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TÓM TẮT 

Để có cơ sở sản xuất các chế phẩm đạm sinh học nhằm phát triển và nâng cao hiệu 

quả trồng rau an toàn, chúng tôi tiến hành nghiên cứu vi khuẩn cố định nitrogen 

trong đất trồng rau. Kết quả nghiên cứu cho thấy: số lượng vi khuẩn cố định N 

trong các mẫu đất trồng rau ở vùng ven thành phố Quảng Ngãi đạt 13,86 x 105 - 

33,73 x 105 CFU/g đất khô. Đã phân lập được 57 chủng vi khuẩn cố định N, qua 

sàng lọc chọn được hai chủng D1 và D19 có khả năng cố định N mạnh. Kết quả 

giải trình tự gen chủng D1 và D19 tương đồng lần lượt 99,73% và 99,68% với loài 

vi khuẩn Ensifer adhaerens. Trong môi trường Ashby dịch thể đã xác định được thời 

gian nuôi cấy tối ưu của 2 chủng D1 và D19 lần lượt là 4 ngày và 3 ngày; nguồn 

carbon nuôi cấy tối cho chủng D1 là lactose, chủng D19 là sucrose. 

Từ khóa: nguồn carbon, phân lập, tuyển chọn, vi khuẩn cố định nitrogen. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Ở thành phố Quảng Ngãi có nhiều vùng đất phù sa phù hợp với canh tác rau 

màu cung cấp cho nhu cầu tiêu thụ ở thành phố và vùng lân cận. Tuy nhiên, hầu hết 

người dân trồng rau ở đây chủ yếu theo kinh nghiệm, chưa chú ý nhiều đến áp dụng 

kỹ thuật và các biện pháp an toàn sinh học. Mặc dù sản lượng rau có xu hướng tăng, 

đa dạng về chủng loại, nhưng giá trị kinh tế chưa cao, chất lượng rau còn hạn chế do 

việc sử dụng quá nhiều thuốc bảo vệ thực vật và phân bón hóa học. Để hạn chế đến 

mức thấp nhất việc sử dụng phân hóa học, chất bảo vệ thực vật, chất kích thích,... nhằm 

giảm tối đa lượng độc chất tồn đọng trong rau như nitrate, thuốc trừ sâu, kim loại nặng 

và vi sinh vật gây bệnh thì có nhiều biện pháp canh tác có thể được áp dụng hiệu quả 

trong đó phân bón sinh học là một trong những giải pháp đang được chú ý nhiều.  
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Vi sinh vật đất với nhiều đặc tính có lợi khi phát huy tốt trong môi trường đất 

sẽ tạo điều kiện và hỗ trợ cho cây trồng sinh trưởng phát triển tốt trong đó có thể kể 

đến là nhóm vi sinh vật cố định nitrogen (N). Do đó, việc phân lập, tuyển chọn được 

các chủng vi khuẩn (VK) có hoạt tính cố định N mạnh từ trong đất trồng sẽ có những 

đánh giá ban đầu, làm cơ sở cho các nghiên cứu ứng dụng tạo ra các chế phẩm vi sinh 

vật cố định N để đưa trở lại đất hạn chế sử dụng phân đạm hóa học, góp phần cải 

thiện chất lượng rau nhằm hướng đến nền nông nghiệp “an toàn và bền vững”. 

 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

 Các chủng VK có khả năng cố định N được phân lập từ đất trồng của một số loại 

rau như Cải, Tần ô, Húng quế, Xà lách,... trên địa bàn ở vùng ven thành phố Quảng 

Ngãi. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

 - Địa điểm thu mẫu: mẫu đất được lấy tầng đất mặt, theo TCVN 7538 -2:2005- chất 

lượng đất độ sâu 10 – 20 cm ở các vùng trồng rau ven thành phố Quảng Ngãi, bảo quản 

và đem về phòng thí nghiệm để phân tích. 

- Phương pháp phân lập và đếm số lượng tế bào: sử dụng phương pháp Koch 

để phân lập vi khuẩn cố định N trên môi trường Ashby không đạm. Đếm số lượng tế 

bào vi khuẩn bằng phương pháp đếm gián tiếp thông qua số lượng khuẩn lạc mọc trên 

môi trường thạch đĩa [2]. 

- Sàng lọc vi khuẩn có khả năng cố định N: nuôi cấy trực tiếp vi khuẩn trên môi 

trường Ashby thạch đĩa ở nhiệt độ 300C trong khoảng 4 - 7 ngày, sau đó xác định sinh 

trưởng phát triển của khuẩn lạc trên đĩa thạch [2]. 

- Tuyển chọn chủng vi khuẩn cố định N: nuôi cấy chủng vi khuẩn trong 50 mL 

môi trường dịch thể Ashby ở điều kiện lắc 120 vòng/phút, nhiệt độ 300C. Sau 4 ngày, 

thu dịch nuôi cấy, xác định N-NH4+ tích luỹ bằng phương pháp so màu với thuốc thử 

Nessler [1]. Phần cặn được sấy khô để xác định sinh khối vi khuẩn [2]. 

- Xác định một số đặc điểm hình thái, sinh hóa và định danh chủng vi khuẩn: 

quan sát khuẩn lạc vi khuẩn trên môi trường Ashby thạch đĩa. Quan sát hình thái tế bào 

bằng phương pháp nhuộm Gram [2]. Phân loại chủng vi khuẩn bằng giải trình tự đoạn 

nucleotide 16S rRNA và tra cứu trên Gen Bank để định danh loài vi khuẩn [7,8]. 

- Xác định ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy: Các chủng vi khuẩn được 

nuôi cấy trong môi trường Ashby dịch thể với các điều kiện thời gian, nguồn carbon 

khác nhau. Sau khi nuôi cấy, ly tâm tách riêng phần dịch lọc và sinh khối. Xác định 
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hàm lượng N-NH4+ bằng phương pháp so màu với thuốc thử Nessler [1] và xác định 

sinh khối khô bằng phương pháp cân sau khi đã sấy khô tuyệt đối mẫu [2]. 

- Xử lý số liệu: thí nghiệm được lặp lại ba lần, số liệu được tính giá trị trung 

bình và phân tích ANOVA (Duncans’test p<0,05) bằng chương trình SPSS 20.0. 

 

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Phân lập và xác định số lượng vi khuẩn cố định N 

 Tiến hành phân lập các chủng vi khuẩn có khả năng cố định N trên môi trường 

Ashby thạch đĩa từ 10 mẫu đất trồng rau. Kết quả được trình bày ở bảng 1. 

Bảng 1. Số lượng vi khuẩn cố định N trong các mẫu đất trồng rau 

ở vùng ven thành phố Quảng Ngãi 

STT Mẫu Địa điểm 
Ngày thu 

mẫu 

Số chủng phân 

lập 

CFU/g 

(x 105) 

1 Xà lách mỡ  

Tịnh Long 15/8/2022 

7 28,80 

2 Húng quế 3 24,26 

3 Rau dền 5 23,13 

4 Hành lá 6 33,73 

5 Cải xanh  7 28,33 

6 Rau diếp cá 5 31,33 

7 Ngò 

Nghĩa Dũng 01/10/2022 

4 13,86 

8 Hành lá 5 26,93 

9 Cải trắng 8 26,06 

10 Xà lách xoăn 7 14,70 

Ghi chú CFU: Colony Forming Unit (đơn vị hình thành khuẩn lạc) 

Từ 10 mẫu đất trồng rau đã phân lập được 57 chủng VK có khả năng cố định N. 

Số lượng VK cố định N trong các mẫu đất dao động trong khoảng 13,86 x 105 - 33,73 x 

105 CFU/g đất khô. Số lượng VK cố định N trong nghiên cứu này thấp hơn so với 

nghiên cứu của Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự (2017) với số lượng VK cố định N 

trong đất chuyên canh rau tại phường Hương Hồ, thị xã Hương Trà, tỉnh Thừa Thiên 

Huế dao động từ 0,13 x 106 – 22,95 x 106 CFU/g đất khô [4]. 

3.2. Đánh giá năng lực sinh trưởng phát triển của các chủng vi khuẩn cố định N 

Khả năng sinh trưởng phát triển của các chủng vi khuẩn phân lập được thể 

hiện trên môi trường Ashby thạch đĩa vô đạm. Các chủng vi khuẩn muốn sinh trưởng 
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phát triển được thì bắt buộc phải cố định N từ không khí, đường kính và bề dày khuẩn 

lạc phản ánh sơ bộ khả năng sinh trưởng phát triển và cố định N của chủng vi khuẩn. 

Kết quả sàng lọc được trình bày ở bảng 2. 

Bảng 2. Khả năng sinh trưởng phát triển của các chủng vi khuẩn phân lập 

Sinh trưởng phát triển Kích thước khuẩn lạc (mm) Số chủng Tỷ lệ (%) 

Yếu ≤5 20 35,09 

Trung bình > 5 – 8 11 19,30 

Mạnh 9 – 11 21 36,84 

Rất mạnh ≥ 12 5 8,77 

Qua bảng 2 cho thấy, khả năng sinh trưởng phát triển của các chủng VK là 

không đều. Số chủng VK có khả năng sinh trưởng phát triển trung bình và mạnh 

chiếm tỷ lệ cao (trung bình: 19,30%; mạnh: 36,84%), còn các chủng rất mạnh chiếm tỷ lệ 

khá thấp (8,77%). Theo nghiên cứu của Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự (2017), trong số 

199 chủng VK cố định N phân lập từ đất chuyên canh rau ở  tỉnh Thừa Thiên Huế có 15 

chủng có khả năng cố định N mạnh (chiếm 7,54%) [4]. Có thể thấy rằng, trong nghiên 

cứu này tỷ lệ VK có khả năng cố định N mạnh cũng chiếm một tỷ lệ cao hơn nhưng 

không nhiều so với nghiên cứu của các tác giả khác tại các khu vực đất trồng rau hoặc 

trồng lúa [4], [5]. 

3.3. Tuyển chọn chủng vi khuẩn có khả năng cố định N mạnh 

 Để tuyển chọn chủng vi khuẩn cố định N mạnh, 5 chủng có đường kính và bề 

dày khuẩn lạc từ kết quả sơ tuyển trên được lựa chọn để nuôi cấy. Sau 4 ngày, xác định 

sinh khối khô và hàm lượng N-NH4+ tích lũy trong môi trường bằng phương pháp so 

màu với thuốc thử Nessler. Kết quả được trình bày ở bảng 3. 

Bảng 3. Sự tích lũy sinh khối và N-NH4+ của các chủng vi khuẩn 

Chủng VK Sinh khối khô (mg/mL) Hàm lượng N - NH4+ (mg/L) 

D1 1,512b 668,32a 

D18 1,478c 279,81c 

D19 1,392d 622,54b 

D36 1,650a 250,73d 

D51 1,260e 277,68c 

 Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác trung bình mẫu có ý nghĩa 

thống kê với p<0,05 (Dunncan test) 

Qua kết quả phân tích cho thấy, trong số 5 chủng VK tuyển chọn có hai chủng 

có khả năng tích lũy sinh khối và N-NH4+ mạnh trong môi trường Ashby dịch thể là D1 
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và D19. Trong đó, chủng D1 có sinh khối tích lũy mạnh nhất (1,512 mg/mL) và hàm 

lượng N - NH4+ là cao nhất (668,32 mg/L). Chủng D19 cũng có khả năng tạo sinh khối 

khá lớn (1,392 mg/mL) và hàm lượng lượng N - NH4+ cũng khá cao (622,54 mg/L). Theo 

nghiên cứu của Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự (2017), trong số 15 chủng VK cố định N 

mạnh phân lập từ đất chuyên canh rau tỉnh Thừa Thiên Huế, có 2 chủng 

Stenotrophomonas maltophilia N49 và Paenibacillus mucilaginosus N161 có khả năng cố 

định N rất cao với hàm lượng N - NH4 + lần lượt là 33,60 mg/mL và 43,41 mg/mL [4]. 

3.4. Đặc điểm hình thái và định danh 

Hai chủng vi khuẩn D1 và D19 được mô tả hình thái và phân loại bằng giải 

trình tự đoạn nucleotide 16S rRNA và tra cứu trên Gen Bank để định danh loài.  

3.4.1. Chủng D1 

Chủng D1 nuôi cấy trên môi trường Ashby thạch đĩa: khuẩn lạc rất to, nhầy 

quánh, màu trắng sữa, dày, mép tròn, không tiết sắc tố ra môi trường. Đường kính 

khuẩn lạc đạt 14 mm sau 4 ngày nuôi cấy. Trong điều kiện nuôi cấy lắc môi trường 

Ashby dịch thể, chủng D1 phát triển làm dịch nuôi cấy từ dạng lỏng chuyển sang dạng 

sánh. Quan sát tiêu bản chủng D1 bắt màu Gram âm, tế bào có hình bầu dục (hình 1). 

 

Hình 1. Chủng D1 trên môi trường thạch đĩa và ảnh chụp tiêu bản (x100) 
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Hình 2. Kết quả giải trình tự 16S rRNA của chủng D1 và tra cứu trên Blast search 

Chủng D1 được giải trình tự 16S rRNA và so sánh với dữ liệu Genebank trên 

trang web NCBI bằng công cụ BLAST SEARCH. Trình tự này tương đồng 99,78% với 

trình tự của loài VK Ensifer adhaerens đã được đăng ký trong Genebank (hình 2). 

3.4.2. Chủng D19 

Chủng D19 nuôi cấy trên môi trường Ashby thạch đĩa có khuẩn lạc rất to, nhầy 

quánh, màu trắng sữa, mép tròn đều, không tiết sắc tố ra môi trường. Đường kính 

khuẩn lạc đạt 24 mm sau 4 ngày nuôi cấy. Trong điều kiện nuôi cấy lắc, chủng D19 

sinh trưởng phát triển làm dịch nuôi cấy có dạng đặc sánh. Quan sát tiêu bản nhuộm 

chủng D19 bắt màu Gram âm, tế bào có hình bầu dục (hình 3).  

 

Hình 3. Chủng D19 trên môi trường thạch đĩa và ảnh chụp tiêu bản (x100) 

Kết quả giải trình tự được so sánh với dữ liệu GeneBank trên trang web NCBI 

bằng công cụ BLAST SEARCH. Trình tự này tương đồng 99,69% với trình tự của loài 

VK Ensifer adhaerens đã được đăng ký trong Genebank (hình 4). 
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Hình 4. Kết quả giải trình tự 16S rRNA của chủng D19 và tra cứu trên Blast search 

3.5. Ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy 

3.5.1. Thời gian nuôi cấy 

 Để thăm dò ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến sinh trưởng phát triển và 

tích luỹ N - NH4 +, nuôi cấy lắc hai chủng VK D1 và D19 trong môi trường Ashby dịch 

thể. Xác định sinh khối tế bào và hàm lượng N – NH4+ sau các mốc thời gian 1, 2, 3, 4 và 

5 ngày. Kết quả được trình bày ở bảng 4.  

Bảng 4. Khả năng sinh trưởng phát triển và cố định nitrogen 

của các chủng vi khuẩn tuyển chọn theo thời gian 

Chủng VK Thời gian (ngày) Sinh khối khô 

(mg/mL) 

Hàm lượng N - NH4+ 

(mg/L) 

D1 1 1,154e 603,20d 

2 1,352c 616,28c 

3 1,442b 634,44b 

4 1,646a 6,96,95a 

5 1,252d 593,02e 

D19 1 1,134e 534,45e 

2 1,380d 595,35d 

3 1,654a 665,70a 
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4 1,402b 628,63b 

5 1,392c 606,27c 

Kết quả cho thấy, trong 3 ngày nuôi đầu tiên sinh khối chủng VK D1 tăng 

chậm, chỉ bắt đầu tăng mạnh và đạt cực đại ở ngày nuôi cấy thứ 4 (chủng D1 - sinh 

khối khô đạt 1,646 mg/mL, hàm lượng N - NH4+ đạt 6,96,95 mg/L). Sau đó sinh khối bắt 

đầu giảm, hiện tượng giảm sinh khối tuân theo quy luật của quá trình nuôi cấy 

tĩnh.  Còn chủng D19 sinh khối tăng tăng mạnh và đạt cực đại sau 3 ngày nuôi cấy 

(sinh khối khô đạt 1,654 mg/mL, hàm lượng N - NH4+ đạt 665,70 mg/L). Hiện tượng 

giảm sinh khối của chủng vi khuẩn này cũng tuân theo quy luật của quá trình nuôi cấy 

tĩnh.  

Hansen và cộng sự (2007) khi nghiên cứu khả năng cố định N của 2 chủng VK 

G115 và G161 thuộc loài Enterobacter cloacae đã xác định được sau 3 ngày thì khả năng 

cố định N của chủng nghiên cứu đạt giá trị cực đại [6]. Theo nghiên cứu của Phạm Thị 

Ngọc Lan và cộng sự (2016), thời gian tối ưu cho sinh trưởng phát triển đối với chủng 

P. pseudoalcaligenes V94 là 5 ngày và chủng K. pneumoniae V204 là 6 ngày [3]. Như vậy, 

chúng tôi nhận thấy rằng khoảng thời gian thích hợp cho cố định N của các chủng vi 

khuẩn chúng tôi nghiên cứu là tương đương với nghiên cứu của Hansen và cộng sự 

(2007) và dài hơn so với kết quả thực nghiệm của Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự. 

3.5.2. Nguồn carbon nuôi cấy 

 Để thăm dò ảnh hưởng của nguồn carbon nuôi cấy đến sinh trưởng phát triển 

và tích luỹ N - NH4 +, nuôi cấy lắc hai chủng VK D1 và D19 trong môi trường Ashby 

dịch thể với các nguồn như lactose, sucrose, tinh bột, pectin, CMC (carboxy methyl 

cellulose). Sinh khối khô và hàm lượng N - NH4+ tạo thành được xác định sau thời gian 

nuôi tối ưu. Kết quả thể hiện qua bảng 5. 

Bảng 5. Khả năng sinh trưởng phát triển và cố định nitrogen 

của các chủng vi khuẩn tuyển chọn theo các nguồn carbon khác nhau 

Chủng VK Nguồn carbon Sinh khối khô (mg/mL) Hàm lượng N - NH4+ 

(mg/L) 

D1 Lactose 1,684a 742,21a 

Sucrose 0,831c 339,45b 

Pectin 0,697f 295,90c 

Tinh bột 0,763d 265,43d 

CMC 0,716e 112,48e 

D19 Lactose 1,043b 471,66c 



 

 

TẠP CHÍ KHOA HỌC VÀ CÔNG NGHỆ, Trường Đại học Khoa học, ĐH Huế 

 Tập 23, Số 2 (2023) 
 

89 

Sucrose 1,725a 712,21a 

Pectin 0,706d 306,69d 

Tinh bột 1,492b 644,62b 

CMC 0,612e 108,28e 

Như vậy, đối với mỗi nguồn carbon khác nhau thì khả năng sinh trưởng phát 

triển và cố định N của các chủng D1 và D19 có sự khác biệt. Chủng D1 có  nguồn 

carbon thích hợp nhất cho sinh trưởng phát triển là lactose, sinh khối khô đạt 1,684 

mg/mL, hàm lượng N - NH4+ là 742,21 mg/L. Còn chủng D19, nguồn carbon thích hợp 

nhất cho sinh trưởng phát triển là sucrose với sinh khối khô đạt 1,725 mg/mL, hàm 

lượng N - NH4+ là 712,21 mg/L. Nguồn CMC không thích hợp cho sự tích lũy sinh khối 

và N - NH4+ của 2 chủng VK này.  

Theo nghiên cứu của Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự (2016), nguồn carbon tối 

ưu cho sinh trưởng phát triển và cố định N của chủng P. pseudoalcaligenes V94 là rỉ 

đường và chủng K. pneumoniae V204 là glucose [3]. Theo, Trần Thị Xuân Phương và 

cộng sự (2017), nguồn carbon thích hợp cho sinh trưởng phát triển và cố định N của 

chủng HC21 và TT13 à glucose, chủng HC24 là sucrore [5]. 

 

4. KẾT LUẬN 

Qua kết quả nghiên cứu chúng tôi rút ra một số kết luận sau:  

 1. Từ 10 mẫu đất ở vùng chuyên canh rau ở vùng ven thành phố Quảng Ngãi, 

đã phân lập được 57 chủng VK có khả năng cố định N. Số lượng VK cố định N trong 

các mẫu đất dao động trong khoảng 13,86 x 105 - 33,73 x 105 CFU/g đất khô.  

2. Tuyển chọn được 02 chủng VK cố định N mạnh là D1 và D19.  

- Chủng D1 với đường kính khuẩn lạc đạt 14 mm sau 4 ngày nuôi cấy, tế bào 

Gram âm, hình bầu dục, tương đồng 99,73% với loài Ensifer adhaerens. 

- Chủng D19 với đường kính khuẩn lạc đạt 24 mm sau 4 ngày nuôi cấy, tế bào 

Gram âm, hình bầu dục, tương đồng 99,68% với loài Ensifer adhaerens. 

3. Điều kiện nuôi cấy tối ưu cho 2 chủng VK trong môi trường Ashby dịch thể: 

 - Chủng D1: thời gian nuôi cấy là 4 ngày, nguồn carbon là lactose.  

- Chủng D19: thời gian nuôi cấy là 3 ngày, nguồn carbon là sucrose. 
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ABSTRACT 

We studied nitrogen-fixing bacteria in vegetable soil to provide a basis for 

producing bio-protein products to develop and improve the efficiency of safe 

vegetable cultivation. The results showed that the number of N-fixing bacteria in 

soil samples for growing vegetables in the suburbs of Quang Ngai city ranged 

from 13,86 x 105 – 33,73 x 105 CFU/g of dry soil. After the isolation of fifty-seven N-

fixing bacterial strains, two strains—D1 and D19—with high N-fixing ability were 

chosen through screening. Similar to Ensifer adhaerens, strains D1 and D19 had 

gene sequencing results of 99,73% and 99,68%. The optimal culture time of 2 

strains, D1 and D19, has been determined to be four days and three days; The 

optimal carbon source cultured in the aqueous Ashby medium of strain D1 is 

lactose, and strain D19 is sucrose. 

Keywords: carbon source, isolation, selection, nitrogen-fixing bacteria. 
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Lĩnh vực nghiên cứu: Sinh học. 

 

Ngô Thị Bảo Châu sinh ngày 16/01/1987 tại Thừa Thiên Huế. Năm 2009, 

bà tốt nghiệp Cử nhân Sinh học tại Trường Đại học Khoa học, Đại học 

Huế. Năm 2017, bà tốt nghiệp Thạc sĩ chuyên ngành Sinh học Thực 

nghiệm tại Trường Đại học Khoa học, Đại học Huế. Hiện nay, bà công tác 

tại Khoa Sinh học, trường Đại học Khoa học, Đại học Huế 

Lĩnh vực nghiên cứu: Vi sinh vật học 

 


