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TÓM TẮT 
Nước ta là nước nông nghiệp, lượng phế phụ phẩm tạo ra từ ngành chế biến nông sản là vô cùng lớn, phong 
phú và đa dạng. Sử dụng phế, phụ phẩm để làm thức ăn chăn nuôi là cách tiết kiệm nguồn năng lượng, giải 
quyết vấn đề ô nhiễm môi trường là xu hướng hiện nay. Vì vậy, chúng tôi tiến hành nghiên cứu: tuyển chọn, 
định tên và khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến chủng vi khuẩn lactic có khả năng sinh tổng hợp cellulase, để 
ứng dụng trong sản xuất thức ăn chăn nuôi. Từ ba nguồn với mười mẫu đã phân lập được 8 chủng vi khuẩn 
lactic tạo enzym cellulase và chọn được chủng G5 sinh axit tổng cao nhất là 14,4 g/l; sinh tổng hợp cellulase: tỷ 
lệ vòng thủy phân so với đường kính lỗ thạch D3 - d3 = 22, kháng với Samonella typhimrium ATCC 14028 là 9, 
Staphylococus epidermidis ATCC 12228 là 8, Bacillus cereus ATCC 13061 là 10, Listeria innocua 
ATCC33090là 13. Bằng các phương pháp sinh lý, sinh hóa và 16S Rrna, kết quả định tên chủng G5 có độ 
tương đồng 100% với chủng Lactobacillus casei ATCC334. Điều kiện nuôi thu sinh khối đối với chủng L.casei 
G5: nhiệt độ = 37°C; pH 6,5; nồng độ đường 20g/l; tỷ lệ cấp giống 5%, tốc độ lắc 75 vòng/phút sau 36 giờ nuôi 
cấy giá trị OD (600 nm) thu được là 11,76. 
Từ khóa: Bã dong riềng, cellulose, lactic acid, lactobacillus casei, probiotic. 

 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Việc sử dụng công nghệ vi sinh trong chế 

biến thức ăn chăn nuôi bằng phương pháp ủ 
chua phế, phụ phẩm nông nghiệp ủ với vi 
khuẩn lactic trong điều kiện yếm khí lên men 
tạo ra axit lactic làm pH giảm, kéo dài thời 
gian bảo quản đang được các nhà nghiên cứu 
quan tâm. Vi khuẩn lactic sinh tổng hợp 
cellululase phân giải cellulose thành các phân 
tử nhỏ hơn giúp gia súc dễ hấp thụ. Ngoài ra, 
chúng còn sinh bacteriocin ức chế sự phát triển 
của nấm mốc và các vi khuẩn gây bệnh, các vi 
sinh vật gây thối rữa. Phương pháp này giúp 
tận dụng được lượng phế, phụ phẩm dư thừa, 
giảm chi phí thức ăn chăn nuôi. Thức ăn ủ 
chua đó không bị tổn thất dinh dưỡng lại bổ 
sung các vi sinh vật có lợi cho đường tiêu hóa, 
giúp gia súc ít bị bệnh hơn. 

Đã có một số nghiên cứu trong và ngoài 
nước về việc chế biến và sử dụng phế phụ 
phẩm nông nghiệp như rơm, lá sắn, bã sắn... 
làm thức ăn chăn nuôi bằng phương pháp ủ 
chua (Nguyen Thi Lo và cộng sự, 2000; 
Preston. T.R and Leng.R. A, 1987; Nguyễn 

Xuân Trạch, 2004). Sử dụng các vi sinh vật ủ 
với phế phụ phẩm nông nghiệp, chủ yếu là vi 
khuẩn lactic như L. plantarum, Enterococcus 
lactis (Đào Thị Lượng, 2010), L. casei, L. 
bulgaricus, L. termofil, Streptococcus 
pyogenes, Streptococcus lactics... thành axit 
lactic và các axit hữu cơ trong điều kiện yếm 
khí (Lê Văn Liễn và Nguyễn Hữu Tào, 2004). 
Hàm lượng axit lactic tăng do quá trình sinh 
trưởng, phát triển của vi sinh vật làm cho môi 
trường pH giảm gây ức chế các vi khuẩn gây 
thối. Ngoài ra, vi khuẩn lactic còn sinh 
bacteriocin ức chế toàn bộ sự phát triển của 
nấm mốc và các vi khuẩn gây bệnh (Đào Thị 
Lượng, 2010; Lê Ngọc Thùy Trang và Phạm 
Minh Nhựt, 2014). Sử dụng vi khuẩn 
Lactobacillus plantarum lên men bã sắn làm 
thức ăn cho gia súc (Nguyễn Minh Trí và cộng 
sự, 2014). Sử dụng thân cây đậu phộng (lạc) ủ 
chua với chế phẩm vi sinh làm thức ăn cho bò 
(Đoàn Đức Vũ, 2008). Tuy nhiên, để nâng cao 
hiệu suất và giá trị dinh dưỡng của các quá 
trình chế biến phế, phụ phẩm thành thức ăn gia 
súc thì các yếu tố ảnh hưởng tới quá trình sinh 
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trưởng, phát triển của chủng vi khuẩn là rất 
quan trọng. 

Vì vậy, chúng tôi tiến hành nghiên cứu: 
“Tuyển chọn, định tên và khảo sát một số yếu 
tố ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và phát triển 
của vi khuẩn lactic có khả năng sinh tổng hợp 
cellulase, có hoạt tính probiotic”. 
II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Nguồn vi sinh vật: từ các mẫu lên men: dưa 
muối, cà muối, bã dong riềng. 

Các chủng vi sinh vật kiểm định lấy ở viện 
công nghệ sinh học. 

Thành phần môi trường: 
Môi trường là môi trường MRS (Man 

Rogosa Sharpe): Pepton (10g/l), cao nấm men 
(5g/l), cao thịt (5g/l), glucose (20g/l), 
amonicitrat (2g/l), CH3COONa (5g/l), K2HPO4 
(2g/l), MgSO4.7H2O (0,1g/l), MnSO4.4H2O 
(0,05g/l), Agar (15g/l), pH 6.5. 

Môi trường CMC: (NH4)2SO4 (1 g/l), 
K2HPO4(1g/l), MgSO4.7H2O (0,5g/l) NaCl 
(0,003 g/l), CMC (1 g/l), Agar (2 g/l). Điều 
chỉnh pH 7. 

Môi trường nuôi vi sinh vật kiểm định: môi 
trường NA: 3g/l cao thịt, 10g/l pepton, 5g/l 
NaCl. 

Môi trường thử hoạt tính: 
Môi trường thử hoạt tính lactic: MRS + 5 

(g/l) CaCO3. 
Môi trường thử hoạt tính cellulase: CMC 

(1g/l), agar (2 g/l). 
Các môi trường thanh trùng ở 110°C trong 

30 phút. 
2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp phân lập và tuyển chọn vi 
sinh vật: 

Phân lập theophương pháp pha loãng (Phí 
Thị Thanh Mai và cộng sự, 2015). Sử dụng 
môi trường MRS có bổ sung CaCO3 (Đào Thị 
Lượng, 2010). 

Phương pháp tuyển chọn sử dụng các 
phương pháp sau: định tính axit lactic bằng 

thuốc thử Uffelmann (Nguyễn Đức Lượng và 
cộng sự, 2003); dựa vào khả năng phân giải 
CaCO3 (cấy chấm điểm và đục lỗ thạch); định 
lượng axit theo Therner (Emanuel, V. và cộng 
sự, 2005); dựa vào khả năng phân giải 
cellulose (cấy chấm điểm và đục lỗ thạch) (Võ 
Văn Phước Quệ, Cao Ngọc Điệp, 2011), khả 
năng kháng khuẩn và sinh bacteriocin (Mai 
Đàm Linh và cộng sự, 2007; Lê Ngọc Thùy 
Trang và Phạm Minh Nhựt, 2014). 

Phương pháp định tên 
Xác định đặc tính sinh lý, sinh hóa (Nguyễn 

Đức Lượng và cộng sự, 2003; Mai Đàm Linh 
và cộng sự, 2007). 

Phương pháp định tên bằng sinh học phân 
tử: giải trình tự 16S rRNA. 

Phân loại dựa trên giải trình tự 16S rRNA 
của các chủng vi khuẩn với cặp mồi 518F: 
5’CCAGCAGCCGCGGTAATACG3’; 800R: 
5’TACCAGGGTATCTAATCC3’(Sakiyama,
Y. và cộng sự, 2009). Chu trình nhiệt: Bước 1: 
95°C trong 5 phút; bước 2: 95°C trong 45 giây; 
bước 3: 52°C trong 1 phút; bước 4: 72°C trong 
1 phút 30 giây; lặp lại từ bước 2 đến 4: 35 chu 
kỳ; bước 5: 72°C trong 5 phút (Khuất Hữu 
Thanh, 2006). 

Sản phẩm PCR được tinh sạch và xác định 
trình tự trên máy ABI PRISM® 3100 Genetic 
Analyzer. Kết quả đọc trình tự được xử lý trên 
phần mềm Clustal X và so sánh với trình tự 
16S rRNA của các loài đã được công bố từ dữ 
liệu của DDBJ, EMBL và GenBank. 

Phương pháp khảo sát yếu tố ảnh hưởng 
Chủng tuyển chọn được nuôi trong môi 

trường MRS lỏng ở 37oC, trong 48 giờ và canh 
trường được sử dụng làm giống cho tất cả các 
thí nghiệm. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ: Sử dụng với môi 
trường MRS pH ban đầu 6,5; tỷ lệ cấp giống 
10% và nuôi tĩnh ở các nhiệt độ: 30oC, 35oC, 
37oC, 40oC, 45oC. 

Ảnh hưởng của pH: Nuôi ở nhiệt độ đã lựa 
chọn ở trên, tỷ lệ cấp giống 10% và pH ban 
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đầu ở các giá trị: 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8. 
Ảnh hưởng của nồng độ đường: Nhiệt độ, 

pH đã được chọn ở trên, tỷ lệ cấp giống 10% 
vào môi trường MRS. Thay đổi hàm lượng 
đường ở các mức: 5, 10, 15, 20, 25 g/l. 

Ảnh hưởng của tỷ lệ cấp giống: Nhiệt độ, pH, 
nồng độ đường được lựa chọn từ các kết quả 
trên. Thay đổi tỷ lệ giống: 5, 10, 15, 20, 25%. 

Ảnh hưởng của tốc độ lắc: Với các điều 
kiện nhiệt độ, pH, nồng độ đường, tỷ lệ cấp 
giống được lựa chọn ở trên. Ta tiến hành khảo 
sát tốc độ lắc ở các tốc độ: 0, 25, 50, 75, 100, 
125 vòng/phút. 
III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Phân lập và tuyển chọn chủng vi khuẩn 
sinh axit  

 

Bảng 1. Đặc điểm của 8 chủng vi khuẩn được tuyển chọn 

Tên 
chủng 

Lên men sinh axit 
Hàm lượng axit 
tổng sinh ra (g/l) 

Sinh tổng hợp 
cellulase 

Cấy chấm điểm (D/d) 
(mm) 

Đục lỗ thạch 
(D1 - d1) (mm) 

Đục lỗ thạch 
(D3 - d3) (mm) 

DC1 4 4 9 8 
DC2 5,5 5 12 9 
C1 5 7 11,5 12 
G1 5 8 11,7 20 
G3 6 9 13,5 21 
G4 5,5 9 12,6 24 
G5 7 10 14,4 22 
G6 4,5 4 10,8 9 

D: đường kính vòng phân giải; d1, d3: đường kính khuẩn lạc; d2, d4: đường kính lỗ thạch. 
 

 

Bảng 2. Khả năng sinh bacteriocin của 4 chủng được chọn 

Chủng kiểm định 
Chủng 
lactic 

D1 - d (mm) 
Không bổ sung pepsin 

D2 - d (mm) 
Bổ sung pepsin 

D1 - D2 
(mm) 

 
Samonella 
typhimrium 

ATCC 14028 

G1 8 6 2 
G3 6 5 1 
G4 7 4 3 
G5 9 5 4 

 
Staphylococus 

epidermidisATCC 
12228 

G1 6 4 2 
G3 8 7 1 
G4 5 4 1 
G5 8 13 3 

 
Bacillus cereus 
ATCC 13061 

G1 4 2 2 
G3 4 3 1 
G4 4 4 0 
G5 10 6 4 

Listeria innocua 
ATCC33090 

G1 14 9 5 
G3 13 13 0 
G4 10 9 1 
G5 13 11 2 

 

D1: đường kính vòng kháng khuẩn khi không bổ sung pepsin (mm); 
D2: đường kính vòng kháng khuẩn khi bổ sung pepsin (mm); 
d: đường kính lỗ thạch (mm). 
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Từ ba nguồn với mười mẫu đã tuyển chọn 
được 8 chủng vi khuẩn lactic trên môi trường 
MRS, sinh tổng hợp cellulase: DC1, DC2, C1, 
G1, G3, G4, G5, G6. Các chủng vi khuẩn được 
nuôi trong môi trường MRS, đem thử bằng 
Uffelmann. Kết quả cho thấy canh trường 8 
chủng vi khuẩn làm cho thuốc thử từ màu tím 
đen chuyển sang màu vàng rơm, chứng tỏ 8 
chủng vi khuẩn có khả năng sinh axit lactic. 

Dùng các phương pháp tuyển chọn: dựa vào 
khả năng phân giải CaCO3 (cấy chấm điểm và 
đục lỗ thạch); định lượng axit; dựa vào khả 
năng phân giải cellulose (đục lỗ thạch) (bảng 
1), ta chọn đươc 4 chủng: G1, G3, G4, G5 có 
tỷ lệ vòng phân giải cao nhất. Chọn chủng sinh 
bacteriocin cao nhất (bảng 2). Ta chọn được 

chủng G5 sinh axit tổng cao nhất là 14,4 g/l; 
D/d = 7, D1 - d1 = 10; sinh tổng hợp cellulase 
tốt D3 - d3 = 22; sinh bacteriocin tốt nhất, kích 
thước vòng kháng (D4 - d4) đối với Samonella 
typhimrium ATCC 14028 là 9, Staphylococus 
epidermidis ATCC 12228 là 8, Bacillus cereus 
ATCC 13061 là 10, Listeria innocua ATCC 
33090 là 13. 

Từ các phương pháp tuyển chọn trên, chúng 
tôi lựa chọn chủng G5 để tiến hành định danh 
bằng phương pháp sinh học phân tử. 
3.2. Định tên bằng phương pháp sinh học 
phân tử 

Tiến hành quan sát đặc điểm sinh lý, sinh 
hóa của chủng G5. Kết quả thể hiện ở bảng 3. 

 

Bảng 3. Đặc điểm sinh lý, sinh hóa chủng G5 

Chủng 
Hình thái  
khuẩn lạc 

Hình 
thái tế 

bào 
Gram 

Tạo 
bào 
tử 

Khả năng 
axit hóa 

môi 
trường 

Catalase Hemicellulase 
Sinh 
khí 

G5 
Trắng sữa, 

khuẩn lạc to, 
tròn, mặt nhẵn 

Trực 
khuẩn 

+ – + – 
 

+ 
– 

 

 
Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm sau PCR 

 

Từ hình 1 ta thấy đã xuất hiện vạch trên bản 
điện di xuất hiện 1 vạch, điều đó thể hiện mẫu 

sản phẩm sau PCR là đồng nhất và có kích 
thước là 1400bp. 
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Tiến hành chạy trên chương trình Blast® để 
xem mức độ tương đồng với các chủng 

trong ngân hàng gen ta thu được kết quả 
trong hình 2. 

 

Hình 2. Các chủng có độ tương đồng cao với chủng G5 
 

DNA hệ gen của chủng G5 được tách chiết 
và đoạn gen mã hóa cho 16S rRNA được 
khuếch đại nhờ phản ứng PCR sử dụng cặp 
mồi 518F/800R. Kết quả giải trình tự đoạn gen 
16S rRNA của G5 cho thấy đoạn gen gồm 
1400 bp và trình tự này được so sánh với các 
gen16S rRNA vi khuẩn trên Genbank với phần 
mềm Blastn. Kết quả cho thấy đoạn gen 16S 
rRNA của chủng G5  có độ tương đồng đến 
100% với chủng Lactobacillus casei 
ATCC334. Chủng G5 có tên Lactobacillus 
casei G5. Theo một nghiên cứu khác, vi khuẩn 
lactic sinh tổng hợp cellulase, hoạt tính 
enzyme cellulase được thể hiện qua tỷ lệ vòng 
thủy phân và đường kính lỗ thạch cao nhất là 

12. Kháng với M. luteus từ 2 - 6 mm, E. coli từ 
8 - 12 mm, Samonella typhi từ 3 - 6 mm, 
Shigella flexneri 10 - 12 mm. 2 chủng vi khuẩn 
lactic cũng sinh tổng hợp cellulase là 
Lactobacillus plantarum và Enterococcus 
lactics (Đào Thị Lượng và cộng sự, 2010). 
3.3. Khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến 
khả năng sinh trưởng và phát triển chủng G5 

Ảnh hưởng của nhiệt độ: Kết quả ở hình 3 
cho thấy rằng ở nhiệt độ 37oC, pH ban đầu là 
6,5 và sau 36 giờ nuôi cấy, chủng đạt sinh khối 
cao nhất có giá trị OD600nm là 9,12 . Ở nhiệt độ 
40°C, giá trị OD600nm là 7,14 thấp hơn so với 
nhiệt độ 37oC. Chọn nhiệt độ 37oC cho các 
nghiên cứu tiếp theo. 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự sinh trưởng và phát triển của chủng 
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Ảnh hưởng của pH: Kết quả cho thấy ở pH 
ban đầu 6,5 chủng sinh trưởng và phát triển tốt 
nhất, giá trị OD600nm là 9,52 sau 36 giờ nuôi 
cấy (hình 4). Khi pH xuống 5 giá trị OD tại 

600 nm chỉ đạt 2,79. Khi môi trường kiềm tại 
pH 8 giá trị OD tại 600 nm đạt 4,95. Vì vậy, 
chọn pH 6,5 cho các nghiên cứu tiếp theo. 

 
Hình 4. Ảnh hưởng của pH đến sự sinh trưởng và phát triển của chủng 

 

Ảnh của nồng độ đường: Kết quả cho thấy 
nồng độ đường ảnh hưởng đến sự sinh trưởng 
và phát triển của chủng. Ở nồng độ đường 20 
g/l cho giá trị OD 600 nm là 9,59 tại 36 giờ. 
Tuy nhiên, khi tăng nồng độ đường lên 25g/l 

thì giá trị OD 600 nm đạt 10,10  tại 36 giờ, tức 
là tăng 1,05 lần, tăng không đáng kể so với ở 
nồng độ đường 20g/l. Vì vậy chọn nồng độ 
đường 20g/l cho các nghiên cứu tiếp theo. 

 
Hình 5. Ảnh hưởng của nồng độ đường 

 

Ảnh hưởng của tỷ lệ cấp giống: Ở hình 6 
cho ta thấy tỷ lệ cấp giống 10% cho giá trị OD 
ở 600 nm cao nhất là 9,43 sau 36 giờ nuôi cấy. 
Tuy nhiên, giá trị OD ở tỷ lệ cấp giống 10% 

cao không đáng kể so với tỷ lệ cấp giống 5%  
là 8,56 điều này là không kinh tế. Vì vậy, 
chọn tỷ lệ cấp giống 5% cho các nghiên cứu 
tiếp theo. 

 
Hình 6. Ảnh hưởng của tỷ lệ cấp giống đến sự sinh trưởng và phát triển của chủng 
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Ảnh hưởng của tốc độ lắc: Hình 7 cho ta 
thấy, giá trị OD thấp nhất ở tốc độ lắc 25 và 
125 vòng/phút. Giá trị OD cao nhất ở tốc độ 

lắc 75 vòng/phút ở 36 giờ đạt 11,76. Ta tiến 
hành chọn tốc độ lắc 75 vòng/phút cho các 
nghiên cứu tiếp theo. 

 
Hình 7. Ảnh hưởng của tốc độ lắc đến sự sinh trưởng và phát triển của chủng 

 

IV. KẾT LUẬN 
Từ 3 nguồn với 10 mẫu đã tuyển chọn được 

8 chủng vi khuẩn có khả năng lên men axit 
lactic, sinh tổng hợp cellulase. Qua các bước 
tuyển chọn thì chủng G5 sinh axit cao nhất, 
sinh tổng hợp cellulase tốt, sinh bacteriocin tốt 
nhất. G5 là trực khuẩn gram (+), không tạo bào 
tử, catalase âm tính, hemicellulase dương tính, 
không sinh khí. Định tên theo phương pháp 
sinh học phân tử 16S rRNA chủng G5 có độ 
tương đồng 100% với chủng Lactobacillus 
casei ATCC334. Chủng G5 là chủng 
Lactobacillus casei G5. Điều kiện để nuôi 
chủng G5 tốt nhất tại 37°C; pH 6,5; nồng độ 
đường 20g/l; tỷ lệ cấp giống 5%, tốc độ lắc 75 
vòng/phút sau 36 giờ nuôi cấy giá trị OD thu 
được là 11,76. 
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SELECTION, IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION  
OF LACTIC ACID BACTERIA, WHICH PRODUCE CELLULASE  

TO APPLICATION FOR ANIMAL FEED PRODUCTION 
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SUMMARY 
At present, the area of cultivating edible canna is 30,000 hectares in the whole country, with an annual output 
of about 300,000 tons of fresh tubers. The starch producting process from edible canna tubers creates a large 
amount of canna dregs of about 70 to 75%. Using the brewed edible canna paste as animal feed is a way to save 
energy and solve the problem of environmental pollution, which is the current trend. Therefore, we had done 
research: “selection, identification and characterization of lactic acid bateria, which produce cellulase and 
application  for animal feed production”. Among them, G5 was selected because it has produced the highest 
total acid of 14.4 g/l; cellulase (D - d4 = 22), and bacteriocin inhibition growth of Samonella typhimrium 
ATCC 14028 is 9, Staphylococus epidermidis ATCC 12228 is 8, Bacillus cereus ATCC 13061 is 10, Listeria 
innocua ATCC 33090 is 13. G5 was identified Lactobacillus casei by physiological and 16S rRNA. The 
condition for biomass production: temperature of 37°C; pH 6.5; sugar concentration of 20 g/l; inoculum of 5%, 
shaking rate of 75 rpm/minute after 36 hours of culturing OD value (600 nm) was 11.76. 
Keywords: Edible canna dregs, cellulose, Lactic acid, Lactobacillus casei, probiotic. 
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