng tái E. coli tái tổ hợp 

mang gen tổng hợp PHA (phaCABAl và phaCABCn) có khả năng sinh tổng hợp 

lượng PHB cao hơn so với chủng gốc C. necator H16 [43, 68]. Bên cạnh đó, 
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P(3HB-co-3HV) cũng đã được tổng hợp từ chủng E. coli tái tổ hợp [171, 208, 216]. 

Các mcl-PHA cũng đã được sản xuất nhờ chủng E. coli tái tổ hợp lần đầu tiên vào 

năm 1997 [109]. 

1.3.1.2. Cấu trúc hệ gen mã hóa sinh tổng hợp PHA ở vi khuẩn 

Quá trình sinh tổng hợp PHA ở các vi khuẩn có thể được diễn ra theo nhiều 

con đường khác nhau, song đều phải trải qua giai đoạn chuyển hóa vật chất cuối 

cùng với sự góp mặt của 3 loại enzyme chính 3-thioketolase (mã hóa bởi gen 

phaA), acetoacetyl-CoA reductase (mã hóa bởi gen phaB), và PHA synthase (mã 

hóa bởi gen phaC) theo sơ đồ sau: 

 

Các gen mã hóa các enzyme chính tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

PHA ở vi sinh vật thường tập hợp thành cụm trên vật chất di truyền và được gọi là 

operon pha. Tùy theo thành phần và cấu trúc (hay cách sắp xếp) của các gen mã hóa 

enzyme trong operon sẽ quyết định cấu trúc sản phẩm cũng như chất lượng PHA 

được tạo ra. Cấu trúc của các operon pha từ vi khuẩn được thể hiện trong hình 1.4.  

 

Hình 1.4. Mô hình cấu trúc các operon pha (Nguồn Suriyamongkol và Cs, 2007) [185]
 

Acetyl-CoA 
pha A 

Acetoacetyl-CoA 3-hydroxyalkanoyl-CoA PHA 
pha B pha C 
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Bảng 1.2. Phân loại PHA synthase dựa theo cấu trúc và đặc hiệu cơ chất [155] 

 

Mặc dù quá trình sinh tổng hợp PHA là kết quả của một tổ hợp các enzyme 

khác nhau, tuy nhiên thành phần và cấu trúc phân tử của PHA synthase sẽ quyết định 

loại đơn phân nào được sử dụng trong quá trình trùng hợp và do đó quyết định loại 

PHA được tạo ra [155]. Ngày nay, có khoảng hơn 40 gen cấu trúc của PHA synthase 

từ các vi khuẩn Gram dương và Gram âm cũng như Cyanobacteria đã được tách 

dòng, trong đó trình tự của khoảng 30 gen đã được xác định [154]. Dựa trên cấu trúc 

bậc 1 và thành phần tiểu phần cấu tạo enzyme và đặc biệt là sự đặc hiệu cơ chất mà 

PHA synthase có thể được phân ra thành 4 nhóm khác nhau (bảng 1.2). 

1.3.2. Nguồn C và các con đường sinh tổng hợp PHA ở vi khuẩn 

Quá trình sinh tổng hợp PHA có thể được tiến hành theo nhiều con đường 

khác nhau và chịu sự tác động trực tiếp hoặc gián tiếp của nhiều loại enzyme liên 

quan trong chuỗi trao đổi chất nội bào. Tuy nhiên việc sử dụng con đường sinh tổng 

hợp PHA nào lại chịu ảnh hưởng chi phối chủ yếu bởi nguồn C có mặt trong môi 

trường tại thời điểm đó. Chính vì vậy có một mối liên hệ khá chặt chẽ giữa nguồn C 

với các con đường sinh tổng hợp PHA và sản phẩm PHA được tạo ra trong quá 

trình nuôi cấy vi khuẩn (hình 1.5). Các nguồn C có thể được vi khuẩn sử dụng trong 

sinh tổng hợp PHA có thể được liệt kê vào ba nhóm chính: (1) cacbohydrate, (2) 

triacylglycerol, và (3) hydrocacbon. 

Cacbohydrate (bao gồm monosaccharide, disaccharide, polysaccharide) đều 
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cần phải chuyển hóa thành đường đơn trước khi được tế bào sử dụng cho các quá 

trình trao đổi chất (bao gồm cả quá trình sinh tổng hợp PHA). Trong tế bào glucose 

được chuyển hóa chủ yếu theo con đường đường phân để tạo ra axit pyruvic như là 

sản phẩm trung gian, đây chính là tiền chất cơ bản để tạo ra acetyl – CoA phục vụ 

cho chuỗi phản ứng tổng hợp PHA. Sự chuyển hóa pyruvic thành các hợp chất tiền 

thân cho sinh tổng hợp polymer được thực hiện theo các con đường khác nhau phụ 

thuộc vào hệ enzyme của mỗi loài vi sinh vật. Theo các con đường này, sản phẩm 

poly(3-hydroxybutyrate) (P3HB) được tạo ra là chủ yếu (con đường B – hình 1.5). 

Khả năng biến đổi cacbohydrate theo con đường này được thấy ở một số vi khuẩn 

cơ bản như Aeromonas hydrophila, Pseudomonas stutzeri, Ralstonia eutropha, 

Pseudomonas oleovorans [184]. 

Nhiều vi khuẩn thuộc nhóm giả khuẩn thể (Pseudomonad) như P. putida, P. 

citronellolis có khả năng chuyển hóa các hợp chất cacbohydrate thành mcl-PHA 

hoặc copolymer giữa 3HB với 3HHx hoặc 3HO (con đường D, K – hình 1.5). 

Nghiên cứu của Anderson và Dawes (1990) đã cho thấy chủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. NCIMB 40135 có khả năng sinh tổng hợp copolymer của 3HB 

với các 3HA khác (3HHx, 3HD, 3HDD) từ nguồn glucose [18]. Khả năng sinh tổng 

hợp poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) [P(3HB-co-3HV)] trên nguồn 

cacbohydrate ở một số vi khuẩn cũng đã được báo cáo [78, 106, 153]. Con đường 

này liên quan đến sinh tổng hợp một số loại axit amin như asparagine, aspartate, 

isoleucine, lysine, methionine, threonine. Theo con đường này, acetyl-CoA được 

chuyển hóa thành 3-ketovaleryl-CoA, nguyên liệu tạo nên phân đoạn 3HV, thông 

qua một loạt các phản ứng trao đổi chất với sự tham gia của quá trình sinh tổng hợp 

axit amin (con đường G, H - hình 1.5). Trong khi đó sản phẩm poly(3-

hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) [P(3HB-co-4HB)] cũng có thể được vi 

khuẩn tạo ra trong quá trình sử dụng cacbohydrate (con đường E, F – hình 1.5). Kết 

hợp các gen liên quan đến quá trình phân giải succinate từ Clostridium kluyveri và 

gen liên quan đến sinh tổng hợp PHA từ Ralstonia eutropha trong chủng tái tổ hợp 

E. coli, Valentin và Dennis (1997) đã thu được sản phẩm P(3HB-co-4HB) khi nuôi 

cấy chủng vi khuẩn này trên nguồn glucose [195]. 
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Triacylglycerol là thành phần chính có trong dầu thực vật và mỡ động vật. 

Cấu trúc chung của triacylglycerol gồm ba phân tử axit béo liên kết với một phân 

tử glycerol. Các triacylglycerol có thể được sử dụng một cách trực tiếp hoặc gián 

tiếp tùy thuộc vào hệ enzyme ngoại bào của các vi khuẩn. Khi được hấp thu vào tế 

bào, chúng có thể được biến đổi theo một số quá trình trao đổi chất (β- oxi hóa, 

tổng hợp axit béo) để tạo các hợp chất tiền thân cho quá trình sinh tổng hợp PHA 

(con đường I, J, K – hình 1.5). Sản phẩm mcl-PHA hoặc copolymer của 3HB và 

3HHx có thể được tạo ra theo con đường này bởi một số loài vi khuẩn như 

Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila khi sử 

dụng axit béo hoặc dầu thực vật [41]. 

Hydrocacbon có thể được nhiều vi khuẩn sử dụng để sinh tổng hợp PHA. 

Pseudomonas oleovorans là vi khuẩn đầu tiên được phát hiện có khả năng sinh 

trưởng trên nguồn octane và tích lũy PHA [89]. Các hydrocacbon hoặc dẫn xuất 

hydrocacbon có thể được sử dụng cho sinh tổng hợp PHA thông qua nhiều con 

đường khác nhau. Methan là nguồn hydrocacbon tiềm năng có thể được sử dụng 

thông qua chu trình serine để đi vào chuỗi chuyển hóa vật chất tạo PHA (con đường 

C – hình 1.5). Một số vi khuẩn đã được thông báo có khả năng sinh tổng hợp PHA 

theo con đường này như Methylobacterium extorquens AM1, Methylocystis sp. GB 

25 DSM 7674 [103, 140, 206]. Trong khi các dẫn xuất khác của hydrocacbon có thể 

được sử dụng và biến đổi một cách trực tiếp nhờ hệ enzyme nội bào của vi khuẩn để 

tham gia vào quá trình sinh tổng hợp PHA (con đường L, M – hình 1.5). 

Ngoài ra, cacbon dioxit (CO2) là một nguồn C dồi dào trên trái đất và được 

các sinh vật tự dưỡng sử dụng như là nguồn C trong quá trình sinh trưởng thông qua 

quá trình quang hợp. Sử dụng CO2 cho sinh tổng hợp PHA bởi một số vi khuẩn 

(chủng dại hoặc tái tổ hợp) cũng đã được công bố với sản phẩm chủ yếu là P(3HB) 

[13, 87, 165]. Quá trình sinh tổng hợp PHA từ nguồn CO2 ở các vi khuẩn này được 

tiến hành dựa trên chu trình Calvin kết hợp với hệ enzyme liên quan (phaA, phaB, 

phaC). Theo con đường này, 3-photphoglycerate (sản phẩm trung gian của chu trình 

Calvin) sẽ được sử dụng để chuyển thành pyruvate làm nguyên liệu cho quá trình 

sinh tổng hợp P(3HB) (con đường A - hình 1.5). 
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Hình 1.5. Các con đường sinh tổng hợp PHA ở vi sinh vật (Nguồn Tan và Cs, 2014) [190]  
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1.4. Sản xuất PHA từ vi khuẩn 

Các công bố hiện nay cho biết có hai hình thức sản xuất PHA: (1) polymer 

hóa các đơn phân hydroxyalkanoic (HA) trong điều kiện in vitro nhờ xúc tác của 

PHA polymerase, và (2) sản xuất PHA thông qua quá trình lên men từ vi sinh vật. 

Sản xuất PHA trong điều kiện in vitro đã được Qi và Cs (2000) tiến hành dựa trên 

hệ thống hai enzyme (acyl-CoA synthetase và PHA synthase) trên cơ chất (R,S)-3 

hydroxydecanoyl-CoA và thu được poly(3-hydroxydecanoate) in vitro với Mw đạt 

9,8.10
4
 g/mol [148]. Gerngross và Martin (1995) khi sử dụng phương pháp enzyme 

kết hợp với hóa học để tổng hợp hạt P(3HB) trong điều kiện in vitro đã tạo ra hạt có 

kích thước 3 µm (trong khi kích thước hạt trung bình trong tế bào khoảng 0,5 µm) 

với Mw trên 10 x 10
6
 Da. Hệ thống tổng hợp in vitro có thể điều chỉnh được Mw của 

polymer nhờ vào nồng độ PHA synthase ban đầu [69], hay cho phép tạo các block-

copolymer hay copolymer ngẫu nhiên bằng cách bổ sung một cách tuần tự hay hỗn 

hợp các cơ chất khác nhau [187]. Sinh tổng hợp PHA in vitro có những ưu điểm so 

với tổng hợp in vivo như có thể điều chỉnh thành phần đơn phân nhờ việc bổ sung 

tiền chất PHA và cofactor. Bên cạnh đó việc thu hồi PHA dễ dàng hơn nhiều so với 

phương pháp tách chiết từ tế bào. Tuy nhiên, việc tái sử dụng các cofactor là một 

vấn đề khó khăn và chi phí cao.  

Quá trình sản xuất PHA từ vi sinh vật được tiến hành thông qua hai giai đoạn 

chủ yếu sau: (1) lên men thu sinh khối vi sinh vật chứa polymer, và (2) tách chiết – 

thu hồi sản phẩm PHA từ sinh khối vi sinh vật. 

1.4.1. Lên men sản xuất PHA từ vi khuẩn 

Vi sinh vật sinh tổng hợp PHA có thể chia một cách đơn giản thành hai nhóm dựa 

trên yêu cầu về điều kiện nuôi cấy tích lũy. Nhóm thứ nhất, cần phải có sự hạn chế của 

một yếu tố dinh dưỡng chủ yếu như N, P, Mg, hoặc S và khi nguồn C dư thừa trong quá 

trình nuôi cấy. Các vi khuẩn thuộc nhóm này có thể kể đến một số chủng vi khuẩn 

Alcaligenes eutrophus (hay còn gọi là Ralstonia eutropha, Cupriavidus necator), 

Protomonas extorquens, và Protomonas oleovorans. Nhóm thứ hai, không cần phải có 

sự giới hạn về mặt dinh dưỡng trong quá trình tổng hợp PHA. Đại diện cho nhóm này 
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gồm có Alcaligenes latus, Clostridium botulinum, chủng đột biến Azotobacter vinelandii, 

và chủng E. coli tái tổ hợp [62, 93, 141]. Tuy nhiên, việc giới hạn nguồn N vẫn làm 

tăng khả năng sản xuất PHA đối với A. latus so với quá trình tích lũy đồng thời với quá 

trình sinh trưởng [73]. Do đó việc lựa chọn hình thức lên men trong quá trình sản xuất 

PHA là vô cùng quan trọng nhằm đạt được hiệu quả sản xuất cao nhất. Hiện nay, công 

nghệ lên men chìm được sử dụng phổ biến trong nghiên cứu và sản xuất PHA. Các 

công nghệ lên men chìm chủ yếu hiện nay bao gồm: (1) lên men mẻ, (2) lên men mẻ có 

bổ sung dinh dưỡng, và (3) lên men liên tục. Trong 3 phương pháp lên men này thì 

phương pháp lên men mẻ và lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng thường hay được sử 

dụng trong nghiên cứu cũng như sản xuất PHA từ vi khuẩn.  

1.4.1.1. Sản xuất PHA theo phương pháp lên men mẻ (batch fermentation) 

Lên men mẻ là phương pháp cổ điển đã và đang được sử dụng trong nghiên 

cứu sinh tổng hợp PHA hiện nay. Phương pháp lên men mẻ dễ tiến hành và phù hợp 

với các nghiên cứu về sinh trưởng và sàng lọc các vi khuẩn phù hợp cho tích lũy 

PHA. Việc thiết kế môi trường cho lên men mẻ cũng dễ dàng hơn, bao gồm một 

yếu tố dinh dưỡng (nguồn N hoặc P hoặc S,...) cần thiết cho sinh trưởng của vi 

khuẩn được giới hạn ở nồng độ thấp trong khi các nguồn dinh dưỡng khác (đặc biệt 

là nguồn C) được sử dụng dư thừa. Tùy thuộc vào vi sinh vật và nguồn cơ chất mà 

thời gian tiến hành lên men thường là 24 đến 48h. Trong lên men mẻ, vi khuẩn trải 

qua tất cả các pha bao gồm: pha tiềm phát, pha sinh trưởng cấp số, pha tích lũy 

PHA, pha cân bằng, pha suy vong. Sự thay đổi liên tục của môi trường (đặc biệt là 

nồng độ các chất dinh dưỡng giảm sút) do quá trình trao đổi chất của vi khuẩn 

thường khiến cho sinh khối thu được trong lên men mẻ không cao. Bên cạnh đó, 

hiệu suất tích lũy PHA khó đạt cực đại do sự phân hủy PHA nội bào trong điều kiện 

thiếu hụt nguồn C đối với các chủng dại. 

Ảnh hưởng của nguồn C, mối liên hệ giữa các nguồn dinh dưỡng trong môi 

trường, và các tiền chất đến quá trình sản xuất PHA của chủng vi khuẩn 

Pseudomonas oleovorans đã được Durner và Cs (2000) xác định [61]. Việc bổ sung 

các axit béo bay hơi (VFA) khác nhau cũng như thời gian bổ sung trong nuôi cấy 
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mẻ có ảnh hưởng đến quá trình sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA bởi Ralstonia 

eutropha JMP 134 cũng đã được ghi nhận [26]. Các thông số nuôi cấy cơ bản tối 

thích cho sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn Bacillus sp. Ti3 đã 

được xác định khi sử dụng hình thức lên men mẻ. Áp dụng các thông số tối thích 

này trong quá trình lên men mẻ chủng vi khuẩn này giúp tăng hiệu suất tạo PHA 

cũng như mức độ tích lũy PHA lên tương ứng 1,7 và 1,2 lần so với ban đầu [84]. 

Kết quả tương tự với mức độ sản xuất P(3HB) của chủng vi khuẩn Bacillus 

megaterium SW1-2 khi được tối ưu hóa các thông số nguồn N, nguồn C và phốt 

phát tăng 1,8 lần so với việc nuôi cấy trên môi trường cơ sở [28]. 

1.4.1.2. Sản xuất PHA theo phương pháp lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng (fed-

batch fermentation) 

Lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng là một hình thức thường được sử dụng 

trong quá trình nghiên cứu sản xuất PHA hiện nay. Trong kỹ thuật lên men này, một 

hoặc nhiều chất dinh dưỡng được bổ sung vào môi trường trong quá trình tiến hành 

lên men, và sản phẩm chỉ được thu hồi khi quá tình lên men kết thúc. So với nuôi 

cấy mẻ, pha sinh trưởng cấp số của vi sinh vật trong lên men mẻ bổ sung dinh 

dưỡng được kéo dài hơn bởi việc đảm bảo yếu tố dinh dưỡng được cung cấp một 

cách thường xuyên, chính vì vậy mật độ tế bào thu được thường đạt cao hơn so với 

trong lên men mẻ. Bên cạnh đó, nguồn C cũng được cung cấp luôn ở mức dư thừa 

trong giai đoạn tích lũy nên hàm lượng PHA trong tế bào thường đạt mức cao hơn 

trong lên men mẻ, qua đó hiệu quả sản xuất đạt được trong lên men mẻ có bổ sung 

dinh dưỡng được nâng cao. 

Quy trình lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng thường được áp dụng trong 

quá trình sản xuất sử dụng các chủng vi khuẩn thuộc nhóm đầu tiên (tích lũy PHA 

khi bị giới hạn một nhân tố dinh dưỡng nào đó). Theo đó phương pháp lên men hai 

giai đoạn (two-stage fermentation) thường được sử dụng trong quá trình sản xuất. 

Trong giai đoạn đầu, sinh khối của chủng sản xuất sẽ tăng nhanh chóng do được 

nuôi cấy trong điều kiện môi trường cân bằng (không bị giới hạn dinh dưỡng). Khi 

sinh khối tăng đến giới hạn nhất định thì việc bổ sung dinh dưỡng với sự giới hạn 
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một nhân tố cần thiết nào đó sẽ kích thích sự tích lũy PHA trong điều kiện nguồn C 

dư thừa. Lúc này mật độ tế bào hầu như giữ nguyên, sự tăng mật độ (độ hấp phụ ở 

bước sóng λ600nm hoặc tăng sinh khối khô) nếu có chỉ là kích thước và khối lượng tế 

bào tăng lên do việc tích lũy PHA nội bào gây ra. Để quá trình sản xuất PHA đạt 

năng suất cao thì hỗn hợp nguồn C và nguồn dinh dưỡng cần giới hạn phải được bổ 

sung với tỉ lệ tối ưu. A. eutrophus đã được nghiên cứu rộng rãi do khả năng tích lũy 

P(3HB) với hàm lượng cao trên các nguồn C đơn giản như glucose, fructose và axit 

acetic [90, 95, 96]. Hãng Imperial Chemical Industries (Anh) đã sản xuất P(3HB) ở 

quy mô công nghiệp từ nguồn glucose, và P(3HB-co-3HV) từ hỗn hợp glucose và 

axit propionic bằng phương pháp lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng sử dụng chủng 

A. eutrophus. Ban đầu các tế bào được sinh trưởng trên môi trường khoáng glucose 

có chứa một lượng phốt phát nhất định để thu được lượng tế bào mong muốn. Sau 

đó, khi tế bào gặp điều kiện giới hạn phốt phát và được bổ sung glucose dư thừa ở 

thời điểm khoảng 40 h đến 60 h sẽ tiến hành tích lũy P(3HB). Trong suốt quá trình 

nuôi cấy, nồng độ glucose được duy trì ở mức 10 g/L đến 20 g/L, kết quả thu được 

ở tại thời điểm 50 h hàm lượng tế bào khô, hàm lượng P(3HB) và % P(3HB) đạt 

164 g/L, 121 g/L và 76 %, năng suất tạo P(3HB) đạt 2,42 g/L/h [35]. 

Đối với các giống sản xuất thuộc nhóm thứ hai, chiến lược bổ sung dinh 

dưỡng là rất quan trọng để đạt được hiệu suất PHA cao. Các nguồn N hỗn hợp như 

nước ngâm ngô (corn steep liquor), cao men, hoặc pepton từ cá (fish peptone) có 

thể được bổ sung nhằm nâng cao khả năng sinh trưởng cũng như mức độ tích lũy 

polymer bởi quá trình sinh tổng hợp PHA ở các vi khuẩn này không phụ thuộc vào 

sự hạn chế nguồn dinh dưỡng [113]. Chính vì thế trong lên men sản xuất, quá trình 

sinh trưởng của tế bào và quá trình tích lũy PHA cần phải cân bằng nhằm tránh tình 

trạng tích lũy PHA không hoàn toàn hoặc dừng quá trình lên men sớm khi mật độ tế 

bào còn thấp. A. latus đại diện cho nhóm vi sinh vật thứ hai có khả năng tích lũy 

PHA trong quá trình sinh trưởng mà không cần yếu tố giới hạn dinh dưỡng. Trong 

điều kiện cân bằng dinh dưỡng, chủng A. latus có khả năng tích lũy P(3HB) đạt 50 

%wt. Khi tiến hành lên men mẻ với điều kiện giới hạn nguồn N, khả năng tích lũy 
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P(3HB) của chủng này tăng lên tới 80%. Kết quả thu được còn khả quan hơn khi 

tiến hành sản xuất theo quy trình lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng. Khi lượng tế 

bào khô đạt 76 g/L, nguồn N trong môi trường được giới hạn trong khi hàm lượng 

saccharose được giữ ở mức 5 g/L đến 20 g/L. Sau 8h giới hạn nguồn N, các kết quả 

thu được như sau: CDW – 111,7 g/L; hàm lượng P(3HB) – 98,7 g/L; và %P(3HB) – 

88 % với năng suất đạt 4,94 g/L/h. Năng suất cao nhất ghi nhận được đạt 5,13 g/L/h 

tại thời điểm 16 h khi điều kiện giới hạn dinh dưỡng xảy ra [197]. Mô hình nuôi cấy 

sử dụng cơ chế bổ sung dinh dưỡng được điều khiển dựa trên nguồn saccharose đã 

được Yamane và Cs (1996) thiết kế. Trong nghiên cứu này, nồng độ tế bào (142 g/L) 

và P(3HB) (68,4 g/L) cao trong dịch nuôi cấy đã đạt được với thời gian nuôi cấy ngắn 

(18 h), tuy nhiên hàm lượng PHB tích lũy nội bào đạt thấp (50 %wt) [214]. 

1.4.1.3. Sản xuất PHA theo phương pháp lên men liên tục 

Quá trình tích lũy PHA nội bào ở vi sinh vật xảy ra trong những điều kiện 

mất cân bằng dinh dưỡng. Về mặt lý thuyết hình thức nuôi cấy liên tục không 

thích hợp đối với ứng dụng sản xuất PHA bởi sự đổi mới liên tục của môi trường 

lên men. Để có thể áp dụng hình thức nuôi cấy liên tục trong sản xuất PHA, một 

số cải tiến về mặt kỹ thuật đã được áp dụng nhằm nâng cao khả năng sản xuất 

của các vi sinh vật. 

Lên men liên tục cũng đã được nghiên cứu sử dụng trong sản xuất PHA. Mô 

hình lên men liên tục có thể được thực hiện qua hai (two-stage) hoặc nhiều giai 

đoạn (multi-stage) lên men. Trong giai đoạn đầu tiên (nồi lên men đầu), chủng 

giống sản xuất được nuôi cấy trong điều kiện môi trường dinh dưỡng cân bằng tạo 

điều kiện cho tế bào sinh trưởng tối đa. Các giai đoạn sau (các nồi lên men kế tiếp), 

môi trường mất cân bằng dinh dưỡng được sử dụng nhằm tạo điều kiện cho việc 

tích lũy PHA. Mô hình này đã được Du và Cs (2001) sử dụng trong quá trình sản 

xuất P(3HB) từ chủng vi khuẩn R. eutropha WSH3. Ở pha đầu, vi khuẩn được nuôi 

cấy trên môi trường chứa glucose và đạt khối lượng tế bào khô cực đại 27,1 g/L. 

Khi chuyển sang pha thứ hai, 47,6g/L P(3HB) được tích lũy với hàm lượng P(3HB) 

đạt 72,1 %wt [59]. Mô hình lên men liên tục sản xuất P(3HB) dựa trên dãy các thiết 



 
  

          

   

 
 

29 

bị lên men liên tiếp đã được A. Atlíc và Cs (2011) áp dụng đối với chủng vi khuẩn 

Cupriavidus necator DSM 545. Quá trình lên men được tiến hành một cách liên tục 

trên dãy các nồi lên men liên tiếp, trong đó nồi lên men đầu tiên chứa môi trường 

cân bằng dinh dưỡng cho sự sinh trưởng của chủng giống. Khi đó, giống vi khuẩn 

liên tục được cung cấp cho các bình lên men tiếp theo, nơi môi trường lên men giới 

hạn nguồn N, để thực hiện tích lũy P(3HB). Kết quả của nghiên cứu đã đạt sức sản 

xuất 1,85 g/L/h và 0,1 g/g/h với hàm lượng P(3HB) đạt 77 %wt [24]. 

1.4.2. Tách chiết – thu hồi PHA từ sinh khối vi khuẩn 

Sau quá trình lên men, sinh khối vi sinh vật chứa các hạt PHA được thu nhận 

nhờ phương pháp ly tâm hoặc dùng siêu lọc. Thu nhận sinh khối bằng phương pháp 

ly tâm thường được tiến hành ở quy mô phòng thí nghiệm do thiết bị phức tạp và 

hiệu suất thấp. Trong khi sử dụng phương pháp siêu lọc có thể được thực hiện với 

thể tích lớn, đơn giản và hiệu suất cao hơn. Bên cạnh đó, sinh khối thu được bằng 

siêu lọc có thể loại bỏ được các thành phần dinh dưỡng và muối khoáng còn dư 

thừa trong môi trường nuôi cấy. Sinh khối sau khi thu được sẽ được tách chiết để 

thu các hạt PHA. Có nhiều phương pháp có thể được sử dụng để tách chiết các hạt 

PHA. Các phương pháp này đều có các thuận lợi và khó khăn riêng và được trình 

bày tóm tắt ở bảng 1.3. Trong đó, hai nhóm phương pháp (1) sử dụng dung môi hữu 

cơ và (2) thủy phân các thành phần tế bào không phải polymer được sử dụng nhiều 

trong nghiên cứu và sản xuất PHA. 

1.4.2.1. Tách chiết – thu hồi PHA nhờ sử dụng dung môi hữu cơ 

Thu nhận PHA từ sinh khối tế bào vi khuẩn nhờ dung môi hữu cơ là phương 

pháp được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu trong nhiều năm qua. Sử dụng dung 

môi trong tách chiết PHA được mô tả lần đầu bởi Lemoigne (1923-1951) và Baptist 

(1967) trên các đối tượng Bacillus megaterium và Rhodospirillum rubum [86]. 

Phương pháp này thường được sử dụng trong điều kiện phòng thí nghiệm bởi tính 

đơn giản và nhanh chóng của chúng. Nguyên lý của phương pháp này bao gồm hai 

bước cơ bản: (1) tính thấm của màng tế bào vi khuẩn bị biến đổi do đó cho phép các 

hạt polymer có thể giải phóng và hòa tan trong dung môi, và (2) quá trình kết tủa 

các phân tử PHA trong một dung môi khác. 
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Bảng 1.3. Ưu điểm và nhược điểm của các phương pháp tách chiết–thu hồi PHA [86] 

Phƣơng pháp Ƣu điểm Nhƣợc điểm 

Sử dụng dung môi Loại bỏ được các endotoxin. 

Độ tinh sạch cao. 

Không gây sự phá hủy 

polymer 

 

Có thể gây phá vỡ trạng thái 

hạt polymer 

Giá thành cao và nguy cơ gây 

ô nhiễm môi trường lớn 

Hiệu quả thu hồi thấp 

Sử dụng chất hoạt 

động bề mặt 

Xử lý được với mật độ tế 

bào cao. 

Không gây phá hủy polymer 

Độ tinh sạch thấp 

Cần loại bỏ chất hoạt động bề 

mặt trong nước thải 

Sử dụng NaOCl Độ tinh sạch cao Gây phá hủy sản phẩm 

polymer 

Kết hợp NaOCl – 

chloroform 

Độ tinh sạch cao 

Mức độ phá hủy sản phẩm 

thấp 

Lượng dung môi cần sử dụng 

nhiều 

Kết hợp NaOCl – 

Chất hoạt động bề 

mặt 

Hạn chế sự phá hủy sản 

phẩm polymer 

Chi phí vận hành thấp 

Cần loại bỏ chất hoạt động bề 

mặt và NaOCl khỏi nước thải 

Kết hợp Chelate – 

Chất hoạt động bề 

mặt 

Độ tinh sạch cao 

Nguy cơ ô nhiễm môi 

trường thấp 

Tạo ra lượng nước thải lớn 

Hòa tan có chọn lọc 

các thành phần 

không phải PHA 

nhờ proton 

Hiệu quả thu hồi và độ tinh 

sạch cao 

Chi phí vận hành thấp 

Có sự giảm phân tử khối nếu 

các thông số không được 

kiểm soát nghiên ngặt 

Sử dụng enzyme Hiệu quả thu hồi cao Mức độ tinh sạch thấp 

Giá thành cao 

Nghiền bằng hạt Không sử dụng hóa chất Cần thực hiện nhiều lần 

Đồng hóa nhờ áp 

suất 

Không sử dụng hóa chất Mức độ phá vỡ tế bào thấp 

khi mật độ tế bào loãng 

Phương pháp dòng 

siêu tới hạn 

Giá thành thấp 

Ít độc hại 

Hiệu quả thu hồi thấp 

Phương pháp làm 

suy yếu tế bào 

Sử dụng các điều kiện tách 

chiết nhẹ nhàng 

Hiệu quả thu hồi thấp 
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Các dung môi phổ biến hiện nay được sử dụng trong quá trình thu hồi phần 

lớn là các dẫn xuất chlo của hydrocacbon (chloroform; 1,2-dichloroethan) hoặc các 

hợp chất cacbonate dạng vòng (ethylene cacbonate; 1,2-propylene cacbonate) [151]. 

Bên cạnh đó, các hợp chất ketone mạch ngắn (acetone, ethyl ketone, methyl 

isobutyl ketone, ethyl acetate, butyl acetate) có thể được dùng như là các dung môi 

không phải dẫn xuất halogen có hiệu quả cao khi được sử dụng trong thu hồi các 

mcl-PHA [157]. Quá trình kết tủa PHA thường được gây ra bởi các dung môi như 

methanol hoặc ethanol. 

Sử dụng dung môi trong tách chiết PHA cho mức độ tinh sạch của sản phẩm 

cao hơn so với các phương pháp khác. Bên cạnh đó phương pháp này còn giúp việc 

loại bỏ các endotoxin có mặt trong sinh khối tế bào vi khuẩn cũng như ít gây nên sự 

phá hủy đối với cấu trúc polymer, do đó đảm bảo tính toàn vẹn của sản phẩm PHA 

với khối lượng phân tử cao thích hợp với nhiều ứng dụng đặc thù chẳng hạn như 

trong lĩnh vực y tế. Lee và Cs (1999) đã chứng minh việc sử dụng chloroform trong 

tách chiết P(3HB) từ sinh khối E. coli có thể giúp giảm hàm lượng endotoxin xuống 

mức quy định [114]. Tuy nhiên, phương pháp này cũng có một số nhược điểm lớn 

như: vấn đề ô nhiễm môi trường khi tiến hành ở quy mô lớn, phá hủy hình thái tự 

nhiên của hạt PHA (một cấu trúc hữu ích cho ứng dụng tạo các sợi chịu lực). 

1.4.2.2. Tách chiết – thu hồi PHA bằng phương pháp thủy phân các thành phần 

không phải polymer 

Ngược lại với phương pháp thu hồi bằng dung môi, các thành phần không 

phải polymer của tế bào (bao gồm axit nucleic, lipit, photpholipit, peptidoglycan, 

và các vật chất có bản chất protein khác) sẽ được thủy phân và hòa tan nhờ việc 

sử dụng các hóa chất hoặc enzyme. Đây là phương pháp đã và đang được sử 

dụng rộng rãi nhằm thay thế cho phương pháp thu hồi và tinh sạch bằng dung 

môi. Trong nhóm phương pháp này có thể được phân chia thành 3 nhóm chính 

dựa theo tác nhân sử dụng (bảng 1.3): (1) sử dụng hóa chất, (2) sử dụng enzyme, 

(3) sử dụng cơ học. Nhiều hóa chất đã được sử dụng trong nghiên cứu tách chiết 

– thu hồi PHA từ sinh khối các loại vi khuẩn khác nhau như NaOCl, các chất 
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hoạt động bề mặt,… Trong số đó nghiên cứu tách chiết – thu hồi PHA từ sinh 

khối vi khuẩn sử dụng tác nhân là kiềm được nhiều tác giả gần đây quan tâm bởi 

quy trình đơn giản và hiệu quả. 

Các chất tẩy rửa và kiềm thủy phân các protein và xà phòng hóa các 

lipopolysaccharide giúp tăng tính thấm không chọn lọc của màng tế bào từ đó dẫn 

đến sự phá vỡ tế bào và giải phóng các thành phần hòa tan ra môi trường [40, 79]. 

Độ tinh sạch của sản phẩm PHA đạt 81 % với hiệu suất thu hồi đạt 88 % khi Anis 

và Cs (2012) sử dụng 0,1 M NaOH để xử lý dịch 10 g/L tế bào Cupriavidus necator 

tái tổ hợp ở 30 
o
C. Khi nâng nhiệt độ xử lý lên 80 

o
C, độ tinh sạch của sản phẩm 

được nâng lên (đạt 92 %) song hiệu suất thu hồi giảm đi đáng kể (đạt 57,7 %) [21]. 

1.5. Tình hình nghiên cứu, sản xuất và ứng dụng PHA 

1.5.1. Nghiên cứu, sản xuất và ứng dụng PHA trên thế giới 

Mang nhiều đặc tính giống như nhựa tổng hợp có nguồn gốc từ dầu mỏ, với 

ưu điểm bị phân hủy bởi các vi sinh vật để tạo thành CO2 (hoặc CH4) và H2O khi 

được thải ra môi trường, polyhydroxyalkanoates (PHA) đã và đang là vật liệu nhận 

được nhiều sự quan tâm của các nhà khoa học, nhà sản xuất và chính phủ các nước 

trên thế giới. Trong những năm gần đây, số lượng các nghiên cứu về PHA đã tăng 

lên nhanh chóng với rất nhiều các phát minh và công bố trên thế giới. 

Các nghiên cứu hiện nay hầu hết tập trung vào các mục tiêu: cải tiến công 

nghệ lên men nhằm nâng cao năng suất, cải tiến công nghệ thu hồi và tách chiết 

đạt hiệu suất – thân thiện với môi trường, tận dụng nguồn nguyên liệu dư thừa và 

các loại nguyên liệu phế thải từ nông nghiệp và công nghiệp chế biến thực phẩm 

[15, 89]. Nguồn nguyên liệu rẻ tiền và dễ kiếm đang được quan tâm trong nghiên 

cứu sản xuất PHA hiện nay chính là dầu thực vật. Nhiều nghiên cứu cho thấy ưu 

thế của việc sử dụng dầu thực vật so với các nguồn C khác (hầu hết là hợp chất 

saccharide) trong tích lũy cũng như tạo ra những tổ hợp PHA mới mang các đặc 

tính ưu việt hơn [14, 100, 115, 122]. 

Sản xuất polymer phân hủy sinh học cũng đã tăng nhanh trong vài thập kỷ 

qua. Theo các báo cáo của Hiệp hội nhựa sinh học Châu Âu năm 2015, sản lượng 
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nhựa sinh học toàn cầu có thể tăng lên tới khoảng 7,8 triệu tấn vào năm 2019 với 

tốc độ tăng trưởng dự kiến của lĩnh vực này vào khoảng 20 % - 25 % mỗi năm 

trong giai đoạn 2016-2020 [22]. Được khám phá muộn hơn so với PLA, song hiện 

nay PHA đã và đang được nhiều nhà sản xuất quan tâm bởi tính đa dạng trong cấu 

trúc và những thuộc tính ưu việt của nó. Trong năm 2013, thị trường PHA trên toàn 

cầu ước tính chiếm khoảng 5 % thị trường nhựa sinh học và khoảng 0,05 % thị 

trường nhựa toàn thế giới [100]. Cho đến 2010 thì trên toàn thế giới có khoảng 24 

công ty lớn hoạt động trong lĩnh vực sản xuất và ứng dụng PHA [41]. Sản xuất 

PHA ở quy mô công nghiệp được bắt đầu từ thập niên 90 của thế kỷ trước. Công ty 

Chemie Linz (Áo) đã sử dụng chủng A. latus DSM 1124 trong sản xuất P(3HB) với 

công suất 1 tấn/ tuần trên nồi lên men 15 m
3
. Industrial Usina da Pedra-Acucare 

Alcool (Braxin) sử dụng Burkholderia sp. trong sản xuất P(3HB) với sản lượng 10 

nghì tấn/năm. Đặc biệt nguồn nguyên liệu sản xuất được tận dụng từ công nghiệp 

mía đường và tích hợp với công nghiệp sản xuất cồn. Bên cạnh P(3HB), các 

copolymer khác cũng được sản xuất ở quy mô công nghiệp. P(3HB-co-4HB) đã 

được Metabolix (Mỹ) và Tianjin Green Bioscience (Trung Quốc) sản xuất với quy 

mô 50 nghìn tấn và 10 nghìn tấn/năm. Trong tương lai P(3HB-co-4HB) sẽ chiếm 

lĩnh thị trường do những đặc tính nổi trội của nó [41]. 

Trên thế giới, PHA được sử dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau của đời 

sống. Có thể kể đến 3 lĩnh vực ứng dụng chủ yếu và ngày càng phát triển của nhựa 

sinh học: (1) sản xuất các vật dụng sinh hoạt và đồ bao gói, (2) ứng dụng trong y tế, 

(3) ứng dụng của các đơn phân từ PHA trong một số lĩnh vực khác [41, 101]. 

Trong lĩnh vực sản xuất các vật dụng phục vụ đời sống, PHA đã và đang cho 

thấy vai trò to lớn của mình. PHA được sử dụng ban đầu để sản xuất các vật dụng 

hàng ngày chẳng hạn như các lọ đựng dầu gội đầu, dao cạo râu, vỏ điện thoại, …. 

Nhiều sản phẩm khác nhau có nguồn gốc PHA đã được phát triển bởi các công ty 

như Proctor & Gamble, Biomers, Metabolix, … Các sản phẩm như bình chứa dầu 

gội đầu, sản phẩm dưỡng tóc, hay dầu bôi trơn cho xe máy, dao cạo dùng một lần 

cũng đã được sản xuất dựa trên nền tảng sản phẩm PHA thương mại BIOPOL
®

 của 

Metabolix (Mỹ) [34, 38, 41, 101]. 
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Bên cạnh các sản phẩm gia dụng thân thiện môi trường, các sản phẩm trong lĩnh 

vực y tế có nguồn gốc từ PHA đã được sản xuất. Với tính tương thích sinh học cao, các 

sản phẩm như đĩa xương, vít, chỉ khâu, nẹp, … ngày càng được sử dụng nhiều hơn. 

Ngoài ra, PHA còn được ứng dụng như là các chất dẫn thuốc cũng như là chất điều 

khiển quá trình giải phóng thuốc [41, 51, 101, 131]. 

Khi thủy phân PHA sẽ tạo ra nhiều loại đơn phân khác nhau với cấu trúc 

mạch C và chiều quay quang học mang nhóm chức năng hydroxyl khác nhau. Các 

chất này được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau như sản xuất các hợp chất 

hóa học quý (pheromone, kháng sinh, hợp chất thơm, vitamin) an toàn với con 

người [101]. Ngoài ra, các đơn phân từ PHA có thể được sử dụng như là một số loại 

thuốc trong quá trình điều trị [41]. 

1.5.2. Tình hình nghiên cứu, sản xuất và ứng dụng PHA ở Việt Nam 

Công nghiệp nhựa ở Việt Nam bắt đầu từ giữa thế kỷ trước và có những 

bước phát triển mạnh trong thời gian gần đây, song việc sản xuất vẫn còn hạn chế 

và nhỏ lẻ. Đặc biệt các sản phẩm từ nhựa sinh học chiếm tỉ lệ vô cùng nhỏ trong 

tổng sản phẩm ngành nhựa cả nước. Những năm gần đây, cùng với xu thế hội nhập, 

nhu cầu thực tế và những vấn đề về môi trường thì các nhà khoa học trong nước đã 

bắt đầu có những công trình nghiên cứu về sản xuất, chế tạo nhựa sinh học nhằm 

phục vụ đời sống cộng đồng. Một số nhóm nghiên cứu đã thành công trong việc tổng 

hợp các loại nhựa có khả năng phân hủy sinh học như PLA [2, 3, 11], sản phẩm phối 

trộn giữa các loại polymer có khả năng phân hủy sinh học [6, 7, 8, 10, 12]. Bên cạnh 

đó các hướng nghiên cứu nhằm nâng cao thuộc tính hóa lý, khả năng phân hủy của 

polymer [5, 7], cũng như ứng dụng của các loại polymer này trong bảo quản thực 

phẩm và trong nông nghiệp cũng đã được tiến hành. Phần lớn các nghiên cứu tập 

trung vào polylactic axit (PLA) và một số loại polymer tự nhiên khác như chitosan, 

tinh bột, cellulose. Trong khi đó polyhydroxyalkanoates (PHA) – một nhóm 

polyester mang các đặc tính ưu việt và được tổng hợp bởi nhiều loại vi sinh vật 

trong tự nhiên – vẫn chưa nhận được nhiều quan tâm. Có rất ít các dẫn liệu nghiên 

cứu về vi khuẩn sinh tổng hợp PHA phân lập được tại Việt Nam đã được công bố. 
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Năm 2010, Thanh Mai và Cs đã phân lập được chủng vi khuẩn V23-X1.1 và định 

danh đến loài Bacillus cereus [4]. Chủng vi khuẩn Alcaligenes latus VN1-20 được 

nhóm nghiên cứu Viện Công nghệ Sinh học sử dụng trong nghiên cứu sản xuất 

P(3HB) vào năm 2009 [1]. 

Được đánh giá là ngành công nghiệp có mức độ tăng trưởng cao trong giai 

đoạn 2010-2015, ngành nhựa Việt nam đặt mục tiêu đến năm 2025 mức độ tăng 

trưởng/năm của ngành nhựa luôn đạt trên 10 % (theo quyết định 2992/QĐ-BCT). 

Theo thống kê của Hiệp hội nhựa Việt Nam thì đến năm 2011 có khoảng 2000 công 

ty nhựa đang hoạt động (80 % cỡ vừa, nhỏ và do tư nhân mở), phân bố chủ yếu ở 

các tỉnh phía Nam như thành phố Hồ Chí Minh, Bình Dương, Đồng Nai,… Công 

nghiệp sản xuất nhựa phân hủy sinh học và các sản phẩm từ nhựa phân hủy sinh học 

ở Việt Nam hiện nay hầu như chưa có và nhỏ lẻ. Một số sản phẩm bao bì có gắn 

nhãn phân hủy sinh học đã xuất hiện trên thị trường do các công ty trong nước sản 

xuất như túi phân hủy sinh học Alta (Công ty Cổ phần Văn Hóa Tân Bình - Alta), 

zero plastic (Cty TNHH và in ấn Bao bì Đình Toàn), túi phân hủy sinh học D2W 

(Cty TNHH SXTM Hồng Tiến Thành). Hầu hết các sản phẩm này đều có thành 

phần chủ yếu là PE và PP được bổ sung chất phụ gia, do đó quá trình phân hủy của 

chúng có bản chất là phân hủy do môi trường mà không do sự tác động của hoạt 

động vi sinh vật. Bên cạnh đó, hầu hết nguồn nguyên liệu cho công nghiệp nhựa tự 

hủy của Việt Nam được nhập khẩu từ nước ngoài với chi phí cao. Chính vì thế, 

nghiên cứu và sản xuất nhựa sinh học ở Việt Nam cần dành nhiều sự quan tâm của 

các nhà khoa học và đặc biệt là sự thay đổi trong chính sách của chính phủ hơn nữa. 
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CHƢƠNG 2. VẬT LIỆU - PHƢƠNG PHÁP 
 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Chủng vi sinh vật 

Các chủng vi khuẩn phân lập được từ đất thu thập tại các địa điểm sau: rừng 

ngập mặn Miền Bắc Việt Nam (Giao Thủy – Nam Định; Yên Hưng – Quảng Ninh), 

làng bún Mạch Tràng – Đông Anh – Thành phố Hà Nội. 

2.1.2. Hóa chất và môi trường nuôi cấy 

Các hóa chất được sử dụng trong nghiên cứu đều ở mức phân tích. 

Môi trường phân lập và hoạt hóa vi khuẩn (g/L) [153]: MgSO4.7H2O – 0,25; 

CaCl2.2H2O – 0,09; KCl – 0,5; KBr – 0,06; Peptone – 5; Cao nấm men – 10; 

glucose – 1; pH = 7,0. Để phân lập các vi khuẩn từ đất rừng ngập mặn cần bổ sung 

NaCl để đạt độ mặn 30 ‰. Môi trường rắn được chuẩn bị bằng cách hòa tan hoàn 

toàn các thành phần với hàm lượng như trên, điều chỉnh pH, bổ sung thạch - agar 

(20 g/L), khử trùng ở 121 
o
C, 1 atm trong thời gian 20 phút. 

Môi trường nghiên cứu lên men sinh tổng hợp PHA được xây dựng dựa trên 

thành phần môi trường phân lập với một số thay đổi cụ thể (g/L): MgSO4.7H2O – 

0,25; CaCl2.2H2O – 0,09; KCl – 0,5; KBr – 0,06; KH2PO4 – 0,25; cao nấm men – 1; 

glucose – 20; pH = 7,0; khoáng vi lượng – 1 ml. Đối với các vi khuẩn phân lập 

được từ đất rừng ngập mặn, môi trường được bổ sung NaCl để đạt độ mặn 30 ‰. 

Thành phần khoáng vi lượng được trình bày trong phụ lục 2. 

2.1.3. Thiết bị nghiên cứu 

Các thiết bị được sử dụng trong nghiên cứu thuộc các phòng thí nghiệm: (1) 

Bộ môn Công nghệ Sinh học – Vi sinh, Đại học Sư phạm Hà Nội; (2) Viện Công 

nghệ Sinh học và Vi sinh, Đại học Quốc Gia Hà Nội; (3) Phòng nghiên cứu vật liệu 

sinh học, Đại học Sains, Malaysia. 

Thiết bị nuôi cấy: Tủ nuôi cấy lắc ổn nhiệt Innova (New Brunswick, Mỹ), 

buồng thao tác vi sinh HeraSafe (Thermo Scientific, Mỹ), thiết bị thanh trùng ướt 

Tomy 45S (Nhật), thiết bị sấy thăng hoa Flexi-Dry (Kinetics, Mỹ) và YK118 (True 

Ten, Đài Loan). 
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Thiết bị phân tích: Máy quang phổ khả kiến UV-VIS (Shimadzu, Nhật), cân 

phân tích Precisa 320 (Thụy Sỹ), thiết bị khuếch đại gen Geneamp 9700 (Applied 

Biosystem, Mỹ), hệ thống sắc kí khí 7890A (Agilent Technologies, Mỹ), hệ thống 

sắc kí thẩm thấu gel 1200 GPC (Agilent Technologies, Mỹ), hệ thống quét nhiệt vi 

sai DSC-60A (Shimadzu, Nhật), thiết bị phân tích sức căng vật liệu EZTest 

(Shimadzu, Nhật), thiết bị phân tích cộng hưởng từ hạt nhân Brucker ARX500 

Spectrometer (Brucker, Sikertrifen, Đức). 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp vi sinh vật học 

2.2.1.1. Phương pháp phân lập vi khuẩn 

Các mẫu đất thu thập được từ các vị trí nghiên cứu được tiến hành pha loãng 

theo dãy số mũ thập phân. Dùng pipet hút 100 µl dịch huyền phù ở 3 độ pha loãng 

cuối cùng nhỏ lên bề mặt thạch trong đĩa Petri, trang đều dịch huyền phù pha loãng 

lên bề mặt môi trường thạch dinh dưỡng. Sau đó ủ các đĩa Petri trong điều kiện 30 

o
C đến 32 

o
C, trong 24 h đến 48 h. Lựa chọn các khuẩn lạc riêng rẽ để tách chủng 

thuần sang môi trường giữ giống, phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo. 

2.2.1.2. Phương pháp bảo quản chủng giống vi khuẩn 

Bảo quản chủng giống trong glycerol: Các chủng giống vi khuẩn cần bảo 

quản được tiến hành nuôi cấy trên môi trường dinh dưỡng phù hợp. Sau đó tiến 

hành li tâm loại bỏ dịch môi trường, sinh khối tế bào được hòa lại trong dung dịch 

20 % (v/v) glycerol vô trùng. Các mẫu được bảo quản trong điều kiện nhiệt độ thấp 

(-15 
o
C đến -20 

o
C). Các chủng giống được bảo quản trong glycerol có thể duy trì 

sức sống ổn định được trong khoảng 6 tháng đến 12 tháng. 

Bảo quản chủng giống bằng phương pháp đông khô: Các chủng giống vi 

khuẩn cần bảo quản được tiến hành nuôi cấy trên môi trường dinh dưỡng phù hợp. 

Sinh khối tế bào được thu lại và hòa vào dung dịch bảo vệ tế bào (chứa 10 % sữa 

gầy, 1% glutamate) vô trùng đã được chuẩn bị sẵn. Dịch huyền phù tế bào được đưa 

vào các ống chuyên dụng và được tiến hành cấp đông ở -50 
o
C trước khi tiến hành 

làm khô. Quá trình đông khô được thực hiện trên thiết bị đông khô Flexi Dryer 
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(Kinetics, Mỹ) ở điều kiện -86 
o
C trong vòng 24 h. Các ống mẫu sau đó được hàn 

kín trong điều kiện chân không và được bảo quản ở điều kiện mát (4 - 8 
o
C). 

2.2.1.3. Phương pháp sàng lọc sơ bộ vi khuẩn sinh tổng hợp PHA
 

Vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA được sàng lọc sơ bộ dựa theo 

phương pháp của Spiekermann và Cs (1999) [180]. Môi trường chọn lọc được 

chuẩn bị dựa trên cơ sở môi trường nghiên cứu lên men có bổ sung thuốc thử Nile 

Blue A (pha trong dimethyl sulfoxide – DMSO) để đạt được nồng độ 0,5 µg/L. Các 

dòng vi khuẩn được nuôi cấy trên đĩa Petri chứa môi trường chọn lọc đã chuẩn bị ở 

trên và được ủ ở nhiệt độ 30-35 
o
C trong 48 h cho đến khi khuẩn lạc mọc tốt. Sau đó 

các khuẩn lạc được đặt dưới tia UV ở bước sóng 254 nm nhằm xác định sự có mặt 

của PHA trong tế bào. Các vi khuẩn có khuẩn lạc tương ứng phát ra màu cam sáng 

được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. 

2.2.1.4. Nghiên cứu các yếu tố dinh dưỡng đến sinh trưởng và tích lũy PHA 

 Ảnh hưởng của nguồn C 

Thí nghiệm được tiến hành trong các bình tam giác 250 ml có chứa 100 ml môi 

trường lên men cơ sở với 20 g/L mỗi nguồn C khác nhau. Giống vi khuẩn được hoạt 

hóa trên môi trường hoạt hóa vi khuẩn trong thời gian 13 h đến 15 h để đạt mật độ vi 

khuẩn mong muốn (giá trị mật độ quang ở bước sóng 600 nm đạt 7,0 ± 0,5). Bổ sung 

10 % (v/v) giống vào môi trường lên men vô trùng đã được chuẩn bị sẵn. Tiến hành 

nuôi cấy ở điều kiện 32 
o
C với tốc độ lắc 180 rpm. Sau 48 h, tiến hành phân tích các giá 

trị tổng khối lượng tế bào khô (CDW, g/L), hàm lượng PHA (% PHA, %wt) của mỗi lô 

thí nghiệm để đánh giá mức độ ảnh hưởng của các nguồn C đến sự sinh trưởng và tích 

lũy PHA của vi khuẩn. 

 Ảnh hưởng của tiền chất C 

Thí nghiệm được tiến hành trong các bình tam giác 250 ml có chứa 100 ml môi 

trường lên men cơ sở chứa 10 g/L fructose. Giống vi khuẩn được nuôi cấy trên môi 

trường hoạt hóa trong thời gian 13 h đến 15 h để đạt mật độ vi khuẩn mong muốn (giá 

trị mật độ quang ở bước sóng 600 nm đạt 7,0 ± 0,5). Bổ sung 10 % (v/v) giống vào môi 

trường lên men vô trùng đã được chuẩn bị sẵn. Tiến hành nuôi cấy ở điều kiện 32 
o
C 
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với tốc độ lắc 180 rpm. Sau 6 h nuôi cấy, dung dịch tiền chất được bổ sung vào môi 

trường nuôi cấy để đạt được nồng độ 0,5 g/L. Tiếp tục nuôi cấy đến 48 h, tiến hành 

phân tích các giá trị tổng khối lượng tế bào khô (CDW, g/L), hàm lượng PHA (% 

PHA, %wt) của mỗi lô thí nghiệm để đánh giá mức độ ảnh hưởng của các nguồn tiền 

chất đến sự sinh trưởng và tích lũy PHA của vi khuẩn [17]. 

 Ảnh hưởng của nguồn N 

Thí nghiệm được tiến hành trong các bình tam giác 250 ml có chứa 100 ml môi 

trường lên men cơ sở với các nguồn N khác nhau. Giống vi khuẩn được nuôi cấy trên 

môi trường hoạt hóa trong thời gian 13 h đến 15 h để đạt mật độ vi khuẩn mong muốn 

(giá trị mật độ quang ở bước sóng 600 nm đạt 7,0 ± 0,5). Bổ sung 10 % (v/v) giống vào 

môi trường lên men vô trùng đã được chuẩn bị sẵn. Tiến hành nuôi cấy ở điều kiện 32 
o
C 

với tốc độ lắc 180 rpm. Sau 48 h, tiến hành phân tích các giá trị tổng khối lượng tế bào 

khô (CDW, g/L), hàm lượng PHA (% PHA, %wt) của mỗi lô thí nghiệm để đánh giá 

mức độ ảnh hưởng của các nguồn N đến sự sinh trưởng và tích lũy PHA của vi khuẩn. 

2.2.1.5. Phương pháp nghiên cứu các đặc điểm sinh hóa 

Để xác định khả năng sinh các loại enzyme ngoại bào, chủng vi khuẩn được 

nuôi cấy trên các môi trường dinh dưỡng đặc hiệu (phụ lục 1). Sau 24 h tiến hành 

kiểm tra dựa trên phản ứng màu của các thuốc thử tương ứng [9]. 

Thử nghiệm khả năng sinh indol được tiến hành trên môi trường nước 

tryptone (phụ lục 1). Sau 48 h nuôi cấy ở 37 
o
C, bổ sung 1 ml ether vào dịch nuôi 

cấy để tách lớp indol, sau đó nhỏ thuốc thử, để tĩnh vài phút và ghi nhận kết quả. 

Kết quả dương tính khi có sự xuất hiện lớp màu đỏ trên bề mặt môi trường, trong 

khi kết quả âm tính được thể hiện là lớp màu vàng của thuốc thử trên bề mặt môi 

trường [9]. 

Thử nghiệm methyl đỏ được tiến hành trên môi trường glucose-photphat 

(phụ lục 1). Sau 48 h nuôi cấy ở 37 
o
C, nhỏ vài giọt thuốc thử methyl đỏ vào dịch 

nuôi cấy và đọc kết quả. Kết quả dược xác định dương tính khi môi trường xuất 

hiện màu đỏ sau khi bổ sung thuốc thử, trong khi kết quả âm tính môi trường có 

màu vàng [9]. 
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Thử nghiệm Voges-Proskauer được tiến hành trên môi trường glucose-

photphat (phụ lục 1). Sau 48 h nuôi cấy ở 37 
o
C, bổ sung thuốc thử trực tiếp vào 

môi trường và đọc kết quả ngay. Kết quả là dương tính khi xuất hiện màu đỏ trên bề 

mặt môi trường, trong khi bề mặt môi trường không đổi màu được xác định là âm 

tính [9].  

Khả năng sử dụng các nguồn C được tiến hành trên môi trường khoáng với 

các nguồn C tương ứng (phụ lục 1). Sau 48 h, đánh giá khả năng sử dụng nguồn C 

dựa trên mức độ sinh trưởng của vi khuẩn. 

2.2.1.6. Phương pháp quan sát hình thái tế bào và phát hiện thể ẩn nhập 

 Phương pháp quan sát hình thái khuẩn lạc. 

Tế bào của chủng vi khuẩn được tiến hành pha loãng và trang cấy lên môi 

trường thạch dinh dưỡng. Sau 24 h, kiểm tra khả năng hình thành các khuẩn lạc. 

Tiến hành quan sát hình thái và màu sắc của khuẩn lạc trên kính lúp soi nổi SZ61 

(Olympus, Nhật) ở độ phóng đại 40 x. 

 Phương pháp nhuộm Gram và quan sát trên kính hiển vi quang học. 

Mẫu tế bào vi khuẩn được nuôi cấy trên môi trường dinh dưỡng cho đến khi 

mọc tốt. Dịch huyền phù tế bào được sử dụng để tạo tiêu bản nhuộm Gram theo 

hướng dẫn sử dụng đi kèm của bộ Gram color kit (Sinh Việt, Việt Nam). Tiêu bản 

nhuộm Gram được quan sát trên kính hiển vi quang học ở độ phóng đại 1000 x. 

Mẫu tế bào vi khuẩn được nuôi cấy trên môi trường lên men tích lũy PHA 

trong thời gian 30 h được sử dụng để quan sát phát hiện thể ẩn nhập (hạt PHA) 

trong tế bào vi khuẩn. Tiêu bản quan sát thể ẩn nhập được thực hiện theo các bước 

tương tự như quá trình nhuộm gram. Tiêu bản sau khi hoàn thành được quan sát 

trên kính hiển vi quang học ở độ phóng đại 1000 x. Thể ẩn nhập nếu có sẽ được thể 

hiện là vùng sáng nội bào khi được quan sát dưới kính hiển vi quang học. 

 Phương pháp quan sát hình thái hạt PHA trên kính hiển vi điện tử: 

Tế bào vi khuẩn được nuôi cấy trên môi trường tích lũy PHA trong thời gian 

30 h, li tâm thu lấy cặn sinh khối ở 10000 rpm trong 5 phút. Quá trình xử lý tế bào 

và quan sát trên kính hiển vi điện tử quét (SEM) và kính hiển vi điện tử truyền qua 

(TEM) được thực hiện tại Viện vệ sinh dịch tễ Trung Ương. 
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2.2.2. Các phương pháp sinh học phân tử 

2.2.2.1. Phương pháp tách chiết ADN tổng số của vi khuẩn 

Vi khuẩn được nuôi trên môi trường giàu dinh dưỡng (môi trường hoạt hóa) 

ở 30 
o
C trong thời gian 15 h. Sinh khối tế bào được thu lại bằng cách li tâm trong 

các ống eppendorf vô trùng ở điều kiện 15 000 rpm trong thời gian 5 phút. Đổ bỏ 

dịch trong, rửa cặn sinh khối bằng nước khử ion vô trùng và tiến hành li tâm loại bỏ 

dịch như trên. Cặn sinh khối được sử dụng để tách chiết ADN tổng số. Quá trình 

tách chiết ADN tổng số được thực hiện theo các bước hướng dẫn sử dụng bộ kít 

K3032 AccuPrep
®

 Genomic DNA Extraction (Bioneer, Hàn Quốc). ADN tổng số 

thu được được tiến hành kiểm tra bằng phương pháp điện di trên gel agarose (1 %) 

trong đệm TAE 1X trước khi tiến hành khuếch đại đoạn gen 16S rADN. 

2.2.2.2. Phương pháp khuếch đại gen 16S rADN 

Đoạn gen mã hóa cho ribosome 16S rADN được khuếch đại từ ADN tổng số 

bằng phương pháp PCR sử dụng hai cặp mồi với trình tự như sau: 

314F (5′-CCTACGGGAGGCAGCAG-3′) 

907R (5′-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3′) 

Và:   27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 

1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 

Hỗn hợp phản ứng khuếch đại (PCR) được chuẩn bị theo hướng dẫn của bộ 

kít AccuPower
®
 PCR Premix (Bioneer, Hàn Quốc). Chu trình nhiệt của phản ứng 

PCR được thực hiện như sau:  
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Sản phẩm của phản ứng PCR được kiểm tra bằng phương pháp điện di trên 

gel agarose (1%) trước khi được gửi đi giải trình tự tại công ty Bioneer (Hàn Quốc). 

2.2.2.3. Xác định trình tự 16S rADN và xây dựng mối quan hệ phát sinh chủng loại 

Mẫu 16S rADN được tinh sạch và giải trình tự tại công ty Bioneer (Hàn 

Quốc). Dựa vào cơ sở dữ liệu của Genbank và cơ sở dữ liệu của RDP (Ribosomal 

Database Project) để xác định mức độ gần gũi của các trình tự 16S rADN thu 

được so với các dữ liệu sẵn có. Mối quan hệ phát sinh loài được phân tích dựa 

trên phần mềm Mega 5 [188] sử dụng phương pháp kết nối họ hàng [158]. Dựa 

vào các kết quả thu được chúng tôi tiến hành xây dựng mối quan hệ phát sinh 

chủng loại của các chủng vi khuẩn phân lập được. 

2.2.3. Phương pháp nghiên cứu lên men trên thiết bị lên men 

Nghiên cứu lên men sản xuất PHA được chúng tôi tiến hành trên thiết bị 

MDL 1000 (B.E. Marubishi, Nhật Bản). Các kỹ thuật nuôi cấy được sử dụng 

gồm có: (1) nuôi cấy mẻ, (2) nuôi mẻ có bổ sung dinh dưỡng, (3) nuôi cấy hai 

pha có bổ sung dinh dưỡng. 

2.2.3.1. Nghiên cứu lên men mẻ sản xuất PHA 

Giống vi khuẩn được sử dụng từ các ống giống bảo quản trong glycerol hoặc 

ống đông khô nhằm đảm bảo sự đồng đều về chủng giống. Chủng giống bảo quản 

được hoạt hóa trên môi trường thạch dinh dưỡng trong 24 h, sau khi kiểm tra về mặt 

hình thái tế bào, các khuẩn lạc mọc tốt được cấy chuyển sang môi trường nhân 

95 
o

C 95 
o

C 

3 phút 30 giây 

52 
o

C 

72 
o

C 

1 phút 

1,5 phút 

4 
o

C 

8
 

35 chu kỳ 

72 
o

C 

5 phút 
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giống và được nuôi cấy ở điều kiện 30 
o
C, lắc 180 rpm trong 13 h đến 15 h nhằm 

đảm bảo đạt được mật độ tế bào cần thiết. 

Môi trường lên men sử dụng trong nghiên cứu được xây dựng trên cơ sở môi 

trường nghiên cứu lên men như trình bày ở mục 2.1.2 ở trên với một số thay đổi cụ 

thể như sau (g/L): NaCl – 30; MgSO4.7H2O – 1,7; CaCl2. 2H2O – 0,18; KCl – 1,0; 

KBr – 0,12; KH2PO4 – 1,1; Peptone – 3; Cao nấm men – 6; Fructose – 25; khoáng 

vi lượng – 1 ml). Nguồn KH2PO4 và fructose được thanh trùng riêng và bổ sung 

ngay trước khi tiến hành lên men. Thành phần khoáng vi lượng được trình bày chi 

tiết trong phần phụ lục 2. 

Quá trình lên men mẻ được tiến hành ở mức thể tích 3 lít môi trường với 

lượng giống ban đầu được bổ sung 10 % (v/v) ở nhiệt độ (32 
o
C). Giá trị pH = 7,0 

được duy trì trong suốt quá trình lên men một cách tự động thông qua cảm biến điện 

cực và sử dụng các dung dịch điều chỉnh là NaOH (5N) và HCl (5N). Tốc độ khuấy 

ban đầu và lượng sục khí được cài đặt ở mức 200 rpm và 1 L/phút. Các thông số tốc 

độ khuấy và lượng sục khí sẽ được điều chỉnh trong suốt quá trình lên men dựa trên 

các thông số về mật độ tế bào (dựa trên giá trị mật độ quang ở bước sóng 600 nm) 

và kiểm tra hình thái cũng như mức độ tích lũy các thể ẩn nhập nội bào sau mỗi lần 

thu mẫu nhằm đảm bảo cung cấp đầy đủ oxi cho sinh trưởng của tế bào vi khuẩn. 

Mẫu dịch được thu sau mỗi 3 h nuôi cấy để tiến hành phân tích các thông số động 

thái lên men (CDW, % PHA, hàm lượng fructose còn lại trong môi trường). 

2.2.3.2. Nghiên cứu lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng sản xuất PHA 

Giống vi khuẩn được sử dụng từ các ống giống bảo quản trong glycerol hoặc 

ống đông khô nhằm đảm bảo sự đồng đều về chủng giống. Chủng giống bảo quản 

được hoạt hóa trên môi trường thạch dinh dưỡng trong 24 h, sau khi kiểm tra về mặt 

hình thái tế bào khuẩn lạc mọc tốt được cấy chuyển sang môi trường nhân giống và 

được nuôi cấy ở điều kiện 30 
o
C, 180 rpm trong 13 đến 15 h nhằm đảm bảo đạt 

được mật độ tế bào cần thiết. 

Môi trường lên men sử dụng trong nghiên cứu được xây dựng trên cơ sở môi 

trường nghiên cứu lên men mẻ như trình bày phần 2.2.3.1. Dung dịch dinh dưỡng 

đậm đặc I và II dùng để bổ sung vào môi trường có nồng độ gấp 10 lần môi trường 
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lên men (phần phụ lục 3; 4). 

Các thông số ban đầu của quá trình lên men bán liên tục được cài đặt tương 

tự như quá trình lên men mẻ ở mục 2.2.3.1. Dung dịch dinh dưỡng đậm đặc I được 

bổ sung từ thời điểm 3 h cho đến 18 h nuôi cấy nhờ sử dụng bơm nhu động với tốc 

độ ban đầu 10 ml/h và tăng dần lên 20 ml/h; 30 ml/h; 40 ml/h; 50 ml/h sau mỗi 3 h 

nuôi cấy nhằm cung cấp môi trường hoàn chỉnh cho sinh trưởng của tế bào vi 

khuẩn. Sau 18 h dung dịch dinh dưỡng đậm đặc số II được bổ sung với tốc độ 10 

ml/h nhằm đảm bảo cung cấp đầy đủ nguồn khoáng và các nguyên tố vi lượng cho 

quá trình sinh tổng hợp PHA. Hàm lượng fructose trong môi trường nuôi cấy được 

phân tích sau mỗi 1,5 h của quá trình lên men và được bổ sung thêm tùy thuộc vào 

mỗi chiến lược lên men nhờ bơm nhu động. Mẫu dịch được thu sau mỗi 3 h nuôi 

cấy để tiến hành phân tích các thông số động thái lên men (CDW, % PHA). 

2.2.3.3. Nghiên cứu lên men hai pha có bổ sung dinh dưỡng sản xuất PHA 

Lên men hai pha có bổ sung dinh dưỡng được thực hiện thông qua hai pha 

nuôi cấy độc lập. Trong pha đầu tiên, quá trình nuôi cấy được thực hiện trong điều 

kiện môi trường giàu dinh dưỡng tương tự quá trình lên men fed-batch cho đến thời 

điểm 24 h. Sinh khối vi khuẩn được tiến hành lọc, rửa thông qua hệ thống lọc tiếp 

tuyến vô trùng nhằm loại bỏ các thành phần có trong môi trường. Toàn bộ sinh khối 

được chuyển sang pha nuôi cấy thứ hai trong điều kiện môi trường nghèo dinh 

dưỡng (không chưa nguồn nitơ) với nguồn C dư thừa nhằm kích thích quá trình tích 

lũy PHA của tế bào vi khuẩn. Mẫu dịch được thu sau mỗi 3 h nuôi cấy để tiến hành 

phân tích các thông số động thái lên men (CDW, %PHA) 

2.2.4. Phương pháp tách chiết và thu hồi PHA 

2.2.4.1. Tách chiết và thu hồi PHA nhờ dung môi chloroform 

Sinh khối tế bào thu được sau lên men được tiến hành làm khô trên thiết bị đông 

khô Flexi Dryer (Kinetics, Mỹ). Hòa sinh khối tế bào với chloroform theo tỷ lệ 1 : 100 

(w/v) và khuấy đều trên máy khuấy từ ở nhiệt độ phòng trong thời gian 3 ngày. Dịch 

huyền phù được lọc qua giấy lọc Whatman No.1 để loại bỏ xác tế bào. Dịch 

chloroform chứa PHA được cô đặc nhờ máy cất quay. PHA được kết tủa bằng cách 
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nhỏ từng giọt dịch cô đặc vào dung dịch methanol lạnh với tỷ lệ 1 : 5 (v/v), để qua đêm 

và lọc qua giấy lọc. PHA kết tủa được làm khô ở nhiệt độ phòng và lưu giữ cho các 

nghiên cứu tiếp theo [110, 209]. 

2.2.4.2. Tách chiết và thu hồi PHA nhờ NaOH  

Thí nghiệm được tiến hành với các điều kiện khác nhau về nhiệt độ, nồng độ 

NaOH, và thời gian ủ, nồng độ sinh khối.  

Quá trình thí nghiệm được thực hiện như sau: Trộn dịch huyền phù sinh khối 

tế bào chứa PHA với dung dịch NaOH theo tỷ lệ 1 :1 (v/v) để đạt được các nồng độ 

sinh khối và nồng độ NaOH theo yêu cầu thí nghiệm. Hỗn dịch sau đó được ủ ở các 

điều kiện nhiệt độ thí nghiệm khác nhau (30 
o
C, 40 

o
C, 50 

o
C). Sau khi xử lý hoàn 

thành, hỗn dịch được li tâm ở 15 000 rpm trong 5 phút để thu phần cặn. Rửa cặn 

bằng nước cất và li tậm loại bỏ hết tác nhân NaOH và các thành phần hòa tan khác 

(quá trình này được lặp lại 3 lần). Phần cặn cuối cùng được làm khô trên máy Flexi 

Dryer (Kinetics, Mỹ) trong 24 h. Tiến hành phân tích các chỉ tiêu CDW, độ sạch 

của PHA, hiệu suất thu hồi PHA của các mẫu thí nghiệm [21]. 

 ộ       ạ   (   )   
 ổ     ố   ượ                    (  )

  ố   ượ         í     ệ            ạ   (  )
       

Hiệu suất thu hồi PHA (H, %) được xác định theo công thức sau: 

  ( )   
  ố   ượ        á      ế  đượ  (  )

  ố   ượ                     ố     đầ  (  )
       

Khối lượng xác tế bào (RCM) được xác định theo công thức sau: 

RCM (g/L) = Tổng CDW – Tổng khối lượng PHA 

2.2.5. Các phương pháp phân tích 

2.2.5.1. Phương pháp xác định hàm lượng C trong dịch lên men 

 Xây dựng đường chuẩn các nguồn C 

Đường chuẩn các nguồn C (fructose tinh khiết, xiro ngô) được xây dựng dựa 

trên phương pháp định lượng đường khử của Miller và Cs (1959) [132]. Thí nghiệm 

được tiến hành như sau: Chuẩn bị nguồn C trong nước khử ion với các hàm lượng 

khác nhau từ 0,05 mg/ml đến 0,3 mg/ml. Sau đó hút 0,5 ml mỗi dung dịch nguồn C 

vào các ống phản ứng khác nhau, bổ sung thêm 0,75 ml dung dịch thuốc thử DNS. 

Hỗn hợp phản ứng được đun cách thủy trong thời gian 5 phút ở 100 
o
C. Sau đó, các 
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ống phản ứng được làm nguội đến nhiệt độ phòng. Tiến hành đo giá trị độ hấp phụ ở 

bước sóng 540 nm. Xây dựng mối tương quan giữa hàm lượng C và giá trị độ hấp 

phụ tương ứng dựa vào chương trình Microsoft Excel 

 

Hình 2.1.  ồ thị thể hiện mối tương quan giữa hàm lượng fructose và giá trị mật độ quang 

 

Hình 2.2.  ồ thị thể hiện mối tương quan giữa hàm lượng xiro ngô và giá trị mật 

độ quang 

 Xác định hàm lượng nguồn C có trong dịch lên men 

Hàm lượng nguồn C có trong dịch lên men được xác định dựa trên phản 

ứng DNS và tính toán dựa vào đường chuẩn của mỗi nguồn C tương ứng. Quy 

trình tiến hành như sau: Li tâm dịch lên men để thu lấy phần dịch trong. Sau đó 

hút 0,5 ml dịch này chuyển sang ống phản ứng, bổ sung 0,75 ml dung dịch thuốc 

thử DNS. Tiến hành đun cách thủy hỗn hợp phản ứng trong thời gian 5 phút ở 

100 
o
C. Làm nguội hỗn hợp phản ứng đến nhiệt độ phòng và tiến hành đo độ hấp 
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phụ của dịch phản ứng ở bước sóng 540 nm. Dựa vào giá trị độ hấp phụ thu được 

để tính toán hàm lượng C thực tế có trong môi trường lên men theo phương trình 

ở hình 2.1 và hình 2.2. 

2.2.5.2. Phương pháp xác định khối lượng tế bào khô (CDW) 

Dịch nuôi cấy được hút vào ống mẫu đã sấy khô và cân khối lượng ban đầu 

(m1). Tiến hành li tâm ở 15 000 rpm (trong 5 phút), đổ bỏ dịch trong, thu lấy phần 

sinh khối lắng. Bổ sung nước vào sinh khối thu được, trộn đều trên máy Vortex, tiếp 

tục li tâm ở 15 000 rpm (trong 5 phút), đổ bỏ dịch trong (quá trình này được lặp lại 

3 lần) để loại bỏ các thành phần hòa tan của môi trường còn sót lại. Ống mẫu chứa 

sinh khối được tiến hành làm khô đến khối lượng không đổi trên máy đông khô 

trong vòng 24 h và cân xác định lại khối lượng (m2) [150]. Khối lượng khô tế bào 

(CDW) được tính toán dựa vào công thức sau: 

      
     

 
 

Trong đó:      CDW – Khối lượng sinh khối khô (g/L) 

m1 – Khối lượng ống mẫu ban đầu (gam) 

m2 – Khối lượng ống mẫu sau li tâm và làm khô (gam) 

V – Thể tích dịch nuôi cấy đem li tâm (lít) 

2.2.5.3. Phương pháp định lượng PHA có trong sinh khối tế bào 

 Chuẩn bị m u 

Mẫu sắc kí khí được chuẩn bị theo phương pháp thủy phân trong methanol 

(methanolysis) như trình bày của Braunegg và Cs (1978) [32]. Cân khoảng 10 mg 

mẫu sinh khối chứa PHA vào ống phá mẫu, bổ sung 1 ml chloroform và 1 ml dung 

dịch thủy phân methanolysis (85 % methanol; 15 % axit sulfuric) có chứa chất 

chuẩn benzoic (0,4%). Tiến hành thủy phân mẫu ở 100 
o
C trong thời gian 3 h. Để 

nguội đến nhiệt độ phòng, bổ sung 0,5 ml nước khử ion và tiến hành trộn đều trên 

máy Vortex trong thời gian 30 giây. Hỗn dịch sẽ phân tách thành hai pha khi để 

tĩnh: trong đó pha dưới là chloroform chứa các methylester, pha trên là pha nước và 

các thành phần xác tế bào. Dùng pipet Pasteur hút lấy pha dưới đưa qua Na2SO4 

khan để loại bỏ hết phần nước còn lại, sau đó chuyển vào các ống mẫu để tiến hành 

phân tích trên máy GC. 
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 Chương trình phân tích 

Quá trình phân tích mẫu được thực hiện theo phương pháp trình bày bởi Silva 

và Cs (2000) [168] trên hệ thống sắc kí khí 7890A (Agilent Technologies, Mỹ), sử 

dụng cột phân tích mao dẫn HP-5 (Agilent Technologies, Mỹ). P(3HB-co-12 mol% 

3HV) (Sigma Aldrich, Mỹ) được sử dụng như là chất ngoại chuẩn. Mẫu phân tích (20 

µl) được đưa vào đầu của cột phân tích (front inlet) và được hóa hơi ở nhiệt độ 220 
o
C, 

sau đó được đưa vào cột bởi dòng khí mang N2. Nhiệt độ cột ban đầu được cài đặt duy 

trì ở 50 
o
C trong 1 phút, sau đó nhiệt độ được tăng lên 185 

o
C với tốc độ 20 

o
C/phút và 

duy trì tại điểm nhiệt độ này trong 2 phút. Các hợp chất khác nhau có trong mẫu được 

nhận diện bởi đầu dò ion hóa ngọn lửa (FID – flame ionization detector) và được thể 

hiện trên sắc kí đồ. 

 

 

Hình 2.3. Mối tương quan giữa khối lượng phân đoạn 3-hydroxyalkanoic với giá trị 

diện tích phổ sắc kí khí 
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 Xây dựng phương trình tương quan: Mẫu P(3HB-co-12 mol% 3HV) 

(Sigma) được sử dụng làm chất chuẩn trong quá trình phân tích. Mẫu chất chuẩn 

với các khối lượng khác nhau được chuẩn bị theo phương pháp thủy phân trong 

methanol (methanolysis) như trình bày ở trên trước khi tiến hành phân tích sắc kí 

khí. Mối tương quan giữa hàm lượng mỗi phân đoạn cấu trúc nên PHA chuẩn với 

các giá trị đỉnh phổ tương ứng đo được được thể hiện ở hình 2.3. 

 Tính toán hàm lượng PHA: Dựa trên diện tích đỉnh thu được thông qua 

quá trình sắc kí kết hợp với phương trình tương quan của chất chuẩn ban đầu, phần 

mềm phân tích trên máy sẽ tự động tính toán để đưa ra khối lượng mỗi phân đoạn 

của PHA có trong mẫu phân tích. Khối lượng PHA trong mẫu được tính bằng tổng 

khối lượng các phân đoạn. Từ đó hàm lượng PHA có trong sinh khối tế bào được 

tính theo công thức sau: 

     (   )   
  ố   ượ                      â   í   (  )

  ố   ượ       đ     â   í   (  )
         

2.2.5.4. Phương pháp phân tích cộng hưởng từ xác định cấu trúc PHA 

Mẫu tế bào chứa PHA được tách chiết nhờ phương pháp dung môi sử dụng 

chloroform như trình bày ở mục 2.2.4.1. Mẫu PHA được hòa trong dung môi CDCl3 

trước khi được tiến hành phân tích phổ công hưởng từ hạt nhân proton (
1
H-NMR) ở 

tần số 500 MHz trên thiết bị Brucker ARX500 Spectrometer (Brucker, Sikertrifen, 

Đức) ở điều kiện nhiệt độ phòng. Cấu trúc PHA được xác định thông qua phổ thu 

được nhờ phần mềm Brucker UXNMR. 

2.2.5.5. Các phương pháp xác định thuộc tính lý hóa của vật liệu PHA 

 Phương pháp xác định các thuộc tính cơ học của vật liệu PHA 

- Chuẩn bị mẫu màng PHA: Hòa tan sản phẩm PHA vào chloroform cho đến 

tan hoàn toàn. Trải lượng dịch này lên đĩa Petri đã được chỉnh thăng bằng và đặt trong 

điều kiện nhiệt độ phòng cho đến khi thu được màng PHA khô. 
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Hình 2.4. Các bước chuẩn bị m u và phân tích cơ học vật liệu PHA 

- Tiến hành phân tích: Màng PHA được cắt theo hình 2.4-A, các giá trị kích 

thước bề ngang và độ dày của màng được xác định bằng thiết bị Micrometer. Đặt mẫu 

màng PHA vào giữa hai khung giấy đã được chuẩn bị sẵn (hình 2.4-B, C). Thuộc tính 

cơ học của vật liệu PHA được kiểm tra trên máy phân tích sức căng Shimadzu EZTest 

(Nhật). Đưa mẫu lên máy, kẹp chặt hai đầu của bản mẫu bằng các thanh kẹp và tiến 

hành phân tích tự động (hình 2.4-D, E). 

 Phương pháp xác định thuộc tính nhiệt của vật liệu PHA [30]
 

Thuộc tính nhiệt của vật liệu PHA được phân tích trên máy quét nhiệt vi 

sai DSC 60A (Shimadzu, Nhật). Cân 0,3 mg mẫu PHA cho vào khay nhôm, đậy 

nắp và ép chặt nắp với khay bằng thiết bị chuyên dụng. Mẫu đối chứng là khay 

nhôm không có PHA. Đưa cả mẫu đối chứng và thí nghiệm lên máy và tiến hành 

phân tích. Chu trình nhiệt được thực hiện như sau: (1) nhiệt độ mẫu được đưa lên 

190 
o
C với tốc độ 10 

o
C/phút và giữ trong 2 phút, (2) nhiệt độ mẫu được hạ 

xuống – 40 
o
C với tốc độ -20 

o
C/phút, (3) nhiệt độ mẫu tiếp tục được tăng lên 

190 
o
C với tốc độ 10 

o
C/phút. Dựa trên đường thay đổi mức năng lượng trong 

quá trình biến thiên nhiệt độ của mẫu để xác định các giá trị nhiệt độ hóa tinh thể 

(Tg) và điểm nhiệt độ nóng chảy (Tm). 
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 Phương pháp sắc kí gel thẩm thấu ( GPC) 
 

Khối lượng phân tử trung bình (Mw), trung bình khối lượng phân tử (Mn), độ 

phân tán (PDI) của PHA được xác định dựa trên phân tích sắc kí gel thẩm thấu 

(GPC). Mẫu PHA được hòa vào chloroform để đạt được nồng độ 1 mg/ml. Quá 

trình phân tích được tiến hành trên hệ thống sắc kí 1200 GPC (Agilent, Mỹ) sử 

dụng đầu dò khúc xạ (RI) và hệ cột phân tích Shodex K-802 và K-806M (Showa 

Denko, Tokyo, Nhật Bản) ở 40 
o
C. Chloroform được sử dụng làm pha động với tốc 

độ dòng 1 ml/phút [30]. Các giá trị Mw, Mn, PDI được xác định dựa trên phần mềm 

chương trình của máy. 

2.2.6. Nghiên cứu khả năng phân hủy sinh học của vật liệu PHA 

2.2.6.1. Phương pháp tạo vật liệu màng PHA 
 

Sản phẩm PHA được hòa trong chloroform cho đến tan hoàn toàn. Trải dịch thu 

được lên đĩa Petri sạch đã được đặt thăng bằng và cố định. Phủ một lớp màng nhôm có 

đục lỗ nhỏ lên phía trên đĩa Petri và để ở nhiệt độ phòng trong thời gian 24 h. Màng 

PHA thu được có màu trong, dai. Để màng PHA ổn định ở nhiệt độ phòng trong thời 

gian 7 ngày trước khi tiến hành thí nghiệm kiểm tra phân hủy sinh học [178]. 

2.2.6.2. Thí nghiệm nghiên cứu khả năng phân hủy sinh học của vật liệu PHA [178]
 

Mẫu màng PHA được cắt thành các mảnh nhỏ có kích thước 1 x 2 cm. Các 

mẫu được cân trước khi tiến hành thí nghiệm (m1) và được đặt trong các túi lưới 

(hình 2.5). Thí nghiệm phân hủy được tiến hành ở 3 địa điểm với hai loại mẫu (thu 

hồi nhờ chloroform – kí hiệu NT, thu hồi nhờ NaOH – kí hiệu T) có độ dày khác 

nhau (0,06 mm và 0,12 mm) trong điều kiện bề mặt (S) hoặc chôn lấp (B). Các mẫu 

được kí hiệu thống nhất theo quy luật sau:  ịa điểm thí nghiệm – Loại m u thí 

nghiệm và độ dày – điều kiện thí nghiệm. Ví dụ: L1-NT1-S là thí nghiệm được thực 

hiện ở địa điểm 1 với mẫu PHA thu hồi nhờ chloroform có độ dày 0,06 mm và điều 

kiện thí nghiệm bề mặt. 

Các mẫu được chôn lấp ở các vị trí thí nghiệm khác nhau với các độ sâu khác 

nhau. Sau các khoảng thời gian khác nhau, các túi mẫu được thu thập, rửa bằng 

nước cất. Các mẫu PHA được sấy khô ở nhiệt độ 40 
o
C trong thời gian 24 h. 
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Hình 2.5. Mô hình thí nghiệm nghiên cứu khả năng phân hủy sinh học 

Cân khối lượng mẫu sau khi sấy khô (m2) và xác định mức độ giảm khối lượng 

của mẫu. Sự thay đổi trạng thái bề mặt của mẫu màng thí nghiệm được xác định trên 

kính hiển vi điện tử quét (SEM). Thay đổi cấu trúc hóa học của sợi PHA được xác định 

dựa trên phân tích sắc kí gel thẩm thấu (GPC). 

2.2.7. Phương pháp toán học 

Các số liệu phân tích được thu thập và xử lý thống kê theo hàm ANOVA dựa 

trên chương trình MS Excel. Các giá trị thu được đem so sánh chuẩn Fisher ở mức ý 

nghĩa 95 %. 
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CHƢƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. Phân lập và tuyển chọn vi khuẩn sinh tổng hợp PHA 

3.1.1. Kết quả phân lập và tuyển chọn sơ bộ vi khuẩn sinh tổng hợp PHA 

Các mẫu đất, bùn và nước thải thu thập tại các điều kiện sinh thái khác nhau 

chúng tôi đã tiến hành phân lập và tách thuần được 869 chủng vi khuẩn, trong đó có 

300 chủng từ đất RNM Yên Hưng – Quảng Ninh, 425 chủng thu được từ đất RNM 

Giao Thủy – Nam Định, và 144 chủng từ đất – bùn – nước thải từ làng nghề sản 

xuất bún Mạch Tràng. Tập hợp các vi khuẩn này được sử dụng làm nguồn tuyển 

chọn chủng giống vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA.  

Nuôi cấy các chủng vi khuẩn này trên môi trường sử dụng glucose là nguồn 

C duy nhất và có bổ sung chất chỉ thị Nile Blue A. Sau 48 h, sàng lọc các chủng có 

khả năng sinh tổng hợp PHA bằng cách soi dưới tia UV ở bước sóng 254 nm (hình 

3.1) kết hợp với quan sát các thể ẩn nhập trong tế bào trên kính hiển vi quang học ở 

độ phóng đại 1000x. Kết quả chúng tôi thu được 50 chủng vi khuẩn (chiếm khoảng 

6 % tổng số các chủng phân lập được) có biểu hiện dương tính (khuẩn lạc phát màu 

cam sáng khi được chiếu tia UV – hình 3.1) và có xuất hiện các thể ẩn nhập khi 

quan sát dưới kính hiển vi quang học, trong đó 17 chủng có nguồn từ đất RNM Yên 

Hưng – Quảng Ninh (chiếm 5,67 % tổng số chủng phân lập tại khu vực) (được kí 

hiệu: QN71, QN83, QN84, QN102, QN124, QN126, QN131, QN142, QN187, 

QN194, QN225, QN227, QN232, QN262, QN265, QN271, QN281), 13 chủng có 

nguồn từ đất RNM Giao Thủy – Nam Định (chiếm 3 % các chủng phân lập được tại 

khu vực) (được kí hiệu: NĐ97, NĐ145, NĐ153, NĐ156, NĐ199, NĐ201, NĐ203, 

NĐ210, NĐ218, NĐ240, NĐ325, NĐ389, NĐ355), và 20 chủng có nguồn từ Mạch 

Tràng – Đông Anh – Hà Nội (chiếm 13,9 % tổng số các chủng phân lập được taại 

khu vực) (được kí hiệu: MT15, MT21, MT29, MT33, MT56, MT65, MT70, MT71, 

MT72, MT84, MT85, MT88, MT90, MT97, MT112, MT123, MT129, MT132, 

MT133, MT144). 
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Hình 3.1. Hình ảnh tuyển chọn sơ bộ các chủng vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp 

PHA trên môi trường có chứa Nile Blue A 

(A – Các vi khuẩn từ rừng ngập mặn; B – Các vi khuẩn từ làng sản xuất bún Mạch Tràng) 

Dựa trên kết quả thu được chúng tôi thấy rằng chỉ khoảng 6 % trong tổng số 

869 chủng vi khuẩn phân lập được thể hiện khả năng tích lũy PHA (khi sử dụng 

glucose như là nguồn C). Tỷ lệ xuất hiện vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA 

dao động từ 3 % đến 13,9 % tùy theo khu vực lấy mẫu đất. Trong đó khu vực làng 

bún Mạch Tràng (Đông Anh, Hà Nội) có tỷ lệ cao hơn so với hai khu vực đất ngập 

mặn (Yên Hưng – Quảng Ninh; Giao Thủy – Nam Định). Hàm lượng dinh dưỡng 

cao, đặc biệt là nguồn C dồi dào, có thể là nguyên nhân chính khiến cho tỷ lệ các vi 

khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA ở khu vực làng sản xuất bún cao hơn so với 

hai khu vực nghiên cứu còn lại. Kết quả tỷ lệ vi khuẩn đất có khả năng sinh tổng 

hợp PHA thu được trong nghiên cứu này là khá tương đồng với một số công bố 

khác. Nghiên cứu của Kung và Cs (2007) cho thấy có khoảng 10 % trong tổng số 

1027 chủng vi khuẩn phân lập được ở các điều kiện sinh thái đất khác nhau có biểu 

hiện tích lũy PHA [107]. Các kết quả thu được khi phân lập vi khuẩn có khả năng 

sinh tổng hợp PHA ở các điều kiện sinh thái đất vườn và đất ngập mặn ven biển của 

Shrivastav và Cs (2010) cũng cho kết quả tương tự với 23/160 chủng (khoảng 14 

%) thể hiện dương tính khi sử dụng nguồn phụ phẩm của công nghiệp sản xuất 

biodiesel [167]. Chỉ có 4/42 (chiếm 9,5 %) chủng vi khuẩn phân lập được từ các 

vùng ngập mặn khác nhau thể hiện khả năng sinh tổng hợp PHA đã được Arun và 

Cs (2009) công bố [23]. Trong khi đó theo Wu và Cs (2000) tỷ lệ các vi khuẩn có 
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khả năng sinh tổng hợp PHA trong đất có thể cao hơn và lên tới 30 % [210]. Mặc 

dù vậy một số nghiên cứu cũng đã chứng minh rằng việc sử dụng các kỹ thuật phân 

lập truyền thống thường cho kết quả phát hiện vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp 

PHA thấp hơn nhiều so với các phương pháp sử dụng kỹ thuật phân tử nhằm phát 

hiện sự có mặt của gen phaC ở các vi khuẩn phân lập từ đất [67].  

3.1.2. Khả năng sinh tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

Các chủng vi khuẩn (50 chủng) thu được thông qua quá trình chọn lọc sơ bộ  

được nuôi cấy trên môi trường lên men tuyển chọn với nguồn C là glucose. Sinh 

khối sau nuôi cấy được làm khô và tiến hành phân tích định lượng nhằm xác định 

chính xác khả năng sinh tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn này. Kết quả phân 

tích cho thấy hầu hết các chủng vi khuẩn tuyển chọn đều có khả năng tích lũy PHA 

với các mức độ khác nhau (phụ lục 5). Phần lớn các chủng vi khuẩn có mức độ tích 

lũy thấp hơn 20 %wt. Trong khi 10 chủng vi khuẩn (với các kí hiệu NĐ97, NĐ153, 

NĐ199, NĐ218, NĐ240, QN187, QN194, QN271, MT15, và MT33) có khả năng 

tích lũy PHA nội bào trên 20 %wt như trình bày ở bảng 3.1.  

Trong số 10 chủng vi khuẩn ở trên, chủng vi khuẩn kí hiệu NĐ153 thể hiện 

khả năng sinh tổng hợp polymer cao nhất với hàm lượng tích lũy đạt 65 %wt. Trong 

cùng điều kiện nuôi cấy, các chủng vi khuẩn được kí hiệu NĐ97, QN187, QN271, 

MT15, MT33 thể hiện mức độ tích lũy PHA thấp hơn (48 %wt; 44 %wt; 48 %wt; 53 

%wt; và 51 %wt, theo thứ tự). Ba chủng vi khuẩn còn lại có hàm lượng PHA trong tế 

bào đạt dưới 35 %wt (bảng 3.1). Tiến hành phân tích tế bào của 10 chủng vi khuẩn 

này bằng phương pháp nhuộm soi trên kính hiển vi quang học ở độ phóng đại 1000x 

chúng tôi thấy rằng tế bào các chủng vi khuẩn này đều có chứa các khoảng sáng nội 

bào không bắt màu (phụ lục 6). Tiến hành phân tích kỹ hơn trên kính hiển vi điện tử 

truyền qua (TEM, Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung Ương) chúng tôi thấy rằng tế bào các 

chủng vi khuẩn này đều tích lũy các hạt polymer phân bố ngẫu nhiên trong tế bào với 

số lượng trung bình dao động từ 2 - 5 hạt/tế bào và có màu trắng với kích thước khác 

nhau (hình 3.2).  
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Bảng 3.1. Khả năng sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của các chủng vi khuẩn 

được tuyển chọn (trích từ phụ lục 5) 

Kí hiệu chủng CDW (g/L) Hàm lƣợng 

PHA (%wt) 

Thành phần PHA (mol%) 

3HB 3HV 

NĐ97 3,1 48 100 0 

NĐ153 3,1 65 100 0 

QN194 2,2 26 100 0 

NĐ199 2,6 34 98 2 

NĐ218 2,3 24 97 3 

QN271 5,1 48 100 0 

QN187 3,8 44 100 0 

NĐ240 3,2 28 100 0 

MT15 3,1 53 98 2 

MT33 4,2 51 97 3 

 

 

Hình 3.2. Ảnh chụp kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM) hạt PHA được tích lũy 

nội bào bởi các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

 (A – N 153; B – N 199; C – QN187; D – QN271; E – MT15; F – MT33) 
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Hình 3.3. Phổ 500 MHz 1H-NMR của P(3HB) tách chiết từ sinh khối chủng QN194 

(A) và N 199 (B) khi nuôi cấy trên nguồn glucose 

PHA được tổng hợp từ 10 chủng vi khuẩn này được tách chiết và tiến hành 

phân tích cộng hưởng từ hạt nhân proton 
1
H-NMR tại Viện Hóa Học (Viện Hàn lâm 

Khoa học & Công nghệ Việt Nam) nhằm xác định chính xác thành phần cấu tạo của 

chúng. Kết quả cho thấy các mẫu PHA được tổng hợp bởi các chủng vi khuẩn 
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NĐ199, NĐ218, MT15, và MT33 có phổ tương đồng với phổ của loại copolymer 

poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) [P(3HB-co-3HV)] với hàm lượng 

phân đoạn 3HV từ 2-3 mol%. Trong khi poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] được 

tổng hợp bởi các chủng vi khuẩn còn lại (bảng 3.1, hình 3.3). 

3.1.3. Đặc điểm hình thái tế bào và khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

10 chủng vi khuẩn tuyển chọn được tiến hành phân tích các đặc điểm về hình 

thái tế bào và khuẩn lạc theo các phương pháp được trình bày ở mục 2.2.1.6 

(chương 2). Kết quả phân tích được trình bày tóm tắt dưới đây với hình ảnh được 

trình bày chi tiết trong phần phụ lục 7. 

Chủng vi khuẩn N 97, khuẩn lạc dẹt, trắng ngà, bề mặt gợn, không bóng, 

khuẩn lạc không tròn, có mép răng cưa. Có chấm ở giữa hơi lồi, màu sẫm. Đường 

kính khuẩn lạc d: 14,0-15,0 mm. Tế bào hình que ngắn, kích thước dao động 0,7-1,2 

x 1,6-3,0 µm, có khả năng di động. Được xác định thuộc nhóm vi khuẩn Gram 

dương có khả năng hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn N 153, khuẩn lạc dẹt, màu trắng ngà, bề mặt có gợn. Khuẩn 

lạc không tròn có mép răng cưa. Có chấm ở giữa hơi lồi, màu sẫm. Đường kính 

khuẩn lạc d: 8,0-10,0 mm. Tế bào hình que ngắn, kích thước dao động 0,8-1,2 x 

2,0-3,5 µm, có khả năng di động. Được xác định thuộc nhóm vi khuẩn Gram dương 

có khả năng hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn QN194, khuẩn lạc dẹt, hơi bóng, màu trắng ngà. Bề mặt gợn, 

khuẩn lạc không tròn có mép răng cưa. Có chấm ở giữa hơi lồi. Đường kính khuẩn 

lạc d: 9,0-14,0 mm. Tế bào hình que ngắn, kích thước dao động 0,5-0,7 x 1,0-2,5 

µm, có khả năng di động. Được xác định thuộc nhóm vi khuẩn Gram dương có khả 

năng hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn QN187, khuẩn lạc tròn, hơi lồi, màu vàng sẫm. Bề mặt bóng, 

trơn nhẵn, nhầy nhớt. Đường kính khuẩn lạc d: 5,0-7,0 mm. Tế bào hình que ngắn, 

có khả năng di động, kích thước tế bào dao động từ 0,4-0,7 x 1,5-3,0 µm. Được xác 

định thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm không hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn N 199, khuẩn lạc tròn, hơi lồi, màu vàng sẫm. Bề mặt bóng, 
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trơn nhẵn, nhầy nhớt, không viền. Đường kính khuẩn lạc d: 5,0-7,0 mm. Tế bào 

hình que ngắn, kích thước dao động 0,8-1,1 x 1,2-2,2 µm, có khả năng di động. 

Được xác định thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm không hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn N 218, khuẩn lạc tròn nhỏ, hơi lồi, màu vàng sẫm. Bề mặt 

bóng, trơn nhẵn, nhầy nhớt. Đường kính khuẩn lạc d: 2,5-3,0 mm. Tế bào hình que 

ngắn, kích thước dao động từ 0,4-0,6 x 1,0-3,0 µm, có khả năng di động. Được xác 

định thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm không hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn N 240, khuẩn lạc tròn, hơi lồi, màu vàng sẫm. Bề mặt bóng, 

trơn nhẵn, nhầy nhớt, không viền. Đường kính khuẩn lạc d: 4,0-5,0 mm. Tế bào có 

dạng hình que ngắn, kích thước dao động từ 0,3-0,5 x 1,5-3,5 µm, có khả năng di 

động. Được xác định thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm không hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn QN271, Khuẩn lạc tròn, hơi lồi, màu vàng sẫm. Bề mặt 

bóng, trơn nhẵn, nhầy nhớt, không viền, không có chấm ở giữa. Đường kính khuẩn 

lạc d: 4,0-5,0 mm. Tế bào có dạng hình que ngắn, kích thước dao động từ 0,4-0,7 x 

1,4-2,5 µm, có khả năng di động. Được xác định thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm 

không hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn MT15, Khuẩn lạc tròn đều, khô, màu trắng ngà, mép khuẩn 

lạc có viền răng cưa. Đường kính khuẩn lạc d: 3,0-5,0 mm. Tế bào có dạng hình que, 

tế bào lớn kích thước dao động từ 1,25-1,35 x 4,1-6,94 µm, có khả năng di động. 

Được xác định thuộc nhóm vi khuẩn Gram dương có khả năng hình thành nội bào tử. 

Chủng vi khuẩn MT33, Khuẩn lạc tròn đều, màu vàng nhạt, lồi ở giữa, mép 

khuẩn lạc trơn. Đường kính khuẩn lạc d: 4,0-6,0 mm. Tế bào hình que ngắn, kích 

thước dao động từ 1,01-1,35 x 2,14-2,95 µm, có khả năng di động. Được xác định 

thuộc nhóm vi khuẩn Gram dương có khả năng hình thành nội bào tử. 

Kết quả phân tích cho thấy các vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA phân 

lập từ đất ở cả 3 khu vực thu thập mẫu phân bố ở cả hai nhóm vi khuẩn Gram dương và 

Gram âm. Nhiều nghiên cứu đã công bố về các vi khuẩn sinh tổng hợp PHA cũng cho 

những kết quả tương tự như trong nghiên cứu của chúng tôi. Trong số 15 chủng vi 
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khuẩn thể hiện khả năng sinh tổng hợp PHA phân lập được từ các nguồn bùn thải của 

công nghiệp giấy được Bhuwal và Cs (2013) công bố thì có 4 chủng được xếp vào 

nhóm Gram âm và 6 chủng còn lại thuộc vi khuẩn Gram dương [30].  

Tổng hợp kết quả phân tích các đặc điểm hình thái cùng với các kết quả phân 

tích định lượng thu được ở trên (mục 3.1.2) chúng tôi kết luận cả 10 chủng vi khuẩn 

tuyển chọn được đều có khả năng sinh trưởng và tích lũy PHA tốt trên nguồn C là 

glucose. Tuy nhiên trong quá trình thực nghiệm chúng tôi nhận thấy hai chủng vi 

khuẩn MT15 và MT33 phân lập được từ làng sản xuất bún Mạch Tràng là các vi 

khuẩn thuộc nhóm Gram dương, đồng thời có hiện tượng hình thành nội bào tử khá 

sớm trong quá trình nuôi cấy tích lũy PHA (hình 3.1-E và 3.1-F). Đây là những đặc 

điểm bất lợi đối với quá trình sản xuất PHA bởi: (1) sự hình thành bào tử trong quá 

trình nuôi cấy ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng và tích lũy polymer của tế bào, 

và (2) gây khó khăn trong quá trình tách chiết-thu hồi và tinh sạch sản phẩm, (3) rất 

ít các chủng vi khuẩn Gram dương được nghiên cứu và sử dụng trong sản xuất hiện 

nay bởi khó khăn trong quá trình tách chiết-thu hồi sản phẩm. Ngoài ra, trên thế giới 

đã có nhiều công trình nghiên cứu công bố về các vi khuẩn sinh tổng hợp PHA phân 

lập từ các hệ sinh thái nước ngọt, song lại có rất ít các nghiên cứu về nhóm vi khuẩn 

này ở hệ sinh thái đất rừng ngập mặn. Vì vậy chúng tôi quyết định lựa chọn 8 chủng 

vi khuẩn đã tuyển chọn được phân lập từ đất rừng ngập mặn để tiến hành các nghiên 

cứu sâu hơn về đa dạng và khả năng sinh tổng hợp PHA. 

3.1.4. Đặc điểm sinh lý – hóa sinh của các chủng vi khuẩn tuyển chọn phân lập 

từ đất rừng ngập mặn 

Tóm tắt các đặc điểm sinh lý-hóa sinh của 8 chủng vi khuẩn tuyển chọn được 

trình bày ở bảng 3.2. Cả 8 chủng vi khuẩn tuyển chọn phân lập được từ đất rừng 

ngập mặn đều có khả năng sinh catalase và oxidase, không tạo indol. Điều đó chứng 

tỏ rằng đây là các vi khuẩn hiếu khí bắt buộc. Nhiệt độ tối thích cho sinh trưởng của 

các chủng vi khuẩn này nằm trong khoảng 30 
o
C đến 40 

o
C cho thấy đây là các vi 

khuẩn ưa ấm. Trong khi phần lớn các vi khuẩn tuyển chọn có pH sinh trưởng tối 

thích tương đối trung tính (6,0 đến 7,0) thì hai chủng NĐ218 và NĐ240 lại sinh 

trưởng tốt trong môi trường bazơ nhẹ (7,0 – 8,0). 
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Phân tích tác động của nồng độ muối NaCl đến khả năng sinh trưởng của cả 

8 chủng vi khuẩn tuyển chọn, chúng tôi nhận thấy 3 chủng vi khuẩn Gram dương 

(NĐ97, NĐ153, QN194) có khả năng sinh trưởng tốt nhất trong điều kiện nồng độ 

muối từ 0-10 ‰, chứng tỏ đây là các chủng vi khuẩn chịu mặn. Trong khi 5 chủng 

vi khuẩn Gram âm còn lại (với các kí hiệu NĐ199, NĐ218, NĐ240, QN187, 

QN271) lại sinh trưởng tốt trong điều kiện độ mặn cao hơn nhiều. Nồng độ NaCl 

thích hợp cho 5 chủng này dao động từ 30 ‰ đến 70 ‰ (bảng 3.2). 

Rừng ngập mặn là khu vực giao thoa giữa môi trường nước ngọt và nước 

mặn, ở đó sự thay đổi nồng độ muối được diễn ra một cách rất thường xuyên. Đây 

có thể là nguyên nhân giải thích mức độ đáp ứng đa dạng với các nồng độ muối 

khác nhau của các vi khuẩn phân lập được từ khu vực này. Ngoài ra, việc tích lũy 

PHA nội bào không chỉ thực hiện nhiệm vụ tích trữ vật chất/năng lượng, mà nó còn 

đóng một vai trò giúp tế bào vi khuẩn sống sót trong những điều kiện bất lợi của 

môi trường [124-125]. Chính vì thế các chủng vi khuẩn chịu mặn mà chúng tôi 

phân lập được vẫn có thể tồn tại được trong điều kiện nồng độ muối cao của hệ sinh 

thái đất rừng ngập mặn.  

Chúng tôi cũng đã tiến hành so sánh các đặc điểm sinh lý – hóa sinh của 8 

chủng vi khuẩn phân lập từ đất RNM với với hai chủng vi khuẩn có nguồn gốc từ 

hệ sinh thái ngập mặn đã được nghiên cứu rất kỹ là Bacillus cereus và Yangia 

pacifica [50, 102]. Hầu hết các đặc điểm hình thái và sinh lý – hóa sinh của 3 chủng 

vi khuẩn Gram dương là khá tương đồng so với ở loài B. cereus trừ một vài khác 

biệt nhỏ. Kết quả tương tự thu được khi chúng tôi đối chiếu các đặc điểm của 5 

chủng vi khuẩn Gram âm thu được với chủng vi khuẩn Yangia pacifica. Phần lớn 

các đặc điểm hình thái và sinh lý – hóa sinh của các chủng này là tương tự nhau và 

giống với ở Y. pacifica. Bên cạnh đó có một vài điểm khác biệt về khả năng sinh 

tổng hợp các enzyme thủy phân casein, gelatin, tinh bột cũng như khả năng sử dụng 

một số nguồn C (bảng 3.2).  
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Bảng 3.2.  ặc điểm sinh lý – hóa sinh của các chủng vi khuẩn sinh tổng hợp PHA phân lập từ đất rừng ngập mặn 

Đặc điểm NĐ97 NĐ153 QN194 

B. 

cereus 

[102]
 

QN187 NĐ199 NĐ218 NĐ240 QN271 

Y. 

pacifica 

[50]
 

1.  iều kiện sinh trưởng tối thích 

Nhiệt độ (
o
C) 35-37 35-37 37-40 37 30-33 30-33 33-35 30-33 33-35 37 

pH 6-7 6-7 6-7 6-8 6.5-7.5 6.5-7.5 7-8 7-8 6.5-7.5 7.5 

NaCl (‰, w/v) 0-10 0-10 0-10 <20 20-30 40-50 60-70 40-50 40-50 50 

Hiếu khí + + + ± + + + + + + 

2.  ặc điểm sinh lý 

Catalase  + + + + + + + + + + 

Oxidase + + + + + + + + + ± 

Urease - - - - + + + + + + 

Gelatinase + + + + - - - - - + 

Caseinase + + + + - - - - - + 

Amylase + + + + - - - - - + 

Tạo indol - - - - - - - - - - 

Thử Methyl đỏ + + - + - - - - - - 

Thử Voges-Proskauer + + - + - - - - - - 

3. Sử dụng nguồn C 
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Citrate - - + + + + + + + NR 

D-Galactose - - + - + + + + + NR 

D-Gluconate - - + - + + + + + NR 

D-Fucose - - - NR + + + + + NR 

L-Fucose - - - NR + + + + + NR 

L-Arabitol - - - NR - - - - - NR 

Tinh bột + + + + - - - - - + 

D-Rafinose + + + - + + + + + NR 

Maltodextrin + + + NR + + + + + NR 

Maltose + + + + + + + + + + 

Mannitol - - + - + + + + + - 

Lactose - - + - + + + + + - 

Fructose + + + + + + + + + - 

L-Rhamnose - - - - + + + + + NR 

D-Xylose - - + - + + + + + NR 

Inositol + + + - + - - + + - 

Sorbitol - - + - + + + + + - 

Inulin + + + NR + + + + + NR 

Salicin - - + + - - - - - NR 

Glucose + + + + + + + + + - 
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Saccharose + + + + + + + + + - 

Carboxyl methyl 

cellulose 
- - - NR - - - - - NR 

Cellobiose + + + + + + + + + NR 

α-Methyl-D-mannose - - - NR - - - - - NR 

α-Methyl-D-glucose - - - NR - - - - - NR 

Dextrin + + + NR + + + + + NR 

Glycerol - - + + + + + + + NR 

Rỉ đường + + + NR + + + + + NR 

(Ghi chú: +: dương tính; - : âm tính; NR : không nghiên cứu)
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3.1.5. Mối quan hệ phát sinh chủng loại của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

Vật liệu di truyền của 8 chủng vi khuẩn tuyển chọn phân lập từ đất RNM 

được tách chiết để tiến hành khuếch đại đoạn trình tự gen 16S rADN bằng phản ứng 

PCR (hình 3.4), sản phẩm được gửi sang công ty Bioneer (Hàn Quốc) để tiến hành 

xác định trình tự nucleotide. Dựa trên việc so sánh trình tự nucleotide của đoạn gen 

16S rADN thu được từ các chủng vi khuẩn với các trình tự lưu trữ trên GeneBank 

chúng tôi thấy rằng các chủng vi khuẩn với kí hiệu NĐ97, NĐ153, QN194 có mối 

quan hệ gần gũi với các loài thuộc chi Bacillus. Trong đó chủng vi khuẩn NĐ97 và 

NĐ153 có quan hệ gần gũi với nhau (với mức độ tương đồng đạt 98,3 %) và gần 

gũi với loài B. cereus (99,3 % và 98 %, theo thứ tự). Trong khi mức độ tương đồng 

trình tự 16S rADN của chủng QN194 là 98,2 % so với trình tự của hai chủng 

Bacillus aryabhattaii và Bacillus megaterium (hình 3.5-A).  

 

Hình 3.4. Kiểm tra kết quả phản ứng khuếch đại trình tự 16S rADN trên agarose 

(Thứ tự giếng từ 1-9 như sau: NĐ97; NĐ153; QN194; QN187; NĐ199; NĐ218; NĐ240; QN271; 1 kb ladder) 

Tiến hành phân tích tương tự với các chủng vi khuẩn Gram âm (QN187, 

QN271, NĐ199, NĐ218, và NĐ240) chúng tôi nhận thấy rằng chúng có mối quan 
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hệ gần gũi với loài Yangia pacifica thuộc nhóm α-proteobacterium. Mức độ tương 

đồng trình tự 16S rADN của các chủng này với Yangia pacifica dao động từ 98,4 % 

đến 98,9 %. Bên cạnh đó, các vi khuẩn nhóm α-proteobacterium khác thuộc các chi 

Citreicella và Roseivivax có mức độ tương đồng tới 97.4 % với 5 chủng vi khuẩn 

nói trên (hình 3.5-B).  

 

 

Hình 3.5. Mối quan hệ phát sinh chủng loại của các chủng vi khuẩn sinh tổng hợp 

PHA phân lập từ đất rừng ngập mặn 

Tóm lại, dựa trên các đặc điểm hình thái, sinh lý - hóa sinh, kết hợp với các 

phân tích di truyền chúng tôi đã có thể định loại và đặt tên cho các chủng vi khuẩn 
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tuyển chọn phân lập từ đất rừng ngập mặn như sau: Bacillus sp. NĐ97, Bacillus sp. 

NĐ153, Bacillus sp. QN194, Yangia sp. NĐ199, Yangia sp. NĐ218, Yangia sp. 

NĐ240, Yangia sp. QN187, Yangia sp. QN271. Các trình tự 16S rADN của 8 chủng 

vi khuẩn này đã được chúng tôi đăng ký trên cơ sở dữ liệu NCBI với các kí hiệu từ 

JQ691602 đến JQ691609 (chi tiết trong phần phụ lục 8).  

Bacillus là chi vi khuẩn khá phổ biến trong tự nhiên, đồng thời đây cũng là chi 

tiềm năng với nhiều loài đã được báo cáo có khả năng sinh tổng hợp PHA [166, 193]. 

P(3HB) là loại PHA phổ biến được tích lũy bởi các chủng thuộc chi này trên nguồn 

cacbohydrate, ngoài ra một số ít chủng có thể tích lũy các copolymer khi được bổ sung 

nguồn tiền chất C thích hợp [193]. Các kết quả nghiên cứu của chúng tôi thu được đối 

với 3 chủng vi khuẩn được xác định thuộc chi Bacillus (NĐ97, NĐ153, QN194) cũng 

không phải ngoại lệ với sản phẩm PHA chỉ chứa phân đoạn 3HB khi sinh trưởng trên 

nguồn C là glucose. Nhiều nghiên cứu đã được công bố gần đây đối với các chủng vi 

khuẩn thuộc chi Bacillus phân lập từ môi trường ngập mặn cũng thu được những kết 

quả tương tự như trong nghiên cứu của chúng tôi [54, 126, 159, 200]. 

Ngoài chi Bacillus, các vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA được phân lập từ 

môi trường ngập mặn là khá đa dạng thuộc nhiều chi như Staphylococcus, Micrococcus, 

Rhodococcus, Methylobacterium [126],Paracoccus [126, 127], Vibrio [23, 140], 

Pseudomonas [200], Shaccharophagus [71]
 
đã được công bố gần đây. Bên cạnh 

đó, nhiều chủng vi khuẩn ưa mặn phân lập tại các môi trường nước mặn thuộc 

chi Halomonas đã được chứng minh có tiềm năng trong sản xuất PHA [36, 104, 

149, 166]. Hầu hết các chi vi khuẩn này cũng đều thuộc nhóm vi khuẩn 

proteobacteria. Bên cạnh đó, các kết quả thu được của nghiên cứu này cho thấy khả 

năng tích lũy PHA đa dạng (cả P(3HB) và P(3HB-co-3HV)) của các vi khuẩn phân 

lập từ đất rừng ngập mặn thuộc chi Yangia. Trong khi đó, bên cạnh các dẫn liệu về 

đặc điểm hình thái, sinh lý – hóa sinh, thì chủng vi khuẩn Yangia pacifica DX5-10T 

chỉ được nhắc tới khả năng tích lũy P(3HB) [50].  

Cho đến nay các dẫn liệu được công bố về hệ vi khuẩn sinh tổng hợp PHA ở 

Việt Nam còn rất hạn chế. Chủng vi khuẩn V23-X1.1 đã được Mai và Cs (2010) 

phân lập được từ vỏ xoài cát có khả năng sinh tổng hợp P(3HB) khi sử dụng nguồn 
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glucose và được định danh đến loài Bacillus cereus [4]. Nhóm nghiên cứu Viện 

Công nghệ Sinh học (Viện Hàn lâm & Khoa học Việt Nam) đã sử dụng chủng vi 

khuẩn đột biến Alcaligenes latus VN1-20 trong nghiên cứu sản xuất P(3HB) [1]. 

Tuy nhiên, chưa có nhóm nghiên cứu nào công bố khả năng sinh tổng hợp PHA từ 

các vi khuẩn phân lập từ đất thu thập ở Việt Nam. Kết quả thu được trong nghiên 

cứu của chúng tôi góp phần bổ sung số liệu về sự đa dạng của hệ vi khuẩn đất có 

khả năng sinh PHA ở Việt Nam. Trong nghiên cứu này, ngoài các chủng vi khuẩn 

chịu mặn thuộc chi Bacillus (NĐ97, NĐ153, QN194) có khả năng sinh tổng hợp 

P(3HB) thì các chủng vi khuẩn ưa mặn thuộc chi Yangia có khả năng tích lũy cả 

P(3HB) (ở chủng NĐ240, QN187, QN271) và P(3HB-co-3HV) (chủng NĐ199 và 

NĐ218) cũng đã được chúng tôi xác định.  

Như vậy, từ 50 chủng vi khuẩn thể hiện khả năng tích lũy PHA (30 chủng từ 

đất rừng ngập mặn; 20 chủng từ đất bùn và nước thải làng nghề sản xuất bún), 

chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu sâu hơn về 8 chủng vi khuẩn tiềm năng nhất. 

Trong số đó chủng vi khuẩn NĐ199 được chúng tôi lựa chọn cho các nghiên cứu 

sâu hơn về lên men và tinh sạch polymer bởi các lí do sau: (1) thuộc nhóm vi khuẩn 

Gram âm, (2) có khả năng tích lũy copolymer P(3HB-co-3HV). Bên cạnh đó chủng 

vi khuẩn này đã được phân tích di truyền và được xác định rất gần gũi với loài 

Yangia pacifica DX5-10T và được định tên là Yangia sp. NĐ199. Yangia là một chi 

khá mới trong hệ thống phân loại với số lượng thành viên được công bố vô cùng 

khiêm tốn. Đặc biệt chưa có công trình nào trước đây trên thế giới và Việt Nam 

nghiên cứu một cách hệ thống và chi tiết về khả năng tích lũy PHA bởi các vi khuẩn 

thuộc chi này.  

3.2. Nghiên cứu các điều kiện lên men tích lũy PHA của chủng vi khuẩn Yangia 

sp. NĐ199 

3.2.1. Ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng đến sinh trưởng và tích lũy PHA 

3.2.1.1. Ảnh hưởng của các nguồn C 

Đối với các vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA thì nguồn C không chỉ 

cung cấp vật liệu và năng lượng cấu trúc tế bào mà đây còn là nguồn nguyên liệu 
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chính phục vụ cho quá trình tích lũy các hạt polymer nội bào. Nguồn C có ảnh 

hưởng quan trọng đến quá trình trao đổi chất nội bào qua đó chi phối con đường 

sinh tổng hợp PHA của tế bào vi khuẩn.  

Chúng tôi đã tiến hành kiểm tra ảnh hưởng của một số nguồn C thông 

thường đến sinh trưởng và mức độ tích lũy hạt PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199. Kết quả trình bày ở bảng 3.3 cho thấy rằng trong số các nguồn C thử 

nghiệm thì fructose thể hiện như là nguồn C phù hợp nhất cho quá trình tích lũy 

polymer nội bào của chủng vi khuẩn này với hàm lượng PHA đạt được là 66,9 %wt. 

Tiếp đến là nguồn xiro ngô (thanh trùng và không thanh trùng) với hàm lượng PHA 

đạt lần lượt là 58,3 %wt và 54,6 %wt. Trên nguồn glucose, mặc dù mức độ tích lũy 

PHA nội bào có cải thiện hơn so với khi tuyển chọn sơ bộ, song giá trị này chỉ đạt 

47,5 %wt thấp hơn khá nhiều so với khi nuôi cấy trên nguồn fructose. Rỉ đường và 

glycerol cũng là những nguồn C tiềm năng cho sản xuất PHA từ chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199 với hàm lượng polymer đạt lần lượt là 35 % wt và 40,1 %wt. 

Mức độ tích lũy PHA nội bào của chủng vi khuẩn này chỉ đạt dưới 20 %wt khi nuôi 

cấy trên nguồn C là saccharose và maltose (bảng 3.3). 

Bảng 3.3. Ảnh hưởng của nguồn C đến sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của 

chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Nguồn C CDW (g/L) 
PHA 

(%wt) 

RCM  

(g/L) 

Thành phần PHA 

(mol%) 

3HB 3HV 

Rỉ đường 3,85 ± 0,13 35,0 ± 1,32 2,50 ± 0,21 96,8 3,2 

Glucose 3,78 ± 0,1 47,5 ± 3,2 1,98 ± 0,07 96,9 3,1 

Glycerol 3,61 ± 0,53 40,1 ± 1,8 2,16 ± 0,11 93,9 6,1 

Fructose 4,87 ± 0,48 66,9 ± 2,1 1,61 ± 0,17 > 99 vết 

Saccharose 3,43 ± 0,06 18,2 ± 0,43 2,81 ± 0,02 83,8 16,2 

maltose 2,68 ± 0,06 13,6 ± 1,52 2,32 ± 0,05 79,5 20,5 

Xiro ngô 4,24 ± 0,27 58,3 ± 0,77 1,77 ± 0,23 98,4 1,6 

Xiro ngô không 

thanh trùng 
4,13 ± 0,17 54,6 ± 1,36 1,88 ± 0,08 98,6 1,4 
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Bản chất của quá trình sinh tổng hợp PHA là một quá trình chuyển hóa vật 

chất nội bào có liên quan mật thiết và ảnh hưởng qua lại đến các con đường trao đổi 

chất của tế bào vi khuẩn. Đối với phần lớn các vi khuẩn hiếu khí, các loại đường 

hexose là nguồn C dễ được sử dụng nhằm phục vụ cho quá trình sinh trưởng và trao 

đổi chất. Trong trường hợp vi khuẩn sinh tổng hợp PHA, sự sinh trưởng nhanh 

chóng của quần thể tế bào có thể dẫn đến sự suy giảm nhanh của các thành phần 

môi trường khác như nguồn N và các nguyên tố khoáng gây nên tình trạng mất cân 

bằng dinh dưỡng. Chính vì vậy mức độ tích lũy PHA nội bào của chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199 trên các nguồn glucose, fructose và xiro ngô cao hơn so với 

những nguồn C còn lại. Bên cạnh đó, ảnh hưởng qua lại giữa quá trình sinh tổng 

hợp PHA với các hoạt động trao đổi chất nội bào khác nhằm cấu trúc tế bào vi 

khuẩn còn được thể hiện ở chỉ số khối lượng tế bào còn lại (residual cell mass – 

RCM). Mức độ tích lũy PHA nội bào diễn ra càng mạnh mẽ khiến cho mức độ sinh 

tổng hợp các thành phần cấu trúc tế bào trở nên yếu đi. Kết quả là sự tăng sinh khối 

tế bào tỷ lệ nghịch với mức độ tích lũy PHA nội bào (bảng 3.3).  

Mặc dù glucose được sử dụng như là một nguồn C thông dụng trong nghiên 

cứu sinh tổng hợp PHA đối với nhiều loại vi khuẩn đã được công bố [95, 97, 131, 

164]. Tuy nhiên trong nghiên cứu này chúng tôi thấy rằng có sự khác biệt lớn về 

khả năng sinh trưởng và mức độ tích lũy PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 trên hai nguồn cơ chất glucose và fructose (bảng 3.3). Ở hầu hết vi khuẩn 

hiếu khí, quá trình chuyển hóa đường hexose thành axit pyruvic được thực hiện theo 

con đường đường phân. Theo con đường này, việc sử dụng fructose có thể giúp cho 

tế bào vi khuẩn chuyển hóa cơ chất C nhanh chóng hơn so với khi sử dụng glucose. 

Đây có thể nguyên nhân giải thích cho sự chênh lệch khá lớn về mức độ tích lũy 

PHA nội bào khi nuôi cấy chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 trên hai nguồn C này. 

Một nguồn C rẻ tiền khác rất đáng quan tâm là nguồn rỉ đường từ công 

nghiệp sản xuất đường mía và đường củ cải. Kết quả trình bày ở bảng 3.3 cho thấy, 

mặc dù chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 chỉ tích lũy PHA nội bào đạt 35 %wt 
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song phân tích cho thấy giá trị RCM thu được cao gấp 1,5 lần so với khi sử dụng 

nguồn fructose. Bên cạnh thành phần chính là saccharose, rỉ đường còn chứa một 

lượng nhỏ đường đơn (glucose và fructose). Bởi vậy mức độ tích lũy PHA thu được 

của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 khi nuôi cấy trên rỉ đường cao hơn so với khi 

sử dụng saccharose tinh khiết trong khi giá trị RCM đạt được không hề thua kém. 

Các kết quả thu được ở trên cho thấy rỉ đường và xiro ngô hoàn toàn có thể là là 

những nguồn C tiềm năng giúp giảm chi phí sản xuất PHA từ chủng vi khuẩn này 

nếu có các công nghệ lên men phù hợp. 

Trên các nguồn C thử nghiệm, sản phẩm P(3HB-co-3HV) thu được có thành 

phần phân đoạn 3HV thay đổi tùy vào từng trường hợp cụ thể. Mặc dù lượng PHA 

tích lũy cao nhất khi sử dụng fructose làm nguồn C, song hàm lượng 3HV lại chiếm 

tỷ lệ thấp (< 1 mol%). Trong khi ngược lại hàm lượng này đạt tới 20,5 mol% khi 

maltose được sử dụng làm nguồn C trong môi trường nuôi cấy. Sản phẩm PHA từ 

nguồn xiro ngô cũng chứa phân đoạn 3HV dao động từ 1,4 đến 1,6 mol%, đồng thời 

hàm lượng polymer tích lũy nội bào thu được khá cao (trên 54 %).  

Sản phẩm P(3HB-co-3HV) thường được tổng hợp khi nuôi cấy các chủng vi 

khuẩn trên nguồn C kết hợp giữa glucose và propionate hoặc valerate [94, 160, 

186]. Tuy nhiên một số vi khuẩn cũng có thể sinh tổng hợp P(3HB-co-3HV) khi sử 

dụng cacbohydrate như là nguồn C duy nhất thông qua con đường sinh tổng hợp 

một số loại axit amin [128, 190]. Một số công bố cũng đã cho thấy các chủng vi 

khuẩn Rhodococcus sp. NCIMB 40126 [78], Bacillus sp-256 [106], Bacillus sp. 

88D [153], Halogranum amyloticum [219] có khả năng sinh tổng hợp P(3HB-co-

3HV) khi nuôi cấy trên các nguồn đường đơn. Dựa vào hệ enzyme nội bào, vi 

khuẩn sử dụng các con đường trao đổi chất khác nhau để chuyển hóa nguồn C thành 

sản phẩm PHA như trình bày ở mục 1.3.2. Khả năng sinh tổng hợp P(3HB-co-3HV) 

của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 khi được nuôi cấy trên các nguồn đường cho 

thấy có thể quá trình chuyển hóa vật chất để tạo PHA được thực hiện theo các con 

đường H và K (hình 1.5, mục 1.3.2). Tuy nhiên để xác định chính xác con đường 

chuyển hóa nguồn C thành PHA của chủng vi khuẩn này cần có những nghiên cứu 

phân tử sâu hơn nữa về các quá trình trao đổi chất nội bào.   
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Khả năng tích lũy PHA với hàm lượng cao và sản phẩm polymer chứa chủ 

yếu phân đoạn 3HB (> 99 %mol) thu được khi nuôi cấy chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 trên nguồn fructose. Vì vậy chúng tôi lựa chọn fructose như là nguồn C cơ 

sở cho các nghiên cứu sâu hơn về khả năng sinh tổng hợp cũng như nghiên cứu lên 

men sản xuất PHA từ chủng vi khuẩn này. 

3.2.1.2. Ảnh hưởng của một số tiền chất đến khả năng tích lũy và thành phần PHA 

Thành phần cấu trúc và thuộc tính của sản phẩm PHA từ vi khuẩn phụ thuộc 

vào nguồn C ban đầu, con đường trao đổi chất để chuyển hóa nguồn C đó thành tiền 

chất cấu trúc polymer, và tính đặc hiệu cơ chất của PHA synthase. Sản phẩm P(3HB) 

có tính chất cứng và giòn là loại PHA phổ biến được tạo ra từ hầu hết các loài vi 

khuẩn. Các loại PHA khác như P(3HB-co-3HV), P(3HB-co-4HB), P(3HB-co-

3HHx),… có tính linh động và đàn hồi hơn song ít chủng vi khuẩn có thể tạo ra các 

polymer này khi nuôi cấy vi khuẩn trên nguồn cacbohydrate mà thường phải được bổ 

sung các tiền chất vào môi trường [128]. Tiền chất là các hợp chất có bộ khung C gần 

tương đồng với các đơn phân mong muốn, do đó khi được bổ sung vào môi trường có 

thể giúp đa dạng các sản phẩm PHA thu được trong quá trình nuôi cấy. Các 

copolymer như poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) [P(3HB-co-3HV)] 

hay poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) [P(3HB-co-4HB)] có thể thu 

được khi bổ sung một số tiền chất liên quan như propionic acid, valeric acid, 1,4-

Butanediol, γ-Butyolactone trong quá trình nuôi cấy vi khuẩn [37, 52, 115, 173]. 

Chính vì thế chúng tôi đã tiến hành thí nghiệm bổ sung một số tiền chất có bộ khung 

cabon khác nhau (từ C4 đến C8) vào môi trường nuôi cấy chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 nhằm nghiên cứu sự ảnh hưởng đến sinh trưởng và tích lũy PHA, đồng thời 

giá khả năng tạo ra sự đa dạng sản phẩm PHA từ chủng vi khuẩn này.  

 Như trình bày ở bảng 3.4, CDW và hàm lượng PHA cao nhất (4,3 g/L và 

61,6 %wt, theo thứ tự) thu được khi fructose được sử dụng như là nguồn C duy 

nhất. Ở hầu hết các lô thí nghiệm còn lại, khi các tiền chất được bổ sung vào môi 

trường thì CDW và hàm lượng PHA bị giảm đáng kể. Kết quả thu được chứng tỏ sự 

sinh trưởng và khả năng tích lũy PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 bị ức 
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chế khi các tiền chất được bổ sung vào môi trường nuôi cấy. Sự suy giảm mức độ 

sinh trưởng cũng như khả năng sinh tổng hợp PHA của vi khuẩn khi bổ sung tiền 

chất vào môi trường nuôi cấy đã được một số tác giả ghi nhận [116, 145]. 

Bảng 3.4. Ảnh hưởng của các tiền chất C đến sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA 

của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Nguồn C CDW 

(g/L) 

Hàm lƣợng 

PHA 

(%wt) 

Thành phần PHA 

(mol%) 

3HB 4HB 3HV 

Fructose 4,32 ± 0,03 61,6 ± 0,4 100 0 0 

Fructose  + 1,4-butanediol 2,37 ± 0,1 54,6 ± 0,7 94,3 5,7 0 

Fructose  + 1,5-pentanediol 2,17 ± 0,02 45,7 ± 1,2 100 0 0 

Fructose  + 1,6-hexanediol 2,17 ± 0,03 43,3 ± 1,6 100 0 0 

Fructose  + γ-butyrolactone 2,27 ± 0,03 36,1 ± 2,5 92,9 7,1 0 

Fructose + natri 4-

hydroxybutyrate 
2,47 ± 0,09 55,2 ± 1,8 96,0 4,0 0 

Fructose  + natri valerate 2,08 ± 0,12 39,3 ± 2,9 91,9 0 8,1 

Fructose  + natri hexanoate 2,22 ± 0,03 43,7 ± 0,1 100 0 0 

Fructose  + natri heptanoate 2,61 ± 0,06 55,5 ± 1,1 95,1 0 4,9 

Fructose  + natri octanoate 1,67 ± 0,03 33,1 ± 1,9 100 0 0 

 

Như thể hiện ở bảng 3.4, khi fructose và tổ hợp của fructose với các tiền chất 

như 1,5-pentanediol, 1,6-hexanediol, natri hexanoate, và natri octanoate được sử 

dụng như là nguồn C, sản phẩm PHA thu được có thành phần là P(3HB) và được 

xác định dựa trên phân tích cộng hưởng từ hạt nhân proton (
1
H NMR) (hình 3.6). 

Các tiền chất 1,5-pentanediol, 1,6-hexanediol, natri hexanoate, và natri octanoate đã 

được sử dụng để tạo ra các phân đoạn 3-hydroxypropionate (3HP), 4-

hydroxybutyrate (4HB), và 3-hydroxyhexanoate (3HHx) khi nuôi cấy các chủng vi 

khuẩn Alcaligenes eutrophus [56], Alcaligenes latus [198]
 
hoặc Bacillus sp. INT005

 

[186]. Tuy nhiên kết quả thu được trong nghiên cứu này cho thấy rằng chủng vi 
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khuẩn Yangia sp. NĐ199 không có khả năng chuyển hóa các nguồn tiền chất này để 

tạo các phân đoạn tương đương trong polymer.  

 
 

Hình 3.6. Phổ 1H NMR của PHA tách chiết từ chủng Yangia sp NĐ199 khi nuôi trên 

nguồn fructose 

Copolymer P(3HB-co-3HV) có thể được sinh tổng hợp khi các đơn phân 

3HB và 3HV được tạo ra trong quá trình trao đổi chất nội bào. Một số vi khuẩn có 

khả năng sinh tổng hợp P(3HB-co-3HV) trên những nguồn C thông thường như dầu 

thực vật [14, 137], glucose và glycerol
 
[153]. Trong khi các vi khuẩn khác cần phải 

được bổ sung các tiền chất như propionate, valerate hoặc heptanoate vào môi trường 

nuôi cấy để có thể tạo ra P(3HB-co-3HV) [94, 160, 186]. Trong nghiên cứu này khi 

các tiền chất như natri valerate và natri heptanoate được sử dụng giúp tế bào chủng 

vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 tích lũy P(3HB-co-3HV) với hàm lượng 3HV tương 

ứng đạt được là 8,1 mol% và 4,9 mol% dựa trên phân tích sắc kí khí. Kết quả phân 

tích phổ 
1
H NMR cũng cho thấy các đỉnh tương ứng của loại copolymer P(3HB-co-

3HV) (hình 3.7). 
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Hình 3.7. Phổ 1H NMR của P(3HB-co-3HV) tách chiết từ Yangia sp. NĐ199 khi 

nuôi cấy trên nguồn fructose kết hợp với tiền chất natri valerate 

Bảng 3.5. Ảnh hưởng của các nồng độ natri heptannoate đến sinh tổng hợp P(3HB-

co-3HV) của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Nồng độ natri 

heptanoate 

(g/L) 

CDW 

(g/L) 

 Hàm lƣợng PHA 

(wt%) 

Thành phần PHA 

(mol%) 

3HB 3HV 

0,5 2,61 ± 0,06 55,5 ±  1,1 95,1 4,9 

1 2,42 ± 0,03 57,5 ± 1,6 90,7 9,3 

1,5 2,37 ± 0,02 51,1 ± 2,3 85,4 14,6 

2 2,33 ± 0,02 52,3 ± 1,3 82,3 17,7 

2,5 2,32 ± 0,03 54,0 ± 1,5 81,2 18,8 

3 2,03 ± 0,05 51,6 ± 2,0 80,7 19,3 

Ảnh hưởng của nồng độ natri heptanoate đến sinh trưởng và sinh tổng hợp 

P(3HB-co-3HV) bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 cũng được chúng tôi kiểm 

tra và kết quả được trình bày ở bảng 3.5. Sinh khối khô (CDW, g/L) thu được giảm 
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từ 2,61 g/L xuống 2,03 g/L khi nồng độ heptanoate bổ sung vào môi trường tăng từ 

0,5 g/L đến 3 g/L. Mặc dù khả năng tích lũy P(3HB-co-3HV) dường như không 

chịu tác động của việc thay đổi nồng độ heptanoate, song tỷ lệ phân đoạn 3HV có 

sự sai khác rõ rệt theo chiều hướng tăng dần từ 4,9 mol % lên 19,3 mol%. Kết quả 

thu được phù hợp với những báo cáo trước đây về ảnh hưởng của tiền chất của 3HV 

tới tỷ lệ phân đoạn 3HV trong PHA, nhưng có thể ức chế sự sinh trưởng và tích lũy 

polymer [30, 45, 94]. Tỷ lệ phân đoạn 3HV trong P(3HB-co-3HV) tăng lên giúp 

cho sản phẩm PHA giảm bớt mức độ kết tinh và trở nên đàn hồi hơn (bảng 1.1). Các 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng mức độ kết tinh của P(3HB-co-14 mol% 3HV) và P(3HB-

co-20 mol% 3HV) ở khoảng 56 % và 50 %, theo thứ tự, và thấp hơn nhiều so với 

P(3HB) đồng hình (dao động khoảng 60 đến 80 %) [20]. 

Poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) [P(3HB-co-4HB)] cũng là 

một trong những PHA rất đáng chú ý với các thuộc tính quý (bảng 1.1). Tương tự 

như P(3HB-co-3HV), để có thể tổng hợp được P(3HB-co-4HB) cũng cần có các 

đơn phân tương ứng. Một vài công bố cho thấy P(3HB-co-4HB) có thể được tổng 

hợp bởi các vi khuẩn tái tổ hợp như E. coli từ nguồn C thông thường [119, 195]. 

Trong khi phần lớn các vi khuẩn còn lại (kể cả chủng dại và tái tổ hợp) cần được bổ 

sung các tiền chất liên quan tương ứng như 1,4-butanediol, γ-butyrolactone, hoặc 

natri 4-hydroxybutyrate trong quá trình nuôi cấy để có thể sinh tổng hợp copolymer 

này [16-17, 25, 81, 98, 133]. Kết quả nghiên cứu chúng tôi thu được cũng cho thấy 

chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 có khả năng tổng hợp P(3HB-co-4HB) khi các 

tiền chất 1,4-butanediol, γ-butyrolactone, hoặc natri 4-hydroxybutyrate được bổ 

sung trong quá trình nuôi cấy (bảng 3.4, hình 3.8). Như trình bày ở bảng 3.4, phân 

đoạn 4HB cao nhất (7,1 mol%) thu được khi γ-butyrolactone được bổ sung, tiếp đến 

là 1,4-butanediol (5,7 mol%) và natri 4-hydroxybutyrate (4,0 mol%). Ngược lại, 

CDW đạt 2,47 g/L và hàm lượng polymer đạt 55,2 %wt thu được khi natri 4-

hydroxybutyrate được bổ sung lại cao hơn so với hai nguồn tiền chất còn lại.  
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Hình 3.8. Phổ 1H NMR của P(3HB-co-4HB) tách chiết từ Yangia sp. NĐ199 khi 

nuôi cấy trên nguồn fructose kết hợp với natri 4-hydroxybutyrate 

Một số chủng vi khuẩn ưa mặn có khả năng sinh tổng hợp P(3HB) và P(3HB-

co-3HV) từ các nguồn C khác nhau đã được công bố [36, 93, 105, 152]. Tuy nhiên 

chưa có báo cáo nào về khả năng sinh tổng hợp P(3HB-co-4HB) bởi các vi khuẩn 

ưa mặn. Khả năng sinh tổng hợp P(3HB-co-4HB) trên nguồn cơ chất fructose kết 

hợp với một số tiền chất cho thấy Yangia sp. NĐ199 là một chủng vi khuẩn tiềm 

năng trong tương lai bởi khả năng ứng dụng cao của vật liệu P(3HB-co-4HB) trong 

lĩnh vực y học và dược phẩm.  

Ảnh hưởng của nồng độ các tiền chất cho đơn phân 4HB đến sinh trưởng và sinh 

tổng hợp P(3HB-co-4HB) bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 đã được chúng tôi 

kiểm tra. Kết quả trình bày ở bảng 3.6 cho thấy rằng sự thay đổi nồng độ 1,4-

butanediol hầu như ít ảnh hưởng đến sự sinh trưởng, sinh tổng hợp polymer, và 

thành phần phân đoạn 4HB ở chủng vi khuẩn này. Kết quả thu được tương tự đối 

với chủng Cupriavidus sp. USMAA2-4 khi tăng nồng độ 1,4-butyrolactone. Tuy 

nhiên, phân đoạn 4HB có thể tăng lên khi tăng nồng độ hỗn hợp 1,4-butyrolactone 

và γ-butyrolactone bổ sung vào môi trường nuôi cấy [195]. 
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Bảng 3.6. Ảnh hưởng của các nồng độ 1,4-butanediol đến sinh tổng hợp P(3HB-co-

4HB) của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Tiền chất Nồng độ 

(g/L) 

CDW  

(g/L) 

 Hàm lƣợng 

PHA 

(wt%) 

Thành phần PHA 

(mol%) 

3HB 4HB 

1,4-butanediol 

0,5 2,37 ± 0,1 54,6 ± 0,7 94,3 5,7 

1 2,33 ± 0,05 55,6 ± 0,6 94,7 5,3 

1,5 2,34 ± 0,02 54,9 ± 0,3 94,6 5,4 

2 2,27 ± 0,09 55,0 ± 2,5 95,2 4,8 

2,5 2,30 ± 0,04 55,0 ± 1,2 94,9 5,1 

3 2,23 ± 0,02 54,4 ± 1,7 95,0 5,0 

γ-butyrolactone 

0,5 2,27 ± 0,04 36,1 ± 2,5 92,9 7,1 

1 2,2 ± 0,01 24,8 ± 0,6 93,3 6,7 

1,5 2,06 ± 0,08 20,5 ± 1,5 93,7 6,3 

2 2,00 ± 0,14 19,7 ± 2,3 94,1 5,9 

2,5 1,85 ± 0,01 17,6 ± 0,3 93,8 6,2 

3 1,75 ± 0,02 18,3 ± 1,1 94,2 5,8 

Natri 4-

hydroxybutyrate 

0,5 2,47 ± 0,09 55,2 ± 1,8 96,0 4,0 

1 2,43 ± 0,04 55,3 ± 1,2 94,78 5,2 

1,5 2,39 ± 0,03 52,2 ± 0,7 94,4 5,6 

2 2,37 ± 0,03 53,6 ± 1,0 94,1 5,9 

2,5 2,35 ± 0,05 53,7 ± 1,2 94,0 6,0 

3 2,35 ± 0,04 54,3 ± 1,4 93,7 6,3 

 

Trong khi đó các giá trị CDW, hàm lượng P(3HB-co-4HB), cũng như tỷ lệ 

phân đoạn 4HB giảm đi đáng kể khi nồng độ γ-butyrolactone tăng từ 0,5 g/L lên 3 

g/L. Sự có mặt của γ-butyrolactone với nồng độ cao trong môi trường có thể đã gây 

độc đối với tế bào vi khuẩn và vì thế ức chế mạnh sự sinh trưởng cũng như sinh 
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tổng hợp polymer của tế bào. Các kết quả đã công bố đối với hai chủng vi khuẩn 

Cupriavidus sp. USMAA 1020  và Cupriavidus sp. USMAA2-4 cũng cho thấy sự 

giảm CDW và mức độ tích lũy P(3HB-co-4HB) trong khi thành phần phân đoạn 

4HB lại có xu hướng tăng khi nồng độ γ-butyrolactone bổ sung vào môi trường nuôi 

cấy tăng lên [17, 195]. Ngược lại, mặc dù CDW và hàm lượng P(3HB-co-4HB) 

không có sự sai khác giữa các nồng độ bổ sung natri 4-hydroxybutyrate, tuy nhiên 

phân đoạn 4HB lại có xu hướng tăng nhẹ khi nồng độ tiền chất natri 4-

hydroxybutyrate được bổ sung vào môi trường tăng lên (bảng 3.6).  

Cấu trúc hóa học của hầu hết các PHA đã biết - ngoại trừ P(3HB), P(3HB-

co-3HV) và P(3HB-co-3HHx) - thường không thể được tổng hợp từ các nguồn C 

thông dụng. Do đó để có thể tạo được các PHA chứa đơn phân mong muốn thì các 

tiền chất liên quan thường được bổ sung vào môi trường trong quá trình nuôi cấy. 

Bên cạnh đó, mức độ đặc hiệu cơ chất của PHA synthase cũng là một yếu tố quan 

trọng quyết định loại PHA được tạo ra từ các nguồn C tiền chất này [128]. Kết quả 

nghiên cứu thu được ở trên cho thấy các tiền chất C4 (1,4-butanediol, γ-

butyrolactone, natri 4-hydroxybutyrate) và C5 (natri valerate) và C7 (natri 

heptanoate) có thể là nguồn tác nhân cảm ứng tổng hợp các loại enzyme nội bào cần 

thiết của các con đường trao đổi chất tạo nguyên liệu cho quá trình sinh tổng hợp 

PHA ở chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199. Quá trình sinh tổng hợp PHA ở chủng vi 

khuẩn Yangia sp. NĐ199 trên các nguồn cơ chất khác nhau một lần nữa cho thấy sự 

thích ứng của bộ máy di truyền ở vi khuẩn trong tự nhiên đối với nguồn C có mặt 

trong môi trường sống. Dựa vào các dữ liệu thực nghiệm và lý thuyết chúng tôi có 

thể tạm thời xây dựng giả thuyết các con đường trao đổi chất cơ bản trong quá trình 

sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 như trình bày ở hình 3.9. 

Các con đường giả thuyết này có thể là cơ sở tiền đề cho định hướng nghiên cứu sâu 

hơn về di truyền cũng như tìm hiểu cơ chế sinh lý – hóa sinh của quá trình sinh tổng 

hợp PHA ở chủng vi khuẩn này trong tương lai. 
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Khả năng sử dụng phổ cơ chất rộng bởi PHA synthase là một ưu thế của chủng 

vi khuẩn Yangia sp. NĐ19 cho phép tạo ra các loại polymer mong muốn. Tỷ lệ các 

phân đoạn 3HV và 4HB trong sản phẩm PHA có thể thay đổi được bằng cách điều 

chỉnh nồng độ các tiền chất bổ sung trong quá trình nuôi cấy. Do đó hoàn toàn có 

thể tạo ra được các PHA với mol% các đơn phân này cao bằng cách bổ sung các 

tiền chất tương ứng như natri heptanoate (cho 3HV) hay natri 4-hydroxybutyrate 

(cho 4HB) với nồng độ cao vào môi trường nuôi cấy. Tuy nhiên, như kết quả thu 

được ở trên thì phần lớn các tiền chất này đều thể hiện tác động ức chế sinh trưởng 

của tế bào chủng vi khuẩn này. Đặc biệt đối với γ-butyrolactone còn làm giảm khả 

năng tích lũy cũng như thành phần 4HB trong copolymer. 

 

Hình 3.9. Các con đường giả thuyết quá trình sinh tổng hợp PHA của chủng Yangia 

sp. NĐ199 từ các nguồn C khác nhau. 

(1:  β-Ketothiolase; 2: NADPH acetoacetyl-CoA reductase; 3: PHA synthase; 4: Alcohol 

dehydrogenase;  5:  Hydroxyacyl-CoA synthase; 6: Esterase; 7: Acyl-CoA dehydrogenase; 8: 

Enoyl-CoA hydratase; 9: 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; 10: 3-Ketoacyl-CoA thiolase; 11: 

Epimerase) 
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3.2.1.3. Một số thuộc tính lý học của PHA từ chủng vi khuẩn Yangia sp. N 199 

Sử dụng phương pháp tách chiết polymer nhờ dung môi chloroform, chúng 

tôi đã thu được các sản phẩm PHA ở dạng sợi trắng (phần phụ lục 10). Sử dụng 

các phương pháp phân tích như trình bày ở mục 2.2.5.5, chúng tôi đã xác định 

được các thuộc tính lý học của sản phẩm PHA thu được từ chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199. 

Bảng 3.7. Thuộc tính lực của PHA từ chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Mẫu PHA Lực kéo 

dãn (Mpa) 

Suất đàn hồi 

(Young’s Modulus, 

Mpa) 

Độ dãn tới 

hạn (%) 

Tham khảo 

P(3HB) 43 3,5 5,0 
Doi, 1995 

[57] 

PHA từ 

Yangia sp. 

NĐ199 trên cơ 

chất fructose 

41 5,1 4,8 
Nghiên cứu 

này 

Bảng 3.8. Thuộc tính hóa-lý của các PHA thu được từ chủng Yangia sp. NĐ199 khi 

nuôi cấy trên các nguồn cơ chất khác nhau 

Nguồn C Loại PHA
 

Mw 
(x106 Da) 

Mn 
(x105 Da) 

PDI 
(Mw

/Mn) 

Tm 
(oC) 

Tg 
 (oC) 

Fructose P(3HB) 2,2 6,4 3,4 175 4 

Fructose 

γ-butyrolactone 
P(3HB-co-

5,2%4HB) 
1,7 5,4 3,2 163 -20 

1,4-butanediol 
P(3HB-co-

4,3%4HB) 
1,3 4,2 3,1 157 -0 

Na 4-HB 
P(3HB-co-

5,8%4HB) 
1,8 5,5 3,2 155 -18 

Na HP 
P(3HB-co-

13%3HV) 
1,8 6,9 2,6 173 -11 

(Ghi chú: Na-4-HB: Natri 4-hydroxybutyrate; Na HP: Natri heptanoate) 
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Kết quả thể hiện ở bảng 3.7 cho thấy PHA tách chiết được từ sinh khối tế bào 

chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 khi nuôi cấy trên nguồn C là fructose mang các 

thuộc tính lực tương tự như đối với sản phẩm P(3HB) do Doi (1995) công bố [57]. Sự 

sai khác ở đây có thể là bởi những sai khác trong cấu trúc sợi polymer cũng như sự 

sắp xếp các sợi polymer trong hạt PHA. Sự sai khác này do nhiều yếu tố tác động 

như: nguồn C, hoạt động của PHA synthase, điều kiện nuôi cấy, ….  

Một số đặc điểm hóa-lý của các sản phẩm PHA thu được từ chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199 trên các nguồn cơ chất khác nhau như tổng khối lượng phân tử 

trung bình (Mw), trung bình của khối lượng phân tử (Mn), mức độ phân tán PDI đã 

được chúng tôi tiến hành kiểm tra. Kết quả thể hiện ở bảng 3.8 cho thấy giá trị Mw 

của các PHA thu được từ Yangia sp. NĐ199 trên các nguồn C khác nhau dao động 

từ 1,3 x 10
6 

đến 2,2 x 10
6
 Da, và giá trị Mn nằm trong khoảng 4,2 x 10

5 
đến 6,9 x 

10
5
 Da. Có thể nói rằng các giá trị Mw và Mn của PHA từ chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 là cao hơn so với sản phẩm PHA từ một số chủng vi khuẩn đã được công 

bố, chẳng hạn như chủng vi khuẩn Bacillus sp. INT005 [186], Paracoccus 

denitrificans [214], Bacillus sp. MG12 [135], hay các chủng vi khuẩn tái tổ hợp 

Ralstonia eutropha [90]. Giá trị Mw của P(3HB) thu được khi nuôi cấy trên nguồn 

fructose là cao nhất đạt 2,2 x 10
6
 Da. Tuy nhiên, sản phẩm polymer này cũng có độ 

phân tán cao nhất (PDI = 3,4). Trong khi việc bổ sung các tiền chất vào môi trường 

nuôi cấy khiến cho các giá trị Mw và PDI của PHA giảm. Điều này có thể là do hoạt 

động sinh tổng hợp của PHA synthase khi nuôi cấy trên nguồn fructose diễn ra 

mạnh mẽ hơn do không chịu sự tác động ức chế của các tiền chất đã dẫn đến sự 

không đồng đều của các sợi polymer trong hạt PHA. Kết quả này là phù hợp với các 

kết quả về sinh trưởng cũng như sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn này khi có 

tác động của các tiền chất như đã trình bày ở trên (bảng 3.4 - 3.7).  

Nhiệt độ nóng chảy (melting point temperature, Tm) và nhiệt độ thủy tinh hóa 

(glass transition temperature, Tg) là hai thuộc tính vật lý quan trọng của bất cứ loại 

vật liệu polymer nào. Tg là điểm nhiệt độ mà tại đó polymer chuyển từ dạng vật chất 

rắn, cứng sang dạng vật chất mềm dẻo, đàn hồi và ngược lại. Sự thay đổi về mặt lý 
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học của các sản phẩm PHA thu được khi nuôi cấy chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 trên các nguồn cơ chất khác nhau có sự sai khác có ý nghĩa. Sản phẩm PHA 

thu được trên môi trường chứa fructose mang những thuộc tính nhiệt đặc trưng của 

P(3HB) với giá trị Tm và Tg tương ứng khoảng 175 
o
C và 4 

o
C theo thứ tự. Do đó sản 

phẩm P(3HB) thường trở nên cứng và giòn trong điều kiện nhiệt độ thường. Trong 

khi đó các sản phẩm P(3HB-co-3HV) và P(3HB-co-4HB) thu được trên môi trường 

có bổ sung các tiền chất vẫn có nhiệt độ nóng chảy cao từ 155 
o
C đến 173 

o
C, song 

lại có giá trị Tg rất thấp (từ -20 đến 0 
o
C). Với giá trị Tg như vậy nên các sản phẩm 

này có mức độ linh động và dai hơn so với P(3HB) [37]. 

3.2.1.4. Ảnh hưởng của nguồn nitơ (N) 

Bên cạnh nguồn C thì nguồn nitơ (N) là yếu tố ảnh hưởng lớn đến quá trình 

sinh trưởng của vi sinh vật nói chung. Trong nuôi cấy các chủng vi khuẩn sinh tổng 

hợp PHA, nguồn nitơ không chỉ có vai trò quan trọng đối với quá trình sinh trưởng 

của tế bào mà nó còn ảnh hưởng đến quá trình tích lũy polymer. Ảnh hưởng của các 

nguồn N (N) vô cơ và hữu cơ đến sinh trưởng và tích lũy PHA bởi chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199 đã được chúng tôi tiến hành nghiên cứu. Kết quả thu được cho 

thấy tất cả các nguồn N đều cho thấy ảnh hưởng tốt đến mức độ tích lũy PHA của 

chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 (hàm lượng PHA > 40 %wt). Trong số đó, cao 

nấm men, KNO3, natri glutamate (MSG), và NaNO3 là các nguồn N phù hợp hơn cả 

cho sự sinh trưởng cũng như tích lũy polymer của tế bào. Sinh khối khô (CDW) và 

hàm lượng PHA cao nhất, lần lượt là 4,95 g/L và 67,7 %wt, thu được khi nguồn cao 

nấm men được sử dụng. Tiếp đến là KNO3 (CDW – 4,23 g/L; P(3HB) – 57,7 %wt), 

MSG (CDW – 3,85 g/L; PHA – 47,8 %wt), và NaNO3 (CDW – 3,16 g/L; PHA – 

44,8 %wt) (bảng 3.9). Trong khi đó kết quả thu được cho thấy các gốc amoni 

(NH4
+
) không thích hợp cho quá trình sinh trưởng đối với chủng vi khuẩn này 

(CDW chỉ đạt từ 0,64 đến 1,48 g/L) mặc dù hàm lượng PHA nội bào là khá cao (43 

%wt đến 58 %wt) (bảng 3.9).  
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Bảng 3.9. Ảnh hưởng của các nguồn N đến sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của 

chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Nguồn nitơ CDW 

(g/L) 

Hàm lƣợng 

PHA
 

(%) 

Nồng độ 

PHA 

(g/L) 

RCM 

(g/L) 

Cao nấm men 4,95 ± 0,16 67,7 ± 2,1 3,4 1,55 

Natri glutamate (MSG) 3,85 ± 0,22 47,8 ± 0,6 1,8 2,01 

KNO3 4,23 ± 0,06 57,7 ± 1,3 2,4 1,83 

NaNO3 3,16 ± 0,22 44,8 ± 2,7 1,4 1,74 

(NH4)2SO4 0,64 ± 0,11 43,3 ± 0,2 0,3 0,36 

NH4HCO3 1,48 ± 0,07 58,4 ± 2,3 0,9 0,62 

NH4Cl 0,67 ± 0,05 45,7 ± 0,8 0,3 0,36 

 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của các nguồn N đối với chủng vi khuẩn 

Bacillus sp. CFR67 cho thấy nguồn N hữu cơ có tác động tốt hơn đến khả năng tích 

lũy PHA nội bào so với các nguồn N vô cơ [177]. Trong khi các nguồn N hữu cơ có 

thể được tế bào vi khuẩn sử dụng trực tiếp cho quá trình sinh tổng hợp các thành 

phần cấu trúc tế bào và enzyme khác thì các nguồn N vô cơ cần trải qua một quá 

trình biến đổi hóa học sau khi được tế bào hấp thu. Quá trình sử dụng amoni và 

nitrate bởi vi khuẩn nói chung đều phải trải qua quá trình glutamine hóa nội bào dựa 

trên hoạt động của glutamine synthetase làm cơ sở cho sinh tổng hợp protein cấu 

trúc tế bào và các enzyme khác. Tuy nhiên chúng tôi nhận thấy có sự sai khác rõ rệt 

về khả năng sinh trưởng của chủng vi khuẩn này khi sử dụng hai nguồn N vô cơ. Sự 

tiêu thụ NH4
+
 dẫn đến pH môi trường trở nên axit hóa có thể là nguyên nhân dẫn 

đến ức chế sự sinh trưởng của chủng vi khuẩn này. Kết quả trình bày ở bảng 3.9 

cũng cho thấy sự khác biệt về khả năng sinh trưởng cũng như sinh tổng hợp PHA 

của hai nguồn muối nitrate. Điều kiện môi trường có nồng độ Na
+
 cao (khoảng 30 

‰) có thể là nguyên nhân cơ bản dẫn đến khả năng sử dụng NaNO3 thấp hơn so với 
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KNO3. Do đó mức độ sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn này 

trên nguồn KNO3 có ưu thế hơn. 

Ở quy mô công nghiệp, sử dụng các môi trường xác định cho phép kiểm soát 

chính xác thành phần và hàm lượng dinh dưỡng trong quá trình sản xuất, qua đó 

đảm bảo sự ổn định về năng suất qua các lần lên men. Với các kết quả thu được ở 

trên chúng tôi nhận thấy rằng nguồn muối nitrate (NO3
-
) có thể là nguồn N thay thế 

tiềm năng cho cao nấm men nhằm giảm chi phí trong quá trình sản xuất. Do đó mức 

độ sinh trưởng cũng như khả năng tích lũy PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 trong điều kiện nguồn cao nấm men được thay thế một phần/hoàn toàn bởi 

KNO3 đã được kiểm tra. 

Bảng 3.10. Ảnh hưởng của nồng độ KNO3 đến sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA 

của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Nguồn nitơ 

(g/L) 

CDW 

(g/L) 

Hàm lƣợng 

PHA
 

(%wt) 

Nồng độ 

PHA 

(g/L) 

RCM 

(g/L) 

Cao nấm men 
2,0 4,51 ± 0,31 71,26 3,21 1,24 

0,5 3,78 ± 0,04 69,87 2,65 1,14 

Cao nấm men : 

KNO3 

0,5 : 0,25 
3,69 ± 0,12 58,54 2,16 1,53 

0,5 : 0,5 
4,38 ± 0,27 66,02 2,89 1,49 

0,5 : 1,0 
4,27 ± 0,1 61,62 2,63 1,64 

0,5 : 1,5 
4,19 ± 0,22 53,91 2,26 1,93 

0,5 : 2,0 
4,35 ± 0,11 48,63 2,12 2,24 

KNO3 
2,0 

4,03±0,12 55,85 2,25 1,78 
 

Sự thay đổi hàm lượng cao nấm men (từ 2 g/L xuống 0,5 g/L) ảnh hưởng đến 

sinh trưởng của vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 với CDW giảm từ 4,51 g/L xuống 3,78 

g/L và khối lượng xác tế bào (RCM) giảm từ 1,24 g/L xuống 1,14 g/L. Tuy nhiên 

không thấy sự sai khác về khả năng tích lũy polymer nội bào trong cả hai trường 
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hợp (71,26 %wt so với 69,87 %wt) (bảng 3.10). Điều đó chứng tỏ rằng quá trình 

sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 ít bị chi phối bởi nồng 

độ cao nấm men trong môi trường.  

Kết hợp giữa nguồn cao nấm men và KNO3 cho kết quả tác động khá tốt đối 

với sinh trưởng và sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 khi so 

sánh với việc sử dụng chỉ nguồn cao nấm men. Mức độ tích lũy PHA của chủng vi 

khuẩn này tăng khi lượng KNO3 được bổ sung vào môi trường tăng từ 0,25 g/L lên 

0,5 g/L, sau đó hàm lượng tích lũy PHA có xu hướng giảm khi lượng KNO3 được 

bổ sung vào môi trường lên men vượt quá 0,5 g/L trong khi giá trị sinh khối tế bào 

(RCM) vẫn có xu hướng tăng (bảng 3.10). Giá trị RCM thu được trong các lô thí 

nghiệm bổ sung KNO3 thu được cao hơn so với khi sử dụng nguồn cao nấm men 

chứng tỏ ảnh hưởng tốt của nguồn N này đối với sinh trưởng của chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199. Khối lượng PHA đạt tới 2,89 g/L trong lô thí nghiệm kết hợp 

(0,5 g/L cao nấm men và 0,5 g/L KNO3) là rất khả quan khi so sánh với việc sử 

dụng đơn thuần 2 g/L cao nấm men (đạt 3,21 g/L) và 2 g/L KNO3 (đạt 2,25 g/L). 

Như vậy, các kết quả thu được cho thấy KNO3 có thể là nguồn N tiềm năng giúp 

giảm chi phí trong quá trình sản xuất PHA khi sử dụng chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 ở quy mô công nghiệp. 

3.2.2. Kết quả nghiên cứu lên men tích lũy PHA trên nồi lên men 

Quá trình sản xuất PHA từ vi khuẩn cần phải tiến hành qua hai giai đoạn 

chính: (1) lên men thu sinh khối tích lũy PHA, và (2) tách chiết – thu hồi PHA. Để 

tạo cơ sở cho sản xuất trên quy mô công nghiệp thì việc nghiên cứu lên men trong 

điều kiện thiết bị lên men quy mô phòng thí nghiệm là vô cùng quan trọng. Chính vì 

vậy chúng tôi đã tiến hành các thí nghiệm nghiên cứu chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 sử dụng các hình thức nuôi cấy và các nguồn C khác nhau trong điều kiện 

thiết bị lên men MDL 1000 (B.E. Marubishi, Nhật Bản). 

3.2.2.1.  ộng thái quá trình lên men mẻ sản xuất PHA từ chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Dựa trên các kết quả thu được trong quá trình nghiên cứu nuôi cấy trong 

điều kiện bình nón, chúng tôi đã tiến hành lên men mẻ sản xuất PHA từ chủng vi 
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khuẩn Yangia sp. NĐ199. Quá trình nuôi cấy được tiến hành trên thiết bị lên men 

MDL 1000 (B.E. Marubishi, Nhật) với thể tích 3 lít. Hình 3.10 thể hiện động thái 

quá trình lên men mẻ của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 với nồng độ 25 g/L 

fructose được sử dụng làm nguồn C. Như thể hiện trên hình 3.10, pha sinh trưởng 

cấp số của quá trình lên men diễn ra từ giờ nuôi cấy thứ 3 cho đến thời điểm 15 h 

với tổng khối lượng tế bào khô (CDW) đạt được tăng từ 1,4 g/L lên 7,8 g/L. Tiếp 

đó pha cân bằng trong khoảng thời gian từ 18 h cho đến 30 h nuôi cấy với CDW 

thu được ổn định trong khoảng 8,3 đến 8,8 g/L, và giá trị này có xu hướng giảm 

dần sau 33 h nuôi cấy.  

 

Hình 3.10.  ộng thái lên men mẻ sản xuất PHA trên nguồn fructose của chủng vi 

khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Phân tích hàm lượng PHA có trong tế bào ở mỗi thời điểm lấy mẫu cho thấy 

quá trình sinh tổng hợp polymer bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 xảy ra ngay từ 

giai đoạn đầu của quá trình lên men với hàm lượng đạt tới 8 %wt ở thời điểm lấy mẫu 

sau 3 h nuôi cấy. Nồng độ fructose cao trong môi trường nuôi cấy có thể là nguyên 

nhân kích thích quá trình sinh tổng hợp PHA của tế bào vi khuẩn kể cả trong điều kiện 

không có sự thiếu hụt các nguồn dinh dưỡng khác. Hàm lượng PHA tích lũy được cũng 
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tăng mạnh trong giai đoạn sinh trưởng cấp số cùng với sự tăng của giá trị RCM (g/L) từ 

1,29 g/L lên 4,47 g/L. Đồng thời khi phân tích dinh dưỡng cho thấy nồng độ fructose 

trong giai đoạn này cũng giảm một cách nhanh chóng từ 25 g/L xuống 12,5 g/L. Hiện 

tượng trên chứng tỏ quá trình sinh tổng hợp PHA và sinh trưởng tế bào xảy ra một cách 

đồng thời trong quá trình nuôi cấy, chúng tôi dự đoán chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 có thể thuộc nhóm vi khuẩn có khả năng tích lũy polymer mà không phụ thuộc 

vào điều kiện mất cân bằng dinh dưỡng [112-113].  

Phân tích sắc kí khí các mẫu sinh khối cho thấy hàm lượng PHA cao nhất đạt 49 

%wt ở thời điểm 27 h nuôi cấy, sau đó giảm xuống 44 %wt và 38 %wt ở các thời điểm 

30 h và 33 h nuôi cấy, theo thứ tự, ngay cả khi nồng độ fructose trong môi trường ở các 

thời điểm này ở mức 6,5 đến 7,0 g/L. Các nghiên cứu thường cho thấy sự suy giảm 

hàm lượng PHA trong điều kiện môi trường thiếu hụt C, khi đó nguồn polymer sẽ được 

sử dụng nhằm cung cấp năng lượng và vật chất cho quá trình cấu trúc tế bào [173]. Tuy 

nhiên, kết quả công bố của một số tác giả cũng cho thấy sự suy giảm đồng thời cả 

CDW cũng như hàm lượng PHA do quá trình thủy phân polymer xảy ra ngay cả trong 

điều kiện nguồn C chưa thực sự thiếu hụt [72, 73, 82, 95].  

Phân tích giá trị RCM (g/L) chúng tôi thấy rằng giá trị này thay đổi theo các 

pha sinh trưởng của quần thể tế bào vi khuẩn. Tuy nhiên ở thời điểm 27 h nuôi cấy, 

khi hàm lượng PHA nội bào bắt đầu có xu hướng giảm thì giá trị này vẫn có xu 

hướng tăng nhẹ. Điều đó chứng tỏ đã có sự chuyển hóa nội bào sản phẩm PHA thành 

nguồn cơ chất phục vụ cho các quá trình cấu trúc tế bào trong điều kiện thiếu hụt nói 

chung về các nguồn dinh dưỡng khác (nitơ, khoáng, vitamin, …).  

Trong quá trình lên men mẻ, khả năng sản xuất PHA cao nhất đạt 0,078 g/L/h 

và hiệu suất chuyển hóa PHA được cao nhất đạt 0,22 g/g fructose thu được ở thời điểm 

15 h nuôi cấy, sau đó các giá trị này có xu hướng giảm dần cho đến kết thúc nuôi cấy. 

Các kết quả thu được đối với chủng vi khuẩn này khi tiến hành lên men mẻ là chưa cao 

so với một số chủng vi khuẩn khác nghiên cứu đã công bố trước đây [72, 82, 95]. Hàm 

lượng dinh dưỡng thấp trong lên men mẻ khiến cho mật độ tế bào thấp cũng như các 
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quá trình trao đổi chất nội bào bị ảnh hưởng nghiêm trọng có thể là nguyên nhân 

chính khiến cho hiệu suất lên men không đạt được kết quả cao. 

3.2.2.2. Nghiên cứu sản xuất PHA sử dụng kỹ thuật lên men mẻ có bổ sung dinh dưỡng 

a) Lên men sử dụng fructose 

Kết quả nghiên cứu động thái lên men trong nuôi cấy mẻ cho thấy chủng vi 

khuẩn Yangia sp. NĐ199 có khả năng sinh tổng hợp PHA song song với quá trình 

sinh trưởng của tế bào. Do đặc điểm của các vi khuẩn tích lũy PHA không yêu cầu 

điều kiện mất cân bằng dinh dưỡng, bởi vậy việc duy trì một môi trường lên men 

phù hợp nhằm đảm bảo thu được năng suất cao là vô cùng quan trọng. Dựa trên các 

thông số động thái trong lên men mẻ, chúng tôi đánh giá nguồn C có thể là yếu tố 

chủ đạo ảnh hưởng đến hiệu quả sản xuất PHA của chủng vi khuẩn này. Chính vì 

thế chúng tôi đã tiến hành các thực nghiệm nuôi cấy mẻ có bổ sung dinh dưỡng với 

chiến lược duy trì nồng độ fructose khác nhau đối với chủng vi khuẩn này nhằm xác 

định điều kiện thích hợp giúp nâng cao năng suất sản xuất PHA. 

Trong chiến lược lên men thứ nhất, nồng độ fructose trong môi trường được 

chúng tôi duy trì ở mức 20 g/L trong suốt quá trình nuôi cấy bằng cách xác định 

nồng độ đường thực tế và bổ sung một cách thường xuyên vào môi trường lên men 

sau mỗi 1,5 h nuôi cấy. Như thể hiện ở hình 3.11, động thái tích lũy PHA thu được 

có dạng gần tương tự như trong quá trình lên men mẻ thu được ở trên. Hàm lượng 

PHA tăng nhanh chóng từ 10,4 %wt lên 32 %wt ngay trong giai đoạn đầu của quá 

trình nuôi cấy (từ 9 h đến 15 h nuôi cấy) kể cả trong điều kiện môi trường giàu dinh 

dưỡng được cung cấp một cách liên tục. Mức độ tích lũy tiếp tục tăng ổn định trong 

giai đoạn tiếp theo và đạt giá trị cao nhất là 45,3 %wt ở thời điểm 33 h nuôi cấy.  
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Hình 3.11. Lên men sản xuất PHA từ chủng vi khuẩn Yangia sp. N 199 với nồng độ 

20 g/L fructose 

Với việc bổ sung môi trường giàu dinh dưỡng trong giai đoạn đầu (giai đoạn từ 

3h đến 18 h nuôi cấy), CDW thu được cao gấp 2,3 lần so với trong quá trình lên men 

mẻ ở cùng thời điểm nuôi cấy. Tuy nhiên sự tăng CDW phần lớn là do lượng sinh khối 

tế bào (RCM) tăng lên, trong khi mức độ tích lũy PHA nội bào hầu như không có sự 

sai khác so với kết quả thu được trong quá trình lên men mẻ mặc dù nồng độ fructose 

vẫn được duy trì ở mức cao. Có thể sự tích lũy PHA sớm và nhanh chóng ở giai đoạn 

nuôi cấy đầu tiên đã phần nào có tác động ức chế ngược đến cả sinh trưởng tế bào cũng 

như quá trình sinh tổng hợp polymer ở giai đoạn sau. Do đó sự thay đổi nồng độ 

fructose trong quá trình lên men được chúng tôi đặt ra là phương án giải quyết nhằm 

cải thiện quá trình lên men sản xuất PHA từ chủng vi khuẩn này. 

Chiến lược lên men thứ hai, chúng tôi tiến hành một thay đổi nhỏ về nồng độ 

fructose duy trì trong môi trường theo từng giai đoạn nuôi cấy. Cụ thể, nồng độ 

fructose được duy trì xung quanh mức 10 g/L trong giai đoạn đầu tiên (ban đầu cho 

đến 18 h nuôi cấy), và sau đó nâng lên mức 20 g/L trong giai đoạn sau cho đến khi 

kết thúc quá trình nuôi cấy. Quá trình duy trì và thay đổi nồng độ fructose được tiến 
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hành bằng cách xác định nồng độ đường thực tế trong dịch nuôi cấy và bổ sung liên 

tục như trình bày ở trên.  

 

Hình 3.12. Lên men sản xuất PHA từ chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 với sự thay 

đổi nồng độ fructose hai giai đoạn 

Như thể hiện ở hình 3.12, CDW cao nhất đạt 49 g/L với hàm lượng PHA 

đạt 54 %wt khi kết thúc quá trình lên men (thời điểm 36 h nuôi cấy). Sự thay đổi 

chiến lược bổ sung nguồn C thể hiện ảnh hưởng rõ qua động thái sinh trưởng 

cũng như quá trình tích lũy PHA. Với nồng độ fructose không quá cao trong giai 

đoạn đầu, CDW thu được cao gấp đôi khi so sánh với giá trị này trong chiến lược 

lên men thứ nhất ở cùng thời điểm lấy mẫu trong khi hàm lượng PHA tích lũy 

được thấp hơn. Điều đó chứng tỏ có một sự cân bằng nhất định giữa hai quá trình 

sinh trưởng và tích lũy PHA của tế bào. Mật độ tế bào cao là tiền đề quan trọng 

để nâng cao hiệu quả sản xuất PHA trong quá trình lên men [82]. Phân tích sắc 

kí khí các mẫu sinh khối tế thu thập trong quá trình lên men, chúng tôi thấy rằng 

quá trình tích lũy polymer cũng xảy ra ngay ở giai đoạn sớm với hàm lượng PHA 

đạt khoảng 32 %wt sau 18 h nuôi cấy và hiệu suất chuyển hóa khá cao đạt 0,26 g 

PHA /g fructose, tuy nhiên năng suất sản xuất thấp (đạt 0,2 g/L/h) (hình 3.12). Điều 
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đó chứng tỏ với nồng độ 10 g/L fructose, mặc dù vẫn có vai trò kích hoạt quá trình 

sinh tổng hợp PHA của tế bào, tuy nhiên mức độ ức chế sự sinh trưởng của tế bào 

đã giảm đi rõ rệt. Quá trình tích lũy P(3HB) cao ngay ở pha sinh trưởng cấp số đã 

được thấy ở Azotobacter vinelandii UWD khi nuôi cấy trong điều kiện 10 g/L 

glucose [141]. Ngược lại, hiệu suất chuyển hóa thành P(3HB) thấp (0,08 g/g) 

nhưng hiệu suất chuyển hóa thành sinh khối tế bào cao (0,38 g/g) trong pha sinh 

trưởng cấp số khi nuôi cấy chủng vi khuẩn Alcaligenes eutrophus với nồng độ 

glucose được duy trì trong khoảng 10 g/L đến 20 g/L đã được báo cáo bởi Kim 

và Cs (1994). Trong điều kiện nguồn amoni được cung cấp đầy đủ, chủng vi 

khuẩn A. eutrophus tích lũy P(3HB) với hàm lượng rất thấp (< 5 g/L) mặc dù 

nguồn C trong môi trường dư thừa [96].  

Giai đoạn thứ hai được tiếp tục sau 18 h nuôi cấy và kết thúc ở thời điểm 36 

h khi giá trị mật độ quang của dịch nuôi cấy đo được ở bước sóng 600 nm hầu như 

không thay đổi. Kết thúc giai đoạn này, giá trị CDW và hàm lượng PHA đạt được 

cao nhất song giá trị RCM lại có xu hướng giảm. Hiệu suất chuyển hóa cũng như 

năng suất sản xuất trong giai đoạn hai (đạt 0,33 g PHA/g fructose và 0,73 g/L/h) 

thu được cao hơn so với giai đoạn đầu. Bên cạnh đó mặc dù giá trị RCM vẫn tăng 

nhưng với tốc độ chậm dần và có xu hướng giảm sau thời điểm 34 h (hình 3.11), 

chứng tỏ rằng trong giai đoạn này quá trình sinh tổng hợp PHA chiếm ưu thế trong 

tế bào trong khi sự tăng sinh tế bào diễn ra chậm. Khác với kết quả chúng tôi thu 

được, trong nghiên cứu của Kim và Cs (1994) cho thấy giá trị RCM khi nuôi cấy 

A. eutrophus có xu hướng giảm khi nguồn amoni bổ sung bị dừng lại, tuy nhiên 

mức độ tích lũy P(3HB) lại tăng mạnh mẽ [95]. Sử dụng chiến lược nuôi cấy 

tương tự đối với chủng vi khuẩn Pseudomonas sp. EL-2, Son và Cs (2000) đã thu 

được các kết quả tương đương về hàm lượng và khả năng sản xuất PHA (53 %wt 

và 0,84 g/L/h, theo thứ tự), song CDW và hiệu suất chuyển hóa cơ chất (38 g/L và 

0,2 g/g, theo thứ tự) của chủng này thấp hơn trong nghiên cứu của chúng tôi khi sử 

dụng chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 [173]. So sánh với chủng vi khuẩn ưa 

mặn khác là Halomonas boliviensis LC1 khi nuôi cấy trong điều kiện nồng độ 
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glucose duy trì ở 20 g/L thì kết quả CDW chúng tôi thu được là tương đương, 

song mức độ tích lũy PHA lại thấp hơn [150]. 

Các kết quả CDW, hàm lượng PHA tích lũy trong quá trình lên men mẻ bổ 

sung dinh dưỡng đối với chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 đã được cải thiện 

thông qua thay đổi nhỏ đối với nguồn C duy trì trong môi trường nuôi cấy. Tuy 

nhiên, chúng tôi nhận thấy quá trình sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199 xảy ra mạnh mẽ khi nồng độ fructose cao kể cả trong điều kiện 

môi trường giàu dinh dưỡng. Quá trình sinh tổng hợp PHA là một phần của chuỗi 

chuyển hóa vật chất nội bào có liên quan đến các quá trình sinh lý khác của tế bào 

vi khuẩn thông qua vật chất trung gian là acetyl-coA. Do đó hoạt động tích lũy 

PHA xảy ra mạnh có thể ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng và tăng số lượng tế 

bào vi khuẩn trong quá trình nuôi cấy, qua đó làm giảm hiệu quả sản xuất PHA 

của chủng vi khuẩn này. Vì lí do đó, chúng tôi tiếp tục điều chỉnh chiến lược duy 

trì nồng độ cơ chất fructose phù hợp nhằm hạn chế quá trình sinh tổng hợp PHA ở 

giai đoạn sớm của quá trình lên men để tạo điều kiện cho quá trình tăng sinh khối 

tế bào diễn ra thuận lợi hơn.  

Chiến lược lên men thứ ba, với mục đích hạn chế hoạt động sinh tổng hợp 

PHA và tạo điều kiện tối ưu cho sự sinh trưởng của tế bào vi khuẩn. Nồng độ 

fructose trong giai đoạn đầu (18 h đầu) của quá trình lên men được duy trì ở 

khoảng 2 đến 3 g/L cùng với dung dịch giàu dinh dưỡng đậm đặc được bổ sung 

liên tục (pha 1). Sau đó nồng độ fructose trong môi trường được điều chỉnh tăng 

dần và duy trì theo từng nấc từ 3 g/L lên 15 g/L sau mỗi khoảng thời gian 3 h cho 

đến thời điểm giờ thứ 33. Đồng thời dung dịch khoáng đậm đặc không chứa nguồn 

nitơ được bổ sung liên tục với tốc độ 10 ml/h (pha 2). Quá trình tích lũy PHA 

được tăng cường bằng cách duy trì nồng độ fructose ở mức 20 g/L sau 33 h cho 

đến khi kết thúc quá trình nuôi cấy. 
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Hình 3.13. Lên men sản xuất PHA bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 với nồng 

độ fructose tăng dần 

Như thể hiện ở hình 3.13, sự thay đổi chiến lược duy trì nồng độ fructose 

trong lên men thu được kết quả vô cùng khả quan. Mặc dù vẫn có sự tích lũy PHA 

thấp (dao động 9 đến 15 %wt) khi nồng độ fructose duy trì thấp trong suốt pha 1, 

tuy nhiên sự sinh trưởng của tế bào đạt được rất cao với giá trị RCM tăng từ 2,6 

g/L lên 14 g/L thu được ở cuối pha nuôi cấy. Sự tăng mật độ tế bào một cách 

nhanh chóng cũng có thể theo dõi được thông qua việc xác định giá trị mật độ 

quang ở bước sóng 600 nm tại mỗi thời điểm lấy mẫu. Trong suốt 18 h nuôi cấy 

đầu tiên hầu như không thấy có sự tăng lên của hàm lượng PHA nội bào, chứng tỏ 

hoạt động sinh tổng hợp polymer của tế bào trong giai đoạn này hầu như không 

xảy ra. Lượng fructose được duy trì ở hàm lượng thấp chủ yếu được sử dụng để 

cấu trúc tế bào vi khuẩn. Kết quả thu được cho thấy mức độ mẫn cảm của chủng vi 

khuẩn Yangia sp. NĐ199 đối với nồng độ C trong môi trường nuôi cấy. Đây là 

một điểm khá đặc biệt của chủng vi khuẩn này so với một số loài khác. Trong pha 

1 của quá trình nuôi cấy bán liên tục, chủng vi khuẩn Pseudomonas putida BM01 

hầu như không tích lũy PHA kể cả trong điều kiện nồng độ glucose được duy trì 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 10 20 30 40 50

H
à

m
 l

ƣ
ợ

n
g

 P
H

A
 (

%
w

t)
 

C
D

W
, 
R

C
M

, 
F

ru
ct

o
se

 (
g
/L

) 

Thời gian (h) 

CDW RCM Fructose % PHA



 
  

          

   

 
 

95 

liên tục dao động từ 10 đến 20 g/L [97]. Kết quả tương tự đối với chủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. EL-2 cũng được Son và Cs (2000) công bố [173]. Ngược lại, 

nồng độ glucose thấp lại là điều kiện thích hợp cho chủng vi khuẩn Ralstonia 

eutropha NCIMB 11599 sinh trưởng và tích lũy polymer với nồng độ tế bào đạt 

154 g/L và hàm lượng P(3HB) đạt 62 %wt [164]. 

Mức độ nhạy cảm với nguồn C của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 thể hiện 

rõ ràng khi nồng độ fructose tăng dần trong pha thứ hai của quá trình nuôi cấy. Hoạt 

động sinh tổng hợp PHA xảy ra mạnh mẽ trong pha này với hàm lượng polymer nội 

bào tăng nhanh chóng từ 12 %wt lên tới 51 %wt, cùng với năng suất sản xuất và hiệu 

suất chuyển hóa cao đạt 0,85 g/L/h và 0,31 g PHA/g fructose, theo thứ tự, ở thời điểm 

33 h nuôi cấy. Bên cạnh đó giá trị RCM tăng gấp đôi từ 14 g/L lên 27,16 g/L cho thấy 

sự sinh trưởng của tế bào hầu như không ảnh hưởng trong pha này, đây là tiền đề giúp 

cải thiện quá trình tích lũy PHA ở giai đoạn sau của quá trình lên men (hình 3.13). 

Khi nồng độ fructose tăng lên 20 g/L, hiệu suất chuyển hóa trong suốt giai 

đoạn này ổn định ở mức 0,3 g/g cơ chất và năng suất sản xuất đạt 1 g/L/h. Hàm 

lượng PHA thu được tăng từ 53,8 %wt lên 67,5 %wt khi kết thúc quá trình lên men. 

Trong khi đó RCM gần như ổn định và có xu hướng suy giảm vào cuối quá trình lên 

men. Kết quả thu được của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 là khá cao so với một 

số vi khuẩn ưa mặn đã được công bố. Năng suất sản xuất P(3HB) tương đương 

nhưng CDW thấp hơn (44 g/L) và hàm lượng polymer cao hơn (81 %wt) thu được 

bởi Halomonas boliviensis LC1 trên nguồn glucose [150]. Sử dụng kỹ thuật nuôi 

cấy bán liên tục mở đối với chủng vi khuẩn Halomonas TD1 thu được CDW tương 

đương (80 g/L) với hàm lượng P(3HB) cao hơn (80 %wt) trên nguồn cơ chất 

glucose đã được Tan và Cs (2011) công bố [189]. Trong khi đó các nghiên cứu đối 

với chủng vi khuẩn Haloferax mediterranei trên các nguồn cơ chất khác nhau cho 

kết quả thấp hơn so với trong nghiên cứu này [40, 58, 79]. 

b) Lên men sử dụng xiro ngô (high fructose corn syrup-HFCS) 

Quá trình lên men bán liên tục sản xuất PHA từ chủng Yangia sp. NĐ199 sử 

dụng nguồn xiro ngô được tiến hành dựa trên chiến lược nuôi cấy đã được nghiên 

cứu ở trên. Trong giai đoạn đầu, CDW tăng từ 2,7 g/L lên 13,2 g/L cũng với sự tăng 
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của giá trị RCM (từ 2,4 g/L lên 11,6 g/L) trong khi hàm lượng PHA tích lũy được 

chỉ đạt 13,5 %wt sau 18 h nuôi cấy (hình 3.14-A và 3.14-B). Nồng độ đường thấp 

trong khi hàm lượng các nguồn dinh dưỡng khác trong môi trường cao đã thúc đẩy 

sự sinh trưởng của tế bào trong khi hạn chế quá trình sinh tổng hợp PHA. Kết quả 

thu được trong giai đoạn này là tương đương với nghiên cứu ở trên khi sử dụng 

fructose tinh khiết làm nguồn C. 

Động thái sinh trưởng và tích lũy PHA trong các giai đoạn sau của quá trình lên 

men về cơ bản diễn ra tương tự như ở thí nghiệm sử dụng fructose tinh khiết. Hàm 

lượng PHA thu được cuối giai đoạn hai đạt 46,3 %wt và cao nhất đạt 67 %wt ở thời 

điểm 51 h của quá trình nuôi cấy (hình 3.14-A). Mặc dù hiệu suất chuyển hóa cao hơn 

(đạt 0,38 g/g) cùng với mức độ tích lũy PHA đạt được là tương đương, tuy nhiên năng 

suất sản xuất (0,73 g/L/h) và CDW (55,8 g/L) thu được là thấp hơn nhiều khi so sánh 

với thí nghiệm trên nguồn C tinh khiết (hình 3.14-A và 3.14-C). 

 
 

Hình 3.14. Lên men sản xuất PHA bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 sử dụng 

nguồn xiro ngô không thanh trùng 
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Hình 3.14. Lên men sản xuất PHA bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 sử dụng 

nguồn xiro ngô không thanh trùng (tiếp) 
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Sản phẩm xiro ngô thương mại thường được dùng trong công nghiệp sản 

xuất thực phẩm, do đó luôn có một lượng nhỏ chất bảo quản được bổ sung nhằm 

duy trì và bảo quản sản phẩm. Đây có thể là một trong những yếu tố tác động không 

nhỏ đến hiệu quả sử dụng nguồn cơ chất này bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

trong quá trình lên men. Mặc dù vậy, như kết quả nghiên cứu ở trên thì sự có mặt 

của thành phần glucose trong xiro ngô giúp tạo ra sản phẩm polymer có giá trị hơn. 

Bên cạnh đó xiro ngô là nguồn cơ chất dễ kiếm, rẻ tiền, và có thể được sử dụng trực 

tiếp không qua thanh trùng bởi chủng vi khuẩn này, do đó có thể giúp giảm giá 

thành sản xuất PHA.  

c) Lên men sử dụng rỉ đường 

Rỉ đường là nguồn phụ phẩm của công nghiệp sản xuất đường. Bên cạnh 

hàm nguồn C dồi dào, nó còn chứa nhiều loại vitamin và các chất khoáng. Đặc biệt 

đây là nguồn dinh dưỡng dễ kiếm, rẻ tiền có tiềm năng trở thành nguồn nguyên liệu 

giúp giảm giá thành sản xuất PHA. Chúng tôi đã tiến hành thử nghiệm khả năng sản 

xuất PHA bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 trên nguồn cơ chất này bằng cách 

sử dụng phương pháp lên men bán liên tục hai giai đoạn như đã trình bày phần 

phương pháp.   

Như thể hiện ở hình 3.15, động thái lên men của chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 khi sử dụng rỉ đường làm nguồn cơ chất khá tương đồng so với các nguồn C 

đã sử dụng ở trên. CDW và hàm lượng PHA nội bào thu được cao nhất sau 54 h nuôi 

cấy đạt 54,8 g/L và 39,8 %wt, theo thứ tự (hình 3.15-A). Giá trị RCM (g/L) sau 54 h 

nuôi cấy đạt 33 g/L thu được khi sử dụng rỉ đường là tương đương so với khi sử dụng 

fructose tinh khiết (hình 3.15-B). Tuy nhiên mức độ tích lũy PHA thấp khiến cho 

hiệu quả lên men của chủng vi khuẩn này trên nguồn cơ chất rỉ đường là không cao 

với năng suất sản xuất polymer chỉ đạt 0,4 g/L/h. Kết quả tương tự thu được đối với 

chủng vi khuẩn Bacillus sp. JMa5 trên nguồn rỉ đường với CDW đạt 70 g/L những 

hàm lượng P(3HB) chỉ đạt 30 %wt [211]. Ngược lại, đối với chủng vi khuẩn tái tổ 

hợp E. coli lại có khả năng tích lũy P(3HB) rất cao (80 %wt) song CDW thu được 

(39,5 g/L) thấp hơn so với kết quả thu được trong nghiên cứu này [120].  
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Hình 3.15. Lên men sản xuất PHA bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 sử dụng 

nguồn rỉ đường 
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Hình 3.16. Lên men hai pha sản xuất PHA bởi chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

trên nguồn rỉ đường và glucose 
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Nguồn saccharose là thành phần C chính trong rỉ đường có thể là nguyên nhân 

chủ yếu ảnh hưởng đến hiệu quả sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn này. Bên 

cạnh đó, việc bổ sung liên tục rỉ đường vào môi trường cũng có thể khiến hàm lượng 

các chất ức chế trong môi trường tăng lên đã ảnh hưởng không nhỏ đến sinh trưởng 

và sinh tổng hợp PHA của tế bào vi khuẩn. Để hạn chế ảnh hưởng không mong muốn 

của các thành phần rỉ đường đối với sinh tổng hợp PHA của chủng vi khuẩn Yangia 

sp. NĐ199, kỹ thuật lên men hai pha có bổ sung dinh dưỡng đã được sử dụng kết hợp 

với sự thay đổi nguồn C được sử dụng cho quá trình sinh trưởng và sinh tổng hợp 

PHA ở mỗi pha. Ở pha nuôi cấy đầu tiên, dung dịch dinh dưỡng chứa nguồn C là rỉ 

đường được sử dụng nhằm tối ưu sự tăng sinh tế bào vi khuẩn. Sau 24 h nuôi cấy, 

toàn bộ sinh khối được lọc, rửa qua màng lọc khuẩn để loại bỏ các thành phần gây ức 

chế đối với sinh tổng hợp polymer có trong môi trường. Tiếp đó sinh khối được 

chuyển sang pha nuôi cấy thứ hai với môi trường hoàn toàn mới. Dung dịch dinh 

dưỡng dùng để bổ sung chứa glucose nồng độ cao (nguồn C đơn giản, dễ kiếm) và 

không chứa nguồn nitơ nhằm tăng khả năng tích lũy PHA bởi tế bào vi khuẩn.  

Kết quả được thể hiện trong hình 3.16 cho thấy sau 54 h lên men (thời điểm 

30 h ở pha 2), CDW đạt 50 g/L thấp hơn so với kết quả lên men bán liên tục (54,8 

g/L). Tuy nhiên, mức độ tích lũy PHA đã được cải thiện tăng đáng kể nhờ pha nuôi 

cấy thứ hai với hàm lượng polymer đạt 52,9 %wt và năng suất sản xuất đạt 0,48 

g/L/h (hình 3.16-A). Hàm lượng PHA vẫn có xu hướng tăng và đạt giá trị 54,3 %wt 

sau 57 h nuôi cấy (thời điểm 33 h ở pha 2), ngược lại giá trị RCM được duy trì ở 

mức ổn định (khoảng 20 đến 22 g/L) trong suốt thời gian tiến hành pha 2 (hình 

3.16-B). Kết quả thu được cho thấy quá trình lên men hai pha có bổ sung dinh 

dưỡng giúp cải thiện khả năng sản xuất PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

khi sử dụng rỉ đường làm nguồn cơ chất chủ yếu.  

Qua các kết quả nghiên cứu thu được chúng tôi nhận thấy chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199 có khả năng sinh trưởng trên nhiều nguồn C khác nhau và sinh 

tổng hợp PHA đa dạng bao gồm cả P(3HB) và copolymer của nó. Khả năng sinh 

trưởng trên nhiều nguồn C cho thấy khả năng thích ứng cao của chủng vi khuẩn này 



 
  

          

   

 
 

102 

trong những điều kiện môi trường khác nhau. Ngoài ra, khả năng sinh tổng hợp nhiều 

loại PHA trên các nguồn C khác nhau chứng tỏ mức độ trao đổi chất nội bào đa dạng 

của chủng vi khuẩn này. Khả năng sinh tổng hợp các loại copolymer mang các đặc 

tính hóa – lý ưu việt của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 là một lợi thế trong sản 

xuất PHA với nhiều ứng dụng khác nhau ở quy mô công nghiệp. Một số vi khuẩn ưa 

mặn được công bố gần đây cho thấy sản phẩm P(3HB) thu được khi nuôi cấy trên 

nguồn C thông thường như carbohydrate hoặc glycerol [92, 150, 152, 159, 189]. Phần 

lớn các vi khuẩn này có khả năng sinh tổng hợp copolymer khi được bổ sung những 

tiền chất phù hợp [83, 189]. Trong khi số khác lại được thông báo có khả năng sinh 

tổng hợp copolymer trên các nguồn C thông thường [104, 219].  

Chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 có thể được xếp vào nhóm các vi khuẩn 

có khả năng sinh tổng hợp PHA không phụ thuộc vào điều kiện mất cân bằng dinh 

dưỡng dựa trên những kết quả nghiên cứu thực nghiệm thu được. Chính vì thế, việc 

sử dụng chiến lược lên men hợp lý đã giúp khả năng sản xuất của chủng này được 

cải thiện đáng kể. Khả năng sản xuất của một chủng vi khuẩn được đánh giá trên 

nhiều phương diện khác nhau và tập trung vào một số giá trị cụ thể như CDW (g/L), 

hàm lượng PHA (%wt) và năng suất (g/L/h) thu được trong quá trình lên men. Với 

kỹ thuật lên men mẻ bổ sung dinh dưỡng với chiến lược duy trì hàm lượng C tăng 

dần theo từng giai đoạn một cách hợp lý, giá trị CDW của chủng vi khuẩn Yangia 

sp. NDD199 thu được cao hơn so với các chủng vi khuẩn Halomonas boliviensis 

LC1 với nguồn glucose [149] và tương đương với chủng vi khuẩn Halomonas TD1 

khi nuôi trên nguồn glucose [189]. Tuy nhiên hàm lượng PHA tích lũy và năng suất 

thu được của chủng vi khuẩn này thấp hơn so với hai chủng vi khuẩn trên (bảng 

3.11). Tương tự như chủng vi khuẩn Haloferax mediterranei [40, 79], hiệu quả sản 

xuất của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 cũng có sự thay đổi đáng kể khi sản 

xuất trên các nguồn C khác nhau (bảng 3.11).  
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Bảng 3.11. Khả năng sản xuất PHA của một số chủng vi khuẩn ưa mặn 

ST

T 

Vi khuẩn Kiểu lên 

men 

Nguồn 

C  

Loại 

PHA 

CDW 

(g/L) 

%PHA 

(%wt) 

Năng 

suất  

(g/L/h) 

Tham 

khảo 

1 

Halomonas 

boliviensis 

LC1 

Mẻ bổ 

sung dinh 

dưỡng 

Glucose P(3HB) 44 81 1,1 [149] 

2 
Halomona

s TD1 

Mẻ bổ 

sung dinh 

dưỡng 

Glucose P(3HB) 83 78 1,46 [189] 

3 

Haloferax 

mediterra

nei 

Mẻ bổ 

sung dinh 

dưỡng 

Tinh bột 

đùn 

P(3HB-

co-

3HV) 

39,4 50,8 - [40] 

4 

Haloferax 

mediterra

nei 

Mẻ bổ 

sung dinh 

dưỡng 

lặp lại 

Cám và 

tinh bột  

ngô đùn 

(1:8) 

- 140 55,6 - 

[79] 

Tinh bột 

ngô đùn 
- 62,6 38,7 - 

5 
Yangia sp. 

NĐ199 

Mẻ bổ 

sung dinh 

dưỡng 

Fructose P(3HB) 78 67,5 1 

Nghiên 

cứu 

này 

Xiro 

ngô 

P(3HB-

co-

3HV) 

55,8 67 0,73 

Rỉ 

đường 

P(3HB-

co-

3HV) 

54,8 39,8 0,4 

Hai pha 

bổ sung 

dinh 

dưỡng 

Rỉ 

đường 

(pha 1), 

glucose 

(pha 2) 

P(3HB-

co-

3HV) 

50 52,9 0,48 

 

3.3. Tách chiết và thu hồi PHA từ sinh khối lên men chủng vi khuẩn Yangia sp. 

NĐ199 

Trong số các phương pháp tách chiết và thu hồi hiện nay, chúng tôi lựa chọn 

phương pháp thủy phân các thành phần không phải polymer nhằm xây dựng quy 

trình thu hồi và tinh sạch PHA trực tiếp từ sinh khối lên men chủng vi khuẩn Yangia 

sp. NĐ199 nhằm đảm bảo các yếu tố: (1) đơn giản, (2) hiệu quả cao, (3) ít ảnh 

hưởng đến môi trường, (4) rẻ tiền. Dựa trên các nghiên cứu khảo sát chúng tôi cũng 
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lựa chọn NaOH như là tác nhân chính để tiến hành các nghiên cứu thu hồi và tinh 

sạch PHA trực tiếp từ sinh khối sau quá trình lên men của chủng vi khuẩn Yangia 

sp.NĐ199.  

3.3.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ và nồng độ NaOH đến hiệu quả tinh sạch 

Thí nghiệm được thực hiện nhằm xác định sự ảnh hưởng của điều kiện nhiệt độ 

cũng như nồng độ của tác nhân NaOH đến hiệu quả tinh sạch và chất lượng sản phẩm 

PHA thu được. Mô hình thí nghiệm được tiến hành như trình bày ở bảng 3.12. Sự thay 

đổi các thông số trong quá trình xử lý có ảnh hưởng đến độ tinh sạch và hiệu quả thu 

hồi polymer [215]. Tuy nhiên việc sử dụng nồng độ cao NaOH (0,2 M đến 0,5 M) để 

tách chiết PHA từ sinh khối vi khuẩn đôi khi không cho thấy sự khác biệt về độ sạch 

[134]. Ngoài ra, việc sử dụng nồng độ NaOH cao (0,5 M) trong tách chiết PHA từ tế 

bào có thể là nguyên nhân dẫn đến sự phá hủy polymer [77]. Vì những lý do trên, dải 

nồng độ NaOH thấp (0,05 M đến 0,2 M) được chúng tôi sử dụng nhằm thu hồi PHA 

trực tiếp từ sinh khối của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199.  

Bảng 3.12. Ảnh hưởng của nhiệt độ xử lý và nồng độ NaOH đến hiệu quả tinh sạch 

PHA từ sinh khối Yangia sp. NĐ199 

Nồng 

độ 

NaOH 

(M) 

30 
o
C 40 

o
C 50 

o
C 

Độ sạch
 

(%wt) 

Hiệu suất
 

(%) 

Độ sạch
 

(%wt) 

Hiệu suất
 

(%) 

Độ sạch
 

(%wt) 

Hiệu suất
 

(%) 

ĐC 70 ± 2,3 100 70 ± 2,3 100 70 ± 2,3 100 

0,05 69 ± 0,73 96,6 ± 0,9 69 ± 0,52 95,7 ± 0,9 70 ± 3,9 97,3 ± 1,2 

0,075 74 ± 1,5 96,2 ± 3,5 78 ± 0,45 100 ± 0,55 75 ± 1,87 96,7 ± 2,7 

0,1 76 ± 0,72 98,1 ± 1,2 79 ± 1,4 95,7 ± 2,8 79 ± 0,27 95,4 ± 0,9 

0,125 79 ± 0,45 98,2 ± 1,6 82 ± 1,35 98,0 ± 0,4 84 ± 1,85 98,3 ± 2,5 

0,15 79 ± 0,44 93,7 ± 2,2 84 ± 0,79 97,2 ± 1,9 82 ± 0,07 91,8 ± 0,4 

0,2 82 ± 1,12 94,2 ± 1,3 85 ± 0,4 95,2 ± 0,7 84 ± 0,26 91,9 ± 2,9 
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Bảng 3.13. Ảnh hưởng của nồng độ NaOH (ở 50 
o
C) đến một số thuộc tính của sản 

phẩm PHA thu được 

Điều kiện 

xử lý 

Mw 
(105 Da) 

Mn 
(105 Da) 

PDI 
(Mw/Mn) 

Thuộc tính nhiệt 

Tm (
o
C) Tg (

o
C) 

ĐC 18,6 4,79 3,9 173,21 3,59 

0,05 11,7 3,65 3,2 168,48 7,23 

0,075 10,2 4,48 2,3 174,54 6,56 

0,1 9,7 3,9 2,5 173,03 6,33 

0,125 9,1 3,62 2,5 173,29 6,19 

0,15 7,8 2,65 2,9 171,05 6,26 

0,2 6,5 1,73 3,7 168,05 4,28 

 

Kết quả trong bảng 3.12 cho thấy độ tinh sạch (%wt) của các mẫu xử lý tăng 

khi nồng độ NaOH tăng và đạt cực đại ở nồng độ 0,2 M NaOH. Độ tinh sạch cao 

nhất thu được là 85 ± 0,4 %wt ở điều kiện xử lý 40 
o
C và 0,2 M NaOH, song hiệu 

suất thu hồi polymer chỉ đạt 95,2 ± 0,7 %. Độ sạch của sản phẩm PHA tương đương 

(84 %wt) cũng thu được với các điều kiện xử lý với 0,125 M NaOH và 0,2 M 

NaOH ở 50 
o
C với hiệu suất thu hồi polymer lần lượt là 98,3% và 91,9%. Quá trình 

xử lý NaOH không chỉ hòa tan một số thành phần tế bào mà còn giúp tăng tính 

thấm của thành tế bào dẫn đến sự giải phóng các thành phần hòa tan khỏi tế bào 

được dễ dàng hơn [77]. 

Độ tinh sạch của PHA cũng có xu hướng xu hướng tăng nhẹ khi nhiệt độ xử 

lý tăng từ 30 
o
C lên 40 

o
C, tuy nhiên sự thay đổi thể hiện không rõ ràng khi tăng 

nhiệt độ từ 40 
o
C lên 50 

o
C (bảng 3.12). Ngược lại với độ sạch, hiệu suất thu hồi có 

xu hướng giảm khi tăng nhiệt độ và nồng độ NaOH, hiệu suất thu hồi giảm xuống 

chỉ còn 91 % ở điều kiện xử lý 50 
o
C và 0,2 M NaOH. Hiệu suất thu hồi PHA giảm 

khi tăng nồng độ NaOH hoặc/và nhiệt độ xử lý cũng đã được thông báo trong nhiều 

nghiên cứu trước đây [21, 44, 215]. 
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Mẫu PHA thu được khi xử lý sinh khối với các nồng độ NaOH ở 50 
o
C được 

chúng tôi tiến hành kiểm tra một số chỉ tiêu hóa-lý. Kết quả trình bày ở bảng 3.13 cho 

thấy có sự suy giảm nhẹ về giá trị Mw của các mẫu PHA thí nghiệm, trong khi giá trị 

độ phân tán PDI lại có xu hướng giảm đi. Kết quả thay đổi này phù hợp với sự thay 

đổi của hiệu suất thu hồi khi nồng độ NaOH dược sử dụng tăng lên. Đây có lẽ là hậu 

quả do tác động bào mòn của NaOH đối với hạt PHA trong quá trình xử lý. Sự suy 

giảm Mw của PHA từ 4,8 kDa xuống 2,6 kDa cũng xảy ra khi nồng độ NaOH được sử 

dụng tăng từ 0,1 M lên 0,3 M trong nghiên cứu của Anis và Cs (2012) đối với chủng 

C. necator tái tổ hợp [21]. Bên cạnh đó các giá trị thuộc tính nhiệt (Tm và Tg) của mẫu 

PHA thí nghiệm trong nghiên cứu này đều không thể hiện sự khác biệt so với mẫu 

PHA tách chiết từ sinh khối ban đầu (bảng 3.13). Điều đó chứng tỏ chất lượng của 

PHA thu hồi từ sinh khối chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 nhờ xử lý NaOH là 

không có sự thay đổi đáng kể. Độ sạch (%wt) và hiệu suất thu hồi (%) là hai tiêu chí 

quan trọng trong quy trình thu nhận PHA từ sinh khối vi khuẩn. Bên cạnh đó nồng độ 

tác nhân xử lý cũng là một yếu tố quan trọng nhằm hạn chế lượng hóa chất thừa thải 

ra môi trường cũng như đảm bảo chất lượng của sản phẩm PHA. Vì các lý do trên 

chúng tôi quyết định lựa chọn điều kiện xử lý ở 50
 o

C với tác nhân xử lý 0,125 M 

NaOH để tiến hành các nghiên cứu xử lý tiếp theo. 

3.3.2. Ảnh hưởng của thời gian xử lý đến hiệu quả tinh sạch 

Ảnh hưởng của thời gian xử lý đến độ tinh sạch, hiệu quả thu hồi và chất 

lượng của PHA được thể hiện ở bảng 3.14. Độ tinh sạch của mẫu PHA tăng dần từ 

72,2 %wt lên 91,9 %wt khi thời gian xử lý mẫu tăng từ 0 đến 5 h, trong khi đó hiệu 

suất thu hồi của các thời gian xử lý không có sự sai khác rõ rệt. Tiến hành thí 

nghiệm song song với xử lý chỉ bằng nước chúng tôi thấy rằng độ tinh sạch cũng 

như hiệu quả thu hồi theo thời gian của mẫu đối chứng là hầu như không có sự sai 

khác. Bên cạnh đó, phân tích DSC và GPC các mẫu PHA thu hồi được nhờ xử lý 

NaOH cũng cho thấy sự đồng đều ở các chỉ tiêu và không có sự sai khác nhiều so 

với mẫu ban đầu (bảng 3.14).  
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Bảng 3.14. Ảnh hưởng của thời gian xử lý tới hiệu quả tinh sạch PHA từ sinh khối 

vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

Thời 

gian 

(phút) 

Độ sạch
 

(%wt) 

Hiệu suất
 

(%) 

Mw 

(106 Da) 

Mn 

(105 Da) 

PDI 

(Mw/Mn) 

Thuộc tính nhiệt 

Tm 

(oC) 

Tg 

(oC) 

0 72,2 ± 1,96 100 1,86 4,79 3,9 173,21 3,59 

30 76,3 ± 0,1 96,7 ± 2,66 1,14 3,02 3,8 171,11 5,42 

60 81,2 ± 0,48 96,2 ± 3,14 0,95 4,4 2,15 170,03 5,18 

90 84,6 ± 0,5 97,6 ± 3,0 0,92 3,87 2,4 172,14 4,36 

120 87,6 ± 1,1 98,8 ± 2,12 0,86 3,7 2,3 172,51 5,34 

180 87,5 ± 0,21 98,3 ± 1,4 0,84 3,85 2,18 172,44 6,46 

240 90,7 ± 0,01 98,2 ± 1,53 0,72 3,23 2,23 167,24 6,73 

300 91,9 ± 0,22 97,7 ± 2,76 0,68 3,07 2,21 169,15 8,62 

 

Sự ổn định của các thuộc tính hóa-lý chứng tỏ việc xử lý kiềm nhẹ (0,125 M) 

sinh khối thu được sau lên men của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 trong thời gian 

dài giúp tăng độ sạch của mẫu PHA nhưng vẫn đảm bảo hiệu quả thu hồi và chất 

lượng của polymer. So sánh với các kết quả công bố của Anis và Cs (2012) trên đối 

tượng Cupriavidus necator [21] hay công bố của Yang và Cs (2011) trên đối tượng 

Ralstonia eutropha H16 [215] chúng tôi thấy rằng việc sử dụng NaOH để tách chiết 

và thu hồi PHA từ sinh khối chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 có hiệu quả cao. 

3.3.3. Ảnh hưởng của hàm lượng sinh khối đến hiệu quả tinh sạch 

Ở thí nghiệm tiếp theo chúng tôi tiến hành xử lý sinh khối tế bào vi khuẩn 

(hàm lượng khác nhau) với 0,125 M NaOH ở 50 
o
C trong 5 h. Kết quả trong bảng 

3.15 cho thấy, độ tinh sạch thu được dao động từ 89,3 %wt đến 90,6 %wt với mức 

độ thu hồi đạt xấp xỉ 97% khi hàm lượng sinh khối trong dịch xử lý từ 50 g/L đến 

90 g/L. Các báo cáo của Choi và Cs (1999) [44], Anis và Cs (2012) [21] lại cho 

thấy khi hàm lượng sinh khối được xử lý vượt quá 30 g/L khiến cho mức độ tinh 

sạch giảm dần trong khi hiệu suất thu hồi tăng trên các đối tượng E. coli tái tổ hợp 
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và Cupriavidus necator tái tổ hợp. Độ nhớt tăng trong quá trình xử lý với NaOH 

gây khó khăn trong quá trình li tâm và thu hồi sản phẩm [78]. Đồng thời hàm lượng 

NaOH dư thừa trong mẫu xử lý cũng có thể là nguyên nhân dẫn đến sự giảm hiệu 

suất thu hồi sản phẩm [21]. Tuy nhiên trong nghiên cứu này chúng tôi nhận thấy 

việc xử lý dịch huyền phù tế bào với hàm lượng sinh khối tăng dần hầu như không 

gây ra sự sai khác đối với độ tinh sạch và hiệu suất thu hồi với các giá trị tương ứng 

khoảng 90 %wt và trên 96 %, theo thứ tự (bảng 3.15, hình 3.17). 

Bảng 3.15. Ảnh hưởng của hàm lượng sinh khối đến hiệu quả tinh sạch PHA từ sinh 

khối vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 

CDW ban đầu 

(g/L) 

Độ sạch 

(%wt) 

Hiệu suất 

(%) 

50 89,3 ± 1,0 97,2 ± 1,5 

70 90,6 ± 2,8 96,6 ± 1,3 

90 89,8 ± 0,6 97,1 ± 1,05 

(Ghi chú: Hàm lượng PHA trong tất cả các m u thí nghiệm ban đầu là 71,15 ± 1,5 %wt) 

 

 

Hình 3.17. Ảnh chụp kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM) các hạt PHA từ sinh khối 

Yangia sp. NĐ199 sau khi xử lý NaOH 
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Kết quả thu được là vô cùng có ý nghĩa đối với quy mô sản xuất lớn bởi việc 

giảm chi phí về hóa chất, thiết bị cũng như giảm thiểu lượng hóa chất thải ra môi 

trường. Đặc biệt, mức độ ý nghĩa của các kết quả trên càng được nâng cao bởi các 

thí nghiệm của chúng tôi đều được tiến hành trực tiếp trên nguồn sinh khối tế bào 

tươi (sinh khối chưa qua làm khô) chưa qua bất kỳ quá trình tiền xử lý nào. 

3.4. Thử nghiệm tạo vật liệu PHA trong điều kiện phòng thí nghiệm 

Dựa trên các kết quả nghiên cứu ở trên, quá trình sản xuất vật liệu PHA đã 

được chúng tôi xây dựng và vận hành thử nghiệm ở quy mô phòng thí nghiệm theo 

mô hình tóm tắt ở hình 3.18. Diễn giải chi tiết quá trình như sau: 

3.4.1. Nhân giống 

- Giống vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 lưu trữ trong các ống đông khô hoặc 

trong glycerol được sử dụng cho sản xuất.  

- Chủng giống được hoạt hóa trên môi trường nhân giống HM trong vòng 24 

h. Lựa chọn khuẩn lạc mọc tốt, kiểm tra hình thái bằng nhuộm Gram trước khi cấy 

chuyển sang môi trường nhân giống cấp 1.  

- Giống cấp 1 được nuôi cấy trong thời gian 13 h đến 15 h để đạt được giá trị 

mật độ quang tương đương 7±0,5 ở bước sóng 600 nm. 

3.4.2. Lên men 

- Môi trường lên men sản xuất sử dụng môi trường với thành phần như trình 

bày ở mục  (phần Vật liệu – Phương pháp).  

- Lượng giống được sử dụng: chiếm 10 % (v/v) so với thể tích lên men.  

- Thể tích lên men 3 L. Tốc độ khuấy đảo ban đầu được cài đặt ở mức 100 

rpm với mức sục khí là 0,5 L/L môi trường. 

- Sử dụng kỹ thuật lên men bán liên tục hai gian đoạn như sau:  

+ Giai đoạn tăng sinh khối tế bào: (từ 3 h đến 18 h nuôi cấy) Dung dịch dinh 

dưỡng đậm đặc giàu nitơ được sử dụng để bổ sung vào môi trường nuôi cấy với tốc 

độ ban đầu 10 ml/h và tăng dần lên các mức 20 ml/h, 30 ml/h, 40 ml/h, 50 ml/h sau 

mỗi 3 h nuôi cấy. Hàm lượng fructose được duy trì ở mức 2 g/L đến 3 g/L bằng 

cách bổ sung dung dịch fructose đậm đặc sau khi xác định được nồng độ fructose 
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thực tế trong môi trường mỗi 1,5 h nuôi cấy. Tốc độ khuấy đảo được tăng dần cho 

đến mức tối đa đạt 600 rpm với mức độ sục khí đạt 1 L/L môi trường. 

+ Giai đoạn tích lũy PHA: (từ 18 h đến 33 h) Dung dịch dinh dưỡng khoáng 

không chứa nitơ được duy trì bổ sung với tốc độ 10 ml/phút cho đến cuối quá trình 

lên men. Hàm lượng fructose trong môi trường được tăng dần từ 3 g/L lên 15 g/L 

sau mỗi 3 h nuôi cấy. Tốc độ sục khí và khuấy đảo được duy trì ổn định ở mức 3 

L/phút và tốc độ khuấy 600 rpm, theo thứ tự. Sau 33 h, hàm lượng đường trong môi 

trường nuôi cấy được duy trì ở mức 20 g/L cho đến khi kết thúc lên men. 

3.4.3. Thu hồi sinh khối  – Tách chiết PHA 

Quá trình thu hồi và tinh sạch được tiến hành theo các bước sau: 

- Thu hồi và làm sạch sinh khối tế bào: Dịch lên men được tiến hành lọc qua 

hệ thống lọc tiếp tuyến với màng lọc cỡ 0,2 µm (GE Healthcare, Mỹ) và rửa bằng 

nước nhằm loại bỏ các thành phần dinh dưỡng còn sót lại trong môi trường lên men. 

- Sinh khối tế bào sau đó được xử lý với NaOH với nồng độ cuối cùng đạt 0,125 

N và được chạy tuần hoàn nhờ hệ thống lọc tiếp tuyến trong thời gian 3 h với tốc độ 

tuần hoàn 100 L/h. 

- Sinh khối sau xử lý NaOH được tiến hành rửa bằng nước trên hệ thống lọc 

tiếp tuyến nhằm loại bỏ hết các thành phần xác tế bào bị hòa tan và lượng NaOH 

còn tồn dư. Cô đặc dịch thu được đến thể tích cuối 2 lít và thu hồi. 

3.4.4. Thu hồi PHA 

Sản phẩm PHA có trong dịch xử lý cuối được thu hồi nhờ hai phương pháp: 

- Làm khô bằng nhiệt nóng: Gia nhiệt ở 80 
o
C cho đến khi sản phẩm khô 

hoàn toàn. Sản phẩm thu được có dạng bánh màu trắng trong. Khi nghiền mịn có 

màu trắng sáng. 

- Đông khô: Tiến hành làm khô trên máy sấy thăng hoa thu được sản phẩm 

PHA dạng bột có màu trắng sáng (phụ lục 10). 
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3.4.5. Tạo vật liệu PHA 

Mẫu nguyên liệu PHA được đưa qua thiết bị đùn nhiệt với nhiệt độ 180 
o
C 

để tạo hạt vật liệu có bản chất PHA. Sản phẩm thu được có màu trắng trong, 

cứng (phụ lục 10). 

 

Hình 3.18. Sơ đồ quy trình sản xuất PHA quy mô phòng thí nghiệm 
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3.5. Đánh giá khả năng phân hủy sinh học của vật liệu PHA từ Yangia sp. 

NĐ199 trong điều kiện chôn lấp 

Khả năng phân hủy sinh học của vật liệu PHA thu được từ chủng vi khuẩn 

Yangia sp. NĐ199 trong điều kiện tự nhiên đã được chúng tôi khảo sát ở một số địa 

điểm thuộc đất rừng (Penang, Malaysia) (phụ lục 11) ở điều kiện nhiệt độ trung 

bình 30 
o
C với độ ẩm đất dao động ở mức 80 % trong thời gian thí nghiệm.  

Như thể hiện ở hình 3.19 và 3.20, sau 4 tuần chôn ủ tất cả các mẫu màng 

PHA thí nghiệm đều thể hiện sự giảm khối lượng so với thời điểm ban đầu. Sự giảm 

khối lượng có xu hướng tăng đều trong thời điểm 3 tuần thu mẫu đầu tiên và đa số 

các mẫu thể hiện mức độ giảm khối lượng mạnh mẽ ở tuần thứ tư của giai đoạn thí 

nghiệm. Kết quả thu được cũng cho thấy rằng ở cùng điều kiện sinh thái (cùng vị trí 

thí nghiệm) các mẫu được chôn ủ (ở cả hai loại mẫu NT và T) đều có mức độ giảm 

khối lượng tốt hơn so với các mẫu đặt trên mặt đất.  

 

Hình 3.19.  ộ giảm khối lượng của các m u PHA thu hồi nhờ CHCl3 theo thời gian 

khác nhau (tuần) 
 (A)-M u NT1 bề mặt, (B)-M u NT1 chôn, (C)-M u NT2 bề mặt, (D) m u NT2 chôn 
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Hình 3.20.  ộ giảm khối lượng của các m u PHA thu hồi nhờ NaOH theo thời gian 

khác nhau (tuần) 
 (A)-M u T1 bề mặt, (B)-M u T1 chôn, (C)-M u T2 bề mặt, (D) m u T2 chôn 

Kết quả tương tự cũng được Sridewi và Cs (2006) thông báo khi khảo sát 

khả năng phân hủy sinh học của các mẫu PHA trong điều kiện rừng ngập mặn nhiệt 

đới [178]. Khả năng tiếp xúc với vi sinh vật cao hơn khi được chôn lấp so với các 

mẫu màng đặt trên bề mặt đất là một lí do. Bên cạnh đó, vi sinh vật ở các lớp đất 

với độ sâu từ 2 cm đến 10 cm thường có mật độ cao và đa dạng hơn so với trên bề 

mặt (do chịu ảnh hưởng của các tia tử ngoại và sự thay đổi một cách liên tục của khí 

hậu) cũng là một yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến quá trình phân hủy sinh học.  

Chúng tôi thấy rằng không có sự sai khác về tốc độ phân hủy sinh học khi độ 

dầy của màng PHA thay đổi. Tuy nhiên tốc độ phân hủy của các mẫu PHA thu được 

thông qua xử lý sinh khối bằng NaOH thấp hơn so với các mẫu PHA thu hồi bằng 

chloroform. Độ giảm khối lượng của các mẫu PHA thu được nhờ chloroform dao 

động từ 20 % đến 25 %, trong khi đối với các mẫu PHA thu hồi nhờ NaOH chỉ đạt 

trong khoảng 14 % đến 18 %.  
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Bảng 3.16. Sự giảm Mw sau 4 tuần thí nghiệm của các m u polymer 

Kí hiệu 

mẫu 

Mw 
(106 Da) 

Mn 
(105 Da) 

PDI 
(Mw/Mn) 

Kí hiệu 

mẫu 

Mw 
(106 Da) 

Mn 
(105 Da) 

PDI 
(Mw/Mn) 

Ban đầu 1,36 3,75 3,47 Ban đầu 0,56 2,88 1,96 

L1-NT1-S 0,86 3,73 2,29 L1-T1-S 0,49 2,73 1,81 

L1-NT1-B 0,81 3,68 2,2 L1-T1-B 0,47 2,71 1,74 

L1-NT1-S 0,74 3,54 2,1 L1-T2-S 0,46 2,81 1,65 

L1-NT1-B 0,72 3,48 2,08 L1-T2-B 0,41 2,42 1,7 

L2-NT1-S 0,83 3,52 2,36 L2-T1-S 0,48 2,87 1,67 

L2-NT1-B 0,81 3,45 2,35 L2-T1-B 0,45 2,75 1,64 

L2-NT2-S 0,85 3,62 2,35 L2-T2-S 0,46 2,54 1,81 

L2-NT2-B 0,76 3,56 2,13 L2-T2-B 0,42 2,48 1,69 

L3-NT1-S 0,85 3,5 2,45 L3-T1-S 0,44 2,62 1,68 

L3-NT1-B 0,82 3,72 2,2 L3-T1-B 0,46 2,75 1,69 

L3-NT2-S 0,71 3,33 2,13 L3-T2-S 0,42 2,58 1,61 

L3-NT2-B 0,82 3,62 2,27 L3-T2-B 0,42 2,6 1,62 

Cấu trúc hóa học của các sợi polymer có trong mẫu có thể là yếu tố cơ bản 

ảnh hưởng khả năng tác động của vi sinh vật đến PHA. Trong quá trình tách chiết 

và thu hồi, NaOH có lẽ đã tác động đến các vùng vô định hình của phân tử PHA 

khiến cho số lượng các vùng này giảm đi đáng kể trong sản phẩm thu được. Chính 

điều này đã dẫn đến sự suy giảm giá trị Mw như đã trình bày ở trên. Trong khi bản 

chất sợi polymer gần như được bảo toàn khi sử dụng chloroform để tách chiết và 

thu hồi. Vùng vô định hình cũng là vùng dễ bị tác động nhất bởi các enzyme của vi 

sinh vật trong điều kiện tự nhiên.  

Kết quả phân tích sắc kí gel thẩm thấu (GPC) cũng củng cố quan điểm này 

của chúng tôi. Như kết quả được trình bày trong bảng 3.16, các mẫu PHA thu hồi 

bằng dung môi chloroform có sự giảm Mwvà mức độ phân tán của polymer một 

cách rõ rệt so với mẫu ban đầu, trong khi sự thay đổi này ở các mẫu PHA còn lại 
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hầu như không có sự sai khác đáng kể. Ngoài ra, khi phân tích mẫu màng phim 

PHA trên kính hiển vi quang học và kính hiển vi điện tử quét (SEM) cho thấy có sự 

khác biệt lớn về màu sắc cũng như cấu trúc bề mặt giữa các mẫu thí nghiệm so với 

mẫu đối chứng. Các mẫu thí nghiệm chôn ủ sau một thời gian sẽ chuyển sang màu 

vàng xám, cùng với đó là sự xuất hiện của các điểm thủng lỗ chỗ trên bề mặt màng 

(hình 3.21 và 3.22). Sự khác biệt càng được thể hiện rõ khi quan sát dưới kính hiển 

vi điện tử quét (SEM). Bề mặt màng PHA không chôn ủ (mẫu đối chứng) có cấu 

trúc sợi đồng đều, trong khi có sự phá hủy mạnh mẽ cấu trúc bề mặt ở các mẫu thí 

nghiệm. Đồng thời có sự xuất hiện của các tế bào vi khuẩn và nấm mốc tại các vị trí 

phân hủy mạnh (hình 3.23 và 3.24). 

 

 

Hình 3.21. Diễn biến quá trình phân hủy sinh học của m u L3-NT1-B 

 (m u PHA thu hồi nhờ chloroform khi chôn lấp ở vị trí thí nghiệm số 3) 

 

Hình 3.22. Diễn biến quá trình phân hủy sinh học của m u L3-T1-B 

 (m u PHA thu hồi nhờ NaOH khi chôn lấp ở vị trí thí nghiệm số 3) 
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Hình 3.23. Cấu trúc bề mặt màng PHA thu hồi nhờ chloroform dưới kính hiển vi 

điện tử quét (SEM) 
(A1, A2) – M u đối chứng NT1; (B1, B2) – M u L3-NT1-B 

 

 

Hình 3.24. Cấu trúc bề mặt màng PHA thu hồi nhờ NaOH dưới kính hiển vi điện tử 

quét (SEM) 
 (C1, C2) –M u đối chứng T1; (D1, D2) – M u L3-T1-B  

A1 A2 

B1 B2 

C C

D D
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

1. KẾT LUẬN 

1.1.  Từ các mẫu đất thu thập được chúng tôi đã phân lập được 869 chủng vi 

khuẩn và xác định được 50 chủng có khả năng sinh tổng hợp PHA. Trong số đó 8  

chủng vi khuẩn phân lập được từ đất RNM đã được lựa chọn nghiên cứu về các đặc 

điểm hình thái, sinh lý – hóa sinh, và giải trình tự đoạn gen 16S rDNA. Các chủng 

này được xếp vào hai chi Bacillus (3 chủng NĐ97, NĐ153, và QN194) và Yangia 

(5 chủng bao gồm NĐ199, NĐ218, NĐ240, QN187, và QN271. Trình tự đoạn gen 

16S rDNA  của 8 chủng này đã được báo cáo trên GenBank với các mã số từ 

JQ691602 đến JQ691609. 

1.2. Chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 có khả năng sinh trưởng và sinh tổng 

hợp PHA đa dạng trên nhiều nguồn C và tiền chất C khác nhau. Trong đó, fructose 

và cao nấm men là nguồn C và N phù hợp nhất cho sinh trưởng và sinh tổng hợp 

PHA của chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199. Chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 có 

khả năng sinh tổng hợp PHA đồng thời với quá trình sinh trưởng mà không yêu cầu 

điều kiện mất cân bằng dinh dưỡng. Sử dụng kỹ thuật lên men mẻ có bổ sung dinh 

dưỡng với các chiến lược duy trì nồng độ C khác nhau đã giúp cải thiện khả năng 

sản xuất PHA từ chủng này. Khi lên men với chiến lược chiến lược tăng dần nồng 

độ fructose trong môi trường từ 3 g/L đến 20 g/L theo từng giai đoạn nuôi cấy, sau 

54 h nuôi cấy chúng tôi thu được kết quả tốt nhất: CDW đạt 78 g/L, hàm lượng 

PHA đạt 67,5 %wt và năng suất đạt 1 g/L/h.  

1.3.  Đã xác định được điều kiện tách chiết và thu hồi PHA trực tiếp từ sinh 

khối chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199. Sử dụng 0,125 M NaOH ở 50 
o
C trong 300 

phút, độ sạch của sản phẩm PHA đạt 92 %wt với hiệu suất thu hồi đạt trên 96 %. 

Các thuộc tính hóa – lý của sản phẩm PHA thu được hầu như không sai khác nhiều 

so với sản phẩm tách chiết – thu hồi nhờ phương pháp sử dụng chloroform. 
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1.4.  Sản phẩm PHA thu được từ chủng vi khuẩn Yangia sp. NĐ199 thể hiện 

khả năng phân hủy sinh học tốt trong điều kiện chôn ủ (30 
o
C với độ ẩm >80 %). 

Mức độ giảm khối lượng của các mẫu màng PHA dao động trong khoảng 14 % đến 

25 % sau 4 tuần thí nghiệm. 

2. KIẾN NGHỊ 

Những kết quả thu được trong quá trình nghiên cứu cho thấy phần nào mức 

độ phong phú và tiềm năng của vi khuẩn có khả năng sinh tổng hợp PHA có trong 

hệ sinh thái đất ở Việt Nam. Đặc biệt, những kết quả nghiên cứu thu được về khả 

năng sản xuất, thu hồi sản phẩm PHA, và chất lượng sản phẩm PHA từ chủng vi 

khuẩn Yangia sp. NĐ199 cho thấy tiềm năng phát triển rất lớn của vật liệu này ở 

Việt Nam. Tuy nhiên để có thể phát triển loại vật liệu này thành sản phẩm thương 

mại trong tương lai thì vẫn còn những vấn đề cần được giải quyết sau đây: 

2.1.  Cần tiếp tục có những nghiên cứu thử nghiệm và hoàn thiện quy trình 

sản xuất ở quy mô công nghiệp. 

2.2.  Cần có những nghiên cứu thử nghiệm ứng dụng và đánh giá loại vật liệu 

này trong các lĩnh vực khác nhau, đặc biệt là lĩnh vực y tế. 
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