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Tóm tắt

Nghiên cứu được thực hiện nhằm tuyển chọn vi khuẩn chịu nhiệt có khả năng lên men ethanol. Trong
nghiên cứu này, tổng cộng có 27 dòng vi khuẩn được phân lập từ các nguồn nguyên liệu nông nghiệp như
trái cây chín, mùn cưa, bã mía, rỉ đường, hoa cây ăn quả và mật ong. Kết quả khảo sát khả năng lên men
cho thấy 11 dòng vi khuẩn biểu hiện khả năng lên men nhanh. Kết quả khảo sát sự phát triển của khuẩn lạc
sau 72 giờ ủ ở các mức nhiệt độ 30, 35, 40, 45 và 50oC cho thấy có 7 dòng vi khuẩn (MC3, BM2, BM3, RD,
HM1, HM2 và MO) có thể phát triển ở nhiệt độ 50oC. Năm dòng vi khuẩn (MC3, BM2, HM1, HM2 và MO)
biểu hiện có thể lên men được từ 6 loại đường thử nghiệm (glucose, sucrose, galactose, lactose, arabinose
và xylose); trong khi hai dòng vi khuẩn BM3 và RD biểu hiện không lên men arabinose nhưng có khả năng
lên men từ 5 loại đường còn lại. Dựa vào đặc điểm hình thái, đặc tính sinh lý, sinh hóa và giải trình tự DNA,
dòng vi khuẩn MO được tuyển chọn định danh, với kết quả là Bacillus subtilis.
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Abstract

This study was carried out to select the various strains of thermophilic bacteria having the ethanol
fermentation activity. In this study, a total of 27 strains were isolated from different agricultural materials of
ripe fruits, sawdust, bagasse from sugarcane, molasses, flowers of fruit-tree and honey. In the fermentation
testing, eleven of the strains performed the rapid fermentation rate. In the testing of colony growth after 72
hours of incubation at different temperature levels of 30, 35, 40, 45 and 50oC, seven bacterial strains (MC3,
BM2, BM3, RD, HM1, HM2 and MO) could grow at 50oC. Five strains (MC3, BM2, HM1, HM2 and MO)
gave the possibility of fermentation from 6 testing sugar resources (glucose, sucrose, galactose, lactose,
arabinose and xylose); whereas two strains BM3 and RD gave no fermentative signal from arabinose but could
ferment from other 5 sugar resources. Based on the characteristics of morphology, physiology, biochemistry
and DNA sequencing analyses, the selected bacterial strain (MO) was characterized as Bacillus subtilis.

Keywords: Agriculture waste, bioethanol, ethanol fermentation, thermophilic bacteria.
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1. Giới thiệu
Ngày nay do thế giới phụ thuộc quá nhiều vào 

dầu mỏ và giá dầu biến động liên tục theo chiều tăng 
và sự cạn kiệt dần nguồn năng lượng hoá thạch và 
khí đốt nên việc tìm kiếm các nguồn năng lượng 
thay thế là việc làm có tính sống còn trong đó có 
năng lượng sinh học (Talukder, 2019; Talukder & 
cs., 2016). Năng lượng sinh học bao gồm các nguồn 
năng lượng được sản xuất từ phụ phẩm nông nghiệp, 
nước thải, bã phế thải hữu cơ công nghiệp, rác thải 
(Choonut & cs., 2014; Aditiya & cs., 2016). Ethanol 
được xem là nguồn năng lượng sinh học an toàn và 
được tạo ra bởi quá trình lên men. Ethanol khi cháy 
không gây độc hại, giảm lượng CO2 và giảm lượng 
khí gây hiệu ứng nhà kính khác (Htet & cs., 2018). 
Đại dịch SARCOV-2 (COVID-19) đã dẫn đến gia 
tăng nhu cầu ethanol trong lĩnh vực y tế và sản xuất 
dung dịch kháng khuẩn trong cuộc chiến chống đại 
dịch toàn cầu (Ozojiofor & cs., 2023).

Vi sinh vật chịu điều kiện khắc nghiệt đóng vai 
trò quan trọng trong công nghệ sinh học và kiểm soát 
sự ô nhiễm môi trường, đáng chú ý là các vi sinh vật 
chịu nhiệt có thể biến dưỡng ở nhiệt độ từ 37 đến 
50°C (Pattanakittivorakul & cs., 2019). Vi khuẩn 
chịu nhiệt có tiềm năng ứng dụng trong nhiều qui 
trình công nghiệp bao gồm việc sản xuất ethanol vì 
chúng có khả năng lên men ở nhiệt độ cao. Chúng 
còn được ứng dụng để sản xuất enzyme như cellulase 
từ phụ phẩm nông nghiệp với chi phí thấp. Mặt khác, 
lên men ở nhiệt độ cao chuyển hóa hoàn toàn cơ chất 
thành sản phẩm cuối cùng. Nhiều vi khuẩn chịu nhiệt 
đã được phân lập và nghiên cứu với khả năng lên 
men ethanol (Babiker & cs., 2010). Lên men ở nhiệt 
độ cao giúp gia tăng tốc độ phản ứng, giảm sự tiêu 
thụ năng lượng bởi giảm quá trình làm mát thùng 
lên men và giúp giảm thiểu hàm lượng khí oxy trong 
thùng này tạo môi trường yếm khí hơn nên quá trình 
lên men được hiệu quả (Tesfaw & Assefa, 2014). Do 
đó, những vi sinh vật này có ý nghĩa rất quan trọng 
đối với các nước nhiệt đới nơi mà phải tốn nhiều 
chi phí cho hệ thống làm mát (Huynh & cs., 2022). 
Mục tiêu nghiên cứu là phân lập, tuyển chọn một số 
dòng vi khuẩn có khả năng lên men ethanol tốt và 
chịu được nhiệt độ cao.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
2.1. Vật liệu nghiên cứu
Thu thập mẫu trái cây chín (chuối, táo, nho, 

xoài), mùn cưa, bã mía, rỉ đường, hoa cây ăn quả 

(xoài, mận, táo, nhãn) và mật ong ở tỉnh Sóc Trăng, 
tỉnh Hậu Giang và Thành phố Cần Thơ. Các mẫu 
được bảo quản trong túi thanh trùng và chuyển về 
phòng thí nghiệm.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Phân lập vi khuẩn
Cho 2 g mẫu vào ống nghiệm chứa 20 ml môi 

trường Malt Yeast Peptone Glucose (MYPG). Môi 
trường MYPG gồm yeast extract 0,3%, peptone 0,5%, 
malt extract 0,3% và  glucose 2% (Obire, 2005), khử 
trùng ở 121oC trong 15 phút, bổ sung ethanol 3% (v/v) 
và sporal 0,02%. Ủ 24 giờ ở 30oC. Dùng micropipette 
chuyển 1ml vào dĩa petri có chứa môi trường MYPG 
agar (yeast extract 0,3%, peptone 0,5%, malt extract 
0,3%, glucose 2% và agar 2%) đã khử trùng ở 121oC 
trong 15 phút. Cấy trải mẫu, ủ 48 giờ ở 30oC. Tiếp tục 
cấy chuyền trên môi trường MYPG agar. Quan sát 
dưới kính hiển vi (X100) để xác định độ đồng nhất 
của tế bào, chụp hình lưu trữ. Trữ mẫu ở 4oC trong 
ống thạch nghiêng với môi trường MYPG agar.

2.2.2. Khảo sát khả năng lên men đường glucose 
Nuôi sinh khối các dòng đã phân lập từ thí 

nghiệm 1 trong môi trường MYPG đã khử trùng ở 
121oC trong 15 phút, ủ 24 giờ ở 30oC. Lấy 1ml dung 
dịch mẫu cho vào chai Durham có chứa 9ml dung 
dịch môi trường YPG (yeast extract 0,3%, peptone 
0,5% và glucose 20%) đã khử trùng ở 115oC trong 10 
phút. Lắc thật đều để dung dịch đường tràn đầy vào 
ống thủy tinh úp ngược nằm bên trong chai Durham, 
ủ ở 30oC. Đo chiều cao cột khí CO2 sinh ra trong ống 
thủy tinh úp ngược tại các thời điểm 24, 48, 72, 96, 
120 giờ (Onsoy & cs., 2007).

2.2.3. Khảo sát khả năng chịu nhiệt của vi khuẩn 
được tuyển chọn

Cấy zigzag các dòng vi khuẩn đã sơ tuyển trên 
các dĩa petri chứa môi trường MYPG. Ủ các dĩa petri 
ở các mức nhiệt độ khác nhau 30, 35, 40, 45 và 50oC. 
Theo dõi sự phát triển của vi khuẩn sau 24, 48 và 72 
giờ trên bề mặt môi trường (Babiker & cs., 2010).

2.2.4. Đánh giá khả năng lên men các loại đường 
Nuôi sinh khối các dòng vi khuẩn có khả năng 

lên men mạnh và phát triển ở nhiệt độ cao trong môi 
trường MYPG. Thực hiện phương pháp lên men 
trong chai Durham với 6 loại đường glucose, sucrose, 
lactose, galactose, arabinose và xylose. Xác định 
chiều cao cột khí CO2 sinh ra trong ống thủy tinh úp 
ngược sau 120 giờ (Warren & Shadomy, 1991).
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2.2.5. Khảo sát đặc tính sinh lý và sinh hóa của 
vi khuẩn chịu nhiệt có khả năng lên men ethanol

Thực hiện một số phản ứng để xác định đặc tính 
sinh hóa dòng vi khuẩn như nhuộm Gram, catalase, 
oxidase, thủy phân gelatine, thủy phân tinh bột, 
urease (Pelezar, 1986; Benson, 1994; Colloins & 
Lyne, 1995).

2.2.6. Định danh dòng vi khuẩn được tuyển chọn
Ly trích DNA vi khuẩn. Khuếch đại trình tự gene 

16S rRNA bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi chuyên 
biệt. Sử dụng BLAST để so sánh trình tự đã giải với 
dữ liệu trên ngân hàng gene ở trang web http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.
2.2.7. Phương pháp xử lý số liệu
Tất cả số liệu được xử lý thống kê bằng chương 

trình STATGRAPHICS Plus 5.1.
3. Kết quả và thảo luận
3.1. Phân lập vi khuẩn
Từ 12 nguồn nguyên liệu gồm trái cây chín, 

mùn cưa, bã mía, rỉ đường, hoa cây ăn quả và mật 
ong phân lập được 27 dòng vi khuẩn. Kết quả phân 
lập các dòng vi khuẩn từ 12 nguồn nguyên liệu được 
trình bày trong Bảng 1.  

Bảng 1. Kết quả phân lập các dòng vi khuẩn từ 12 nguồn nguyên liệu

STT Địa điểm thu thập nguyên liệu Nguồn nguyên liệu Số dòng vi khuẩn phân lập được

1

Chợ Xuân Khánh, phường Xuân Khánh, quận 
Ninh Kiều, TP Cần Thơ

Chuối 2

2 Táo 1

3 Nho 3

4 Xoài 4

5 Phường Trà An, quận Bình Thủy, TP Cần Thơ Mùn cưa 3

6 Nhà máy đường Phụng Hiệp, phường Hiệp 
Thành, thị xã Tân Hiệp, tỉnh Hậu Giang

Bã mía 3

7 Rỉ đường 1

8

Phường An Hòa, quận Ninh Kiều, 
TP Cần Thơ

Hoa xoài 2

9 Hoa mận 3

10 Hoa táo 2

11 Hoa nhãn 2

12 Xã Phong Nẫm, huyện Kế Sách, 
tỉnh Sóc Trăng Mật ong 1

Hình 1. 
Hình thái khuẩn lạc vi khuẩn: N3 (A), HX2 (B), 

MC2 (C) và HM2 (D)

Hình 2. 
Hình dạng tế bào vi khuẩn dưới kính hiển vi (X100): 

Que ngắn (A), que dài (B), cầu (C) và cầu đôi (D)
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Kết quả ở Bảng 2 thấy hình dạng khuẩn lạc chủ 
yếu của 27 dòng vi khuẩn là cầu đều và không đều với 
bìa nguyên và răng cưa, trong tổng số 27 dòng có 2 dòng 
với khuẩn lạc màu trắng ngà (X1 và HT2), 6 dòng màu 
trắng sữa (MC3, BM3, RD, HX2, HM2 và HM3) còn lại 
là màu trắng. Bên cạnh độ nổi mô thì các dòng N3, X2, 
X3, X4, BM3, HX2 và HM1 có dạng phẳng (Hình 1). 

Đa số kích thước khuẩn lạc vi khuẩn đều nhỏ (1,0 - 4,0 
× 1,0 - 4,0 mm) chỉ có 4 dòng N3, X3, HX2 và HM1 có 
kích thước lớn hơn (6,0 - 10 × 7,0 - 9,0 mm).

Tế bào vi khuẩn có kích thước 0,3 - 1,2 × 0,1 - 
0,2 µm, gồm 4 hình dạng là que ngắn, que dài, cầu và 
cầu đôi. Hình 2 trình bày hình dạng tế bào vi khuẩn 
dưới kính hiển vi (X100).

Bảng 2.  Đặc điểm khuẩn lạc và tế bào của 27 dòng vi khuẩn sau 48 giờ ủ

STT
Nguồn 
nguyên 

liệu

Ký hiệu 
dòng

Đặc điểm khuẩn lạc Đặc điểm tế bào

Kích 
thước 
(mm)

Màu sắc Hình dạng Bìa Độ nổi Hình 
dạng

Kích 
thước 
(µm)

1 Chuối C1 1,5 × 1,5 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,5 × 0,1

2

Táo

C2 1,0 × 1,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 1,2 × 0,2

3 T 1,0 × 1,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,4 × 0,1

4 N1 1,0 × 1,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,6 × 0,1

5 N2 1,0 × 1,0 Trắng Cầu đều Răng cưa Mô Que dài 0,5 × 0,2

6
Nho

N3 6,0 × 7,0 Trắng Không đều Răng cưa Phẳng Que ngắn 0,5 × 0,1

7 X1 1,5 × 1,5 Trắng ngà Cầu đều Nguyên Mô Cầu đôi 0,3 × 0,1

8
Xoài

X2 4,0 × 4,0 Trắng Cầu đều Nguyên Phẳng Que ngắn 0,5 × 0,2

9 X3 10,0 × 
10,0 Trắng Không đều Răng cưa Phẳng Que ngắn 0,4 × 0,1

10

Mùn cưa

X4 2,0 × 2,5 Trắng Không đều Nguyên Phẳng Que ngắn 0,6 × 0,1

11 MC1 2,0 × 2,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Cầu 0,5 × 0,1

12 MC2 2,0 × 2,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,6 × 0,1

13 MC3 1,0 × 1,0 Trắng sữa Cầu đều Nguyên Mô Cầu 0,3 × 0,1

14

Bã mía

BM1 2,0 × 3,0 Trắng Không đều Nguyên Mô Que ngắn 0,5 × 0,1

15 BM2 2,0 × 2,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,6 × 0,1

16 BM3 3,0 × 2,0 Trắng sữa Không đều Răng cưa Phẳng Que ngắn 0,6 × 0,1

17 Rỉ đường RD 1,0 × 1,0 Trắng sữa Cầu đều Nguyên Mô Que dài 0,7 × 0,1

18
Hoa xoài

HX1 1,0 × 1,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,5 × 0,2

19 HX2 6,0 × 7,0 Trắng sữa Không đều Răng cưa Phẳng Que ngắn 0,6 × 0,1

20

Hoa mận

HM1 7,0 × 9,0 Trắng Không đều Răng cưa Phẳng Que ngắn 1,1 × 0,2

21 HM2 1,0 × 1,0 Trắng sữa Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,5 × 0,1

22 HM3 2,0 × 2,0 Trắng sữa Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,3 × 0,1

23
Hoa táo

HT1 2,0 × 2,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,5 × 0,1

24 HT2 2,5 × 2,5 Trắng ngà Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,6 × 0,2

25
Hoa nhãn

HN1 1,0 × 1,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,5 × 0,1

26 HN2 2,0 × 2,0 Trắng Cầu đều Nguyên Mô Que ngắn 0,8 × 0,1

27 Mật ong MO 3,0 × 4,0 Trắng Không đều Răng cưa Mô Que ngắn 0,8 × 0,2
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 3.2. Khảo sát khả năng lên men đường glucose
Kết quả ở Bảng 3 cho thấy sau 24 giờ lên men: 

Hầu như tất cả các dòng vi khuẩn đều chưa lên men, 

trừ các dòng MC3, BM2, RD, HM1, HM2, HT1, HT2 
và MO, tuy nhiên sự lên men rất yếu với chiều cao 
cột khí cao nhất là 17 mm (HT1).

Bảng 3. Chiều cao cột khí CO2 của 27 dòng vi khuẩn đã phân lập

STT Ký hiệu dòng
Chiều cao cột khí CO2 (mm) sau các thời gian lên men (giờ)

24             48               72               96         120
1 C1 0 0 0 0 0k

2 C2 0 0 0 0 0k

3 T 0 0 0 0 0k

4 N1 0 2,0 5,3 7,7 10 ± 0,0fg

5 N2 0 0 0 0 0k

6 N3 0 5,0 5,7 5,7 5,7 ± 0,5i

7 X1 0 0 0 0 0k

8 X2 0 0 0 0 0k

9 X3 0 0 0 0 0k

10 X4 0 0 0,3 1,7 2,7 ± 0,5j

11 MC1 0 0 0 0 0k

12 MC2 0 0 0 0 0k

13 MC3 3,3 6,7 7,0 7,7 8,7 ± 0,9gh

14 BM1 0 0 0 0 0k

15 BM2 2,7 5,3 6,0 7,3 7,7 ± 0,5h

16 BM3 0 0 0 3,7 18,7 ± 0,9c

17 RD 12,0 17,7 19,7 20,7 22,0 ± 0,8b

18 HX1 0 0 0 0 0k

19 HX2 0 0 0 0 0k

20 HM1 1,7 3,0 5,3 10,3 11,7 ± 0,5de

21 HM2 5,7 9,0 9,7 11,0 12,3 ± 0,5d

22 HM3 0 0 0 3,0 10,3 ± 0,5ef

23 HT1 17,0 24,7 25,3 25,3 25,3 ± 0,5a

24 HT2 9,3 16,3 20,0 21,0 22,0 ± 1,6b

25 HN1 0 0 0 0 0k

26 HN2 0 1,7 2,0 2,0 2,3 ± 0,5j

27 MO 1,7 12,3 16,3 19,0 20,7 ± 1,0b

CV (%) 12,8
Ghi chú: Các số liệu trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại.
Các giá trị có mẫu tự giống nhau không khác biệt ý nghĩa về mặt thống kê ở độ tin cậy 95%.

Sau 48, 72 và 96 giờ thì 3 dòng N1, N3 và HN2 
bắt đầu lên men, đồng thời quá trình lên men diễn ra 
mạnh với sự gia tăng chiều cao cột khí cao nhất là 10,6 
mm ở dòng MO từ 1,7 mm tăng lên 12,3 mm sau 48 
giờ. Tuy nhiên, ở 24 giờ kế tiếp theo, sự gia tăng này 

giảm mạnh, chỉ tăng từ 0,3 mm đến 4,0 mm. Ở 96 giờ 
lên men, quá trình lên men bắt đầu yếu dần vì chiều cao 
cột khí tăng nhiều nhất là 3,7 mm ở dòng BM3, có thể 
là do hàm lượng ethanol và các sản phẩm sinh ra ức chế 
sự phát triển của vi khuẩn dẫn đến lượng khí CO2 thấp. 
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Hình 3. Chiều cao cột khí CO2 của 27 dòng vi khuẩn 
đã phân lập

Sau 120 giờ: Hầu hết các dòng vi khuẩn không 
sinh trưởng và lên men nữa, nên chiều cao cột khí 
gia tăng không đáng kể so với 96 giờ. Đặc biệt, dòng 
BM3 có sự gia tăng rất mạnh từ 3,7 mm ở 96 giờ lên 
18,7 mm ở 120 giờ.

Kết luận, chỉ có 14 dòng có khả năng lên men 
trong tổng số 27 dòng vi khuẩn đã phân lập. Tuy 
nhiên, sơ tuyển được 11 dòng có chiều cao cột khí cao 
hơn 7 mm là N1, MC3, BM2, BM3, RD, HM1, HM2, 
HM3, HT1, HT2 và MO, khác biệt có ý nghĩa thống 
kê ở độ tin cậy 95% so với các dòng còn lại (Hình 3).

3.3. Khảo sát khả năng chịu nhiệt của vi 
khuẩn được tuyển chọn

Từ 11 dòng vi khuẩn đã tuyển chọn với khả năng 
lên men mạnh, tiếp tục khảo sát khả năng chịu nhiệt 
của các dòng này. 

Bảng 4. Sự phát triển của các dòng vi khuẩn 
ở các mức nhiệt độ khác nhau

STT Ký hiệu dòng
Nhiệt độ (oC)

30 35 40 45 50
1 N1 + + - - -
2 MC3 + + + + +
3 BM2 + + + + +
4 BM3 + + + + +
5 RD + + + + +
6 HM1 + + + + +
7 HM2 + + + + +
8 HM3 + + - - -
9 HT1 + + - - -
10 HT2 + + - - -
11 MO + + + + +

Ghi chú:  (+): phát triển; (-): không phát triển.

 Ở nhiệt độ 30 và 35°C thì cả 11 dòng vi khuẩn 
đều phát triển tốt, tạo khuẩn lạc rõ ràng vì đây là 
khoảng nhiệt độ thích hợp cho sự phát triển của các 
dòng này. Tuy nhiên, khi gia tăng nhiệt độ lên 40°C 
chỉ có 7 dòng (MC3, BM2, BM3, RD, HM1, HM2 và 
MO) phát triển sau 72 giờ ủ, các dòng còn lại không 
chịu được nhiệt độ cao hay nói cách khác là bị ức chế 
ở nhiệt độ cao nên khuẩn lạc không phát triển. Khi 
nhiệt độ tiếp tục gia tăng thì có 7 dòng phát triển được 
ở nhiệt độ 50°C. So với kết quả nghiên cứu của Miah & 
cs. (2022) và Ndubuisi & cs. (2020) thì 7 dòng này có 
khả năng chịu nhiệt tốt hơn Bacillus amyloliquefaciens 
(phát triển ở 42°C) và Kluyveromyces marxianus, 
một vài dòng Saccharomyces cerevisiae và Pichia 
kudriavzevii (có khả năng lên men ethanol từ 40 
đến 45°C). Soleimani & cs. (2017) cho rằng ethanol 
sinh học nên được sản xuất bằng các vi khuẩn 
chịu nhiệt như Thermoanaerobacter mathranii, 
T. pseudoethanolicus và T. pentosaceus. Các vi khuẩn 
chịu nhiệt được xem là nhóm vi sinh vật ít có nguy 
cơ nhất vì có thể hoạt động trong môi trường muối, 
môi trường dinh dưỡng thấp và không bị tạp nhiễm 
bởi các vi sinh vật mesophilic.

 

Hình 4. Kết quả khảo sát khả năng chịu nhiệt 
của các dòng vi khuẩn

Như vậy, tuyển chọn được 7 dòng vi khuẩn 
MC3, BM2, BM3, RD, HM1, HM2, MO chịu được 
nhiệt độ 50°C. 

3.4. Đánh giá khả năng lên men các loại đường 
Sau khi đã tuyển chọn được 7 dòng vi khuẩn vừa 

có khả năng lên men vừa có khả năng chịu nhiệt tốt, 
đánh giá khả năng lên men 6 loại đường gồm 4 đường 
6-carbon (glucose, sucrose, lactose và galactose) và 
2 đường 5-carbon (xylose, arabinose) của các dòng 
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này. Kết quả lên men 6 loại đường sau 5 ngày được 
trình bày ở Bảng 5.

Đối với đường hexose thì 7 dòng đều có khả 
năng lên men đường đơn glucose và galactose. 
Đồng thời, chúng còn lên men được đường đôi 
sucrose nhờ enzyme invertase trong tế bào chuyển 
hóa sucrose thành glucose và fructose. Cả 7 dòng 
vi khuẩn có enzyme lactase nên phân giải được 
đường lactose. Đối với đường pentose thì chỉ có 2 
dòng vi khuẩn BM3 và RD là không phân giải được 
đường arabinose, các dòng còn lại đều lên men được 
đường pentose. Ethanol sinh học đầu tiên được sản 
xuất bởi quá trình lên men tinh bột và sucrose bởi 

vi khuẩn Zymomonas mobilis (Sánchez & Cardona, 
2008). Vi khuẩn Z. mobilis có khả năng lên men 
mạnh, tuy nhiên chỉ lên men được glucose, fructose 
và sucrose (Ostergaard & cs., 2000). Theo kết quả 
nghiên cứu của Rodrussamee & cs. (2011) thì nấm 
men chịu nhiệt Kluyveromyces marxianus có thể 
lên men nhiều loại đường gồm glucose, mannose, 
galactose, xylose, ngoại trừ đường arabinose. Như 
vậy, cả 5 dòng vi khuẩn có khả năng lên men nhiều 
loại đường hơn Z. mobilis và K. marxianus.

Kết luận, trong 7 dòng vi khuẩn thì chỉ có 5 dòng 
MC3, BM2, HM1, HM2 và MO là có khả năng lên 
men được 6 loại đường.

Bảng 5. Kết quả lên men 6 loại đường của vi khuẩn

Ký hiệu dòng Glucose Sucrose Lactose Galactose Arabinose Xylose
MC3 + + + + + +
BM2 + + + + + +
BM3 + + + + - +
RD + + + + - +

HM1 + + + + + +
HM2 + + + + + +
MO + + + + + +

Ghi chú: (+): Lên men; (-): Không lên men

3.5. Khảo sát đặc tính sinh lý và sinh hóa của 
vi khuẩn chịu nhiệt có khả năng lên men ethanol

Tiến hành một số phản ứng để xác định đặc tính 
sinh lý, sinh hóa của 7 dòng vi khuẩn có khả năng 
chịu nhiệt và lên men ethanol mạnh, từ đó chọn ra 
các dòng đại diện để định danh bằng kỹ thuật sinh 
học phân tử. Bảng 6 trình bày đặc tính của các dòng 
vi khuẩn đã tuyển chọn.

Kết quả cho thấy 7 dòng này có đặc tính giống 
nhau là oxidase (-), catalase (+) và gelatine (-), nhưng 

khác nhau ở khả năng thủy phân tinh bột và hoạt tính 
phân giải urea nên có thể phân chia thành 4 nhóm:

+ Nhóm 1: MC3, BM3 [tinh bột (+), urease (+)].
+ Nhóm 2: BM2, HM1 [tinh bột (+), urease (-)].
+ Nhóm 3: RD, HM2 [tinh bột (-), urease (+)].
+ Nhóm 4: MO [tinh bột (-), urease (-)].
 Tuy nhiên, dòng MO ở nhóm 4 có khả năng lên 

men mạnh và chịu nhiệt tốt. Vì thế, tuyển chọn dòng 
MO để định danh bằng kỹ thuật sinh học phân tử. 

Bảng 6. Đặc tính sinh hóa của 7 dòng vi khuẩn

Ký hiệu dòng Gram Oxidase Catalase Gelatine Tinh bột Urease
MC3 - - + - + +
BM2 - - + - + -
BM3 - - + - + +
RD + - + - - +

HM1 - - + - + -
HM2 - - + - - +
MO + - + - - -

Ghi chú: (-): âm tính, (+): dương tính
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3.6. Định danh dòng vi khuẩn được tuyển chọn
Theo kết quả giải trình tự (470 nucleotide) 

cho thấy dòng MO là Bacillus subtilis. Nhìn chung, 
Bacillus subtilis có thể biến dưỡng nhiều loại đường 
(Stulke và Hillen, 2000). Theo Kuan-Fu & cs. (2010), 
B. subtilis E20 có thể tăng trưởng ở khoảng nhiệt độ 
rộng từ 10 đến 50oC. Bên cạnh đó, B. subtilis có thể 

tổng hợp nhiều proteinase và vận chuyển chúng ra 
bên ngoài tế bào. Do đó, B. subtilis có thể được dùng 
để sản xuất cellulase nhằm phóng thích cellobiose 
và glucose từ phụ phẩm nông nghiệp. Các dòng 
B. subtilis tái tổ hợp có thể ứng dụng để sản xuất 
ethanol từ nhiều loại hydratecarbon giúp giảm giá 
thành ethanol (Susana & cs., 2007).

Bảng 7. Kết quả BLAST trên NCBI của dòng vi khuẩn MO

4. Kết luận
Phân lập được 27 dòng vi khuẩn từ 12 nguồn 

nguyên liệu như trái cây chín, mùn cưa, bã mía, rỉ 
đường, hoa cây ăn quả và mật ong. 

Trong 11 dòng vi khuẩn được sơ tuyển có biểu 
hiện khả năng lên men mạnh, trong đó có 7 dòng 
MC3, BM2, BM3, RD, HM1, HM2 và MO có thể 
phát triển ở nhiệt độ cao đến 50oC. Các dòng vi khuẩn 
MC3, BM2, HM1, HM2 và MO sử dụng được 6 loại 
đường (glucose, sucrose, lactose, galactose, arabinose 
và xylose), trong khi 2 dòng vi khuẩn BM3 và RD 
lên men được 5 loại đường (glucose, sucrose, lactose, 
galactose và xylose). Dòng MO được xác định là 
Bacillus subtilis.
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