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Tóm tắt. Nghiên cứu này nhằm khảo sát khả năng lên men BC trên nhiều loại nguyên liệu, ảnh 
hưởng của nguồn cơ chất và kiều ỉên men đến năng suất và chất lượng cellulose vi khuẩn. Kết quả 
thu được như sau:

- Có thể lên men sản xuất BC từ rỉ đường, nước mía, dịch thải trái cây. Chủng BC16 thích hợp 
cho cả 2 kiểu len men trên môi trường rỉ đường, BC17 với nước mía, BC18 với dịch trái cây.

- Khảo sát tính ồn định của giống cho thấy; Mật độ Cel' (mất khả năng tạo BC) tăng dần sau 
mồi đợt cấy chuyền và ngày càng chiếm ưu thế. Mật độ Cel' cao hơn trong môi trường không bồ 
sung ethanol.

- Ngoài hình dạng bên ngoài hoàn toàn khác nhau, độ chịu lực của BC nuôi cấy bề mặt cao 
hơn rất nhiều so với nuôi cấy chìm. Tuy nhiên khả năng giữ nước và ầm độ của BC nuôi cấy chìm 
cao hơn BC nuôi bề mặt.
Tỉc khỏa: Acetobacter xylinum, Bacterial Cellulose, BC.

1. Mở đầu

Cellulose vi khuẩn (Bacterial Cellulose - 
BC) do A c e to b a c te r  x y lỉn u m  tạo ra có nhiều 
ứng dụng trong các lĩnh vực khác nhau [1,2]. ở  
Việt Nam, nguồn cellulose vi khuẩn này chỉ 
được sản xuất từ nguồn nguyên liệu duy nhất ià 
nước dừa già. Nguồn nguyên liệu nước dừa già 
có số lượng hạn chế, chi có ờ một số địa 
phươiig phía Nam. Nguyên liệu nước dừa già 
hoàn toàn không đáp ứng cho sản xuất BC quy 
mô lớn và khó ứng dụng rộng rãi.

Nghiên cứu này nhằm khảo sát khả năng lên 
men BC trên nhiều loại nguyên liệu, ảnh hường
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của nguồn cơ chất và kiểu lên men đến năng 
suất và chất lượng cellulose vi khuẩn [3].

2. Vật liệu và phưong pháp

- Giống vi sinh vật: Các chùng A.xylinum 
có trong bộ sưu tập giống [4]

- Môi trường nuôi cấy: C ác m ôi trường 

được điều chế từ các nguồn nguyên liệu rỉ 
đường,nước mía, dịch trái cây phế thải, dịch 
chua đậu nành.

- Kiểu lên men: Nuôi cấy bề mặt trong các 
khay nhựa có kích thứơc 30x25x7cm, nhiệt độ 
phòng, pH=4,5. Nuôi cấy chìm ờ 2 điều kiện lắc 
(250 vòng/phút) và sục khí trong binh erlen 
1000 ml.
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- Nghiên cứu tính ổn định của giống; Tính 
ồn định cùa giống được nghiên cứu bằng 
phương pháp cải tiến Ben-Bassat [5]. Trong 
điều  k iện  n u ôi cấ y  bề mặt, m ôi trường được ủ ở  

48 giờ, thu nhận dịch huyền phù. Lớp màng 
ce llu lo se  d ù n g  để cấy  và o  m ô i trường m ới trong  

lần nuôi cấy kế tiếp. Quá trinh này lập lại 4 lần. 
Huyền phù tế bào sau mỗi lần chuyền được pha 
loãng trải trên môi trường thạch đĩa, ủ ờ 30°c. 
Sau khoảng thời gian đó, các khuẩn lạc 
A.xylinum được khảo sát kiểm tra ờ độ phóng 
đại 12 lần. Chọn lọc và đếm các thể đột biến 
C eĩ. Quá trình này cũng được áp dụng tương tự 
cho nuôi cấy lắc.

- Định lượng vi sinh vật bằng phương pháp 
đếm gián tiếp khuẩn lạc trên môi trường ửiạch đĩa

- Xác định khối lượng BC thô; sau khi thu 
hoạch để ráo nước hoàn toàn (30 phút) cân

. . f r, r . . .

trong lượng không đồi để xác định trọng lượng 
BCkhô.

- Xác định ẩm độ theo TCVN 4326-2001, 
ừo theo TK.AOAC 900-02, cellulose theo 
TCVN 4329-93

- Xác định độ ch ịu  lực th eo  TCVN 3 5 8 - 7 0 .

3. Kết quả và bàn luận

3. L Phản tích sơ bộ thành phau ìĩgĩỊyên liệu

Thành phần hoá học cơ bàn của các nguyên 
liệu thay thế nước dừa già sử dụng trong báo 
cáo này được trình bày tóm tắt qua bảng 1

Qua kết quả khảo sát sơ bộ, dựa vào nhu 
cầu đinh dường và các đăc điểm sinh lý cùa 
A .x y lin u m ,  cá c  nguồn nguyên liệu trên được sử  

dụng làm môi trường dinh dưỡng nuôi cấy, 
nhân giống và ỉên men thu nhận BC.trọng lượng tươi hoặc sấy ờ 105°c cho đến khi

Bảng 1. Một số thành phần hoá học cơ bản của các nguyên liệu thay thế nước dừa già

Ri đườn^ Nước mía
Đường tông: 52% 
Protein; 2,5%  
pH:7,5

Đường tông: 14% 
Đ ộk h o,°B x: 18,5 
pH: 5 ,3 __________

Phụ phâm dịch trái cây
Đường tông: 8,7%  
Đ ộ k h o ,“Bx: 15 
pH: 5 ,5 __________

Môi trường ri đường

Tiến hành phân lập và nhân giống trên mỏi 
trường rỉ đường để sơ tuyển chủng vi khuẩn 
phù hợp nguồn nguyên liệu ri đường. Kết quả 
sau 5 ngày nuôi cấy thu được như sau: Xét 2 
yếu tố mật độ tế bào và khả năng sản sinh 
cellulose, có 3 chủng phát triển nhanh. Đó là

các chủng A.xylỉnum BC16, BC25 và BC34. 
Mật độ tế bào 3 chủng này đạt hơn 45 triệu tế 
bào/ml và khả năng sản sinh BC cao. Trong 3 
chủng trên, thì A.xyỉinum BC16 và BC 34 có ưu 
thế trong cả lên men bề mặt và lên men chim 
(bảng 2).

Bảng 2. Tuyển chọn giống qua mật độ tế bào và sản lượng BC trên môi trường ri đường

Mật độ tế bào Lên men bê mặt (^'1) Lên men chìm (g/ỉ)
Tên chùng (triệu tế bào/ml) Sàn lượng BC tươi Sàn lưọTig BC khô Sàn lượng BC tươi Sàn lượng BC 

khô
BC7 12,81 Phát triên chậm sau 5 ngày, màng m òng
BC8 35,60 400 3,49 128 1,09
BC 16 46,90 810 7^ 1 515 4,59
BC17 40,54 450 3,55 Phát triển châm
BC18 40,07 380 3,45 210 1,78
BC 25 45,65 780 7,02 Không phát triển
BC 34 45,05 800 7 4 0 650 5,65
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Trên môi trưò*ng rỉ đường cả 3 chủng vi 
khuẩn A.xylinum BC16, BC25 và BC34 đều 
tạo BC tốt khi lên men bề mặt đạt trong lượng 
BC khô từ 7,02 đến 7,11 g BC khô/1 môi 
trường. Trong nuôi cấy chìm chi có chùng BC 
34 là tốt nhất đạt 5,10gBC khô /1 khi nuôi cấy 
lấc và 5,65 g/1 khi có sục khí.

M ô i trư ờ n g  n ư ớ c  m ía

Trên môi trường nước mía, các chủng khảo

sát đều phát triển tốt, cho mật độ tế bào sau 5 
ngày nuôi cấy khá cao và chênh lệch từ 32,80 
đến 48,20 triệu tế bào /ml. Vi vậy chúng tôi sử 
dụng cả 7 chủng để khảo sát thử nghiệm trên 
môi trường nước mía. Ket quả bàng 3 cho thấy, 
cả 7 chủng đều phát triển nhanh và sàn sinh BC 
cao theo kiểu lên men bề mặt. Với kiểu lên men 
chìm chi có 1 chủng đựợc ghi nhận là 
A.xylinum BC 17.

Bảng 3. Tuyền chọn giống qua mật độ tế bào và sàn lượng BC trên môi trường nước mía

Tên chủng Lên men chim (g/1)
(triệu tế bào/ml) Sàn lượng BC 

tươi
Sàn lượng BC 
khô

Sàn lượng BC 
tươi

Sản lượng BC  
khô

BC7 32,80 Phát triên châm
BC8 40,58 740 6,70 Không phát triên
BC16 45,95 725 6,66 90 0,70
BC17 45,05 810 7,12 480 4,30
BC18 48,20 755 6.85 360 3,20
BC25 41,76 750 6,85 186 1,25
BC34 42,85 750 6,85 Không phát triên

M ô i trư ờ ỉĩg  tậ n  d ụ n g  p h ụ  p h ẩ m  tr á i  c â y

Nghiên cứu này nhằm việc lên men sàn xuất 
BC từ nguồn nguyên liệu phụ phẩm trái cây, cụ 
thể là nước ép mắt dứa và phụ phẩm xoài -  dứa 
từ quy trình sàn xuất xoài -  dứa đóng hộp của 
nhà máy chế biến thực phẩm Phat-Sin (Bình 
Dương) bằng các phương pháp lên men khác nhau.

Tuyển chọn nhanh các chủng vi khuẩn 
A.xylinum BC7, BC8, BC16, BC17, BC18, 
BC25, BC34 trên môi trường dịch trái cây, 
chúng tôi sàng lọc được 4 chùng sản sinh 
cellulose trẽn môi trường dịch trái cây. Đó là 
các chùng A.xylinum BC16, BC17, BC25, 
BC28. Sản lượng BC thu được từ 2 môi trường

dịch trái cây MTl và MT2 với các kiểu lên 
men bề mặt, lắc và sục khí thể hiện qua bảng 4.

So sánh với các môi trường ỉchác (nước dừa 
già, ri đường, nước mía), rõ ràng sản lượng BC 
thu được từ các môi trường phụ phẩm trái cây 
chi đạt khoảng 70%-80% (với A.xylinum BC25 
là chủng cho hiệu quả cao nhất).

Tuy nhiên việc sử dụng nguồn phụ phẩm 
này còn có ý nghĩa giải quyết ô nhiễm môi 
trường. Sản lượng BC không cao cũng còn do 
khâu tuyển chọn giống chưa đầy đù. Trong giới 
hạn của bài báo, chúng tôi chỉ dừng lại ở mức 
thăm dò ban đầu.

Bảng 4. Sản lượng BC thu được từ môi trường phụ phẩm ừái cây (g/l)

Chùng
Môi trường măt dứa M Tl Môi trường phụ phẩm xoài dứa MT2
Bê măt Lãc Sue khí Bê măt Lăc Sue khí
BC BC BC BC BC BC BC BC BC BC BC BC
tươi khô tươi khô tươi khô tươi khô tươi khô tươi khô

BC16 498 4,35 0,00 0,00 0,00 0,00 400 3,50 0,00 0,00 0,00 0,00
BC17 532 4,89 308 2,79 485 4,28 406 3,52 325 2,85 450 4,13
BC25 650 5,66 455 4,15 520 4,92 572 5,15 396 3,2 445 4,10
BC28 480 4,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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3.2, Nghiên cứu tính ổn định của các chùng 
A.xylinum được sàng lọc trên môi ừường ri 
đường theo các kiểu nuôi cấy

Trờ ngại chính gặp phải trong nuôi cấy 
chìm, A.xylinum-ohnng giống sản sinh cellulose 
có khuynh hướng trở lại dạng đột biến không 
sản sinh cellulose (ký hiệu CeP). Các thể này là 
một đậc điểm sinh học của A.xyỉinum đã được 
nhiều tác giả đề cập đến [5

Nuôi cầy bề mặt

Khảo sát trên môi trường ri đường bằng 
kiểu nuôi cấy bề mặt đều không có ảnh hưởng 
tác động nào đáng kể đến sự hình thành các thể 
C eĩ . Trong toàn bộ các đọt cấy chuyền nuôi 
cấy bề mặt hòan toàn không thu nhận được 
dạng Cel' nào.

Nuôi cấy chìm

Bàng 5. Mật độ Cel' sau các đợt cấy chuyền (%

Lân cây chuyên Chùng Nuôi cây lăc Nuôi cây sục khí
BC 16 15 5,5

1 BC25 25 28
BC34 10 15
BC 16 20 10

2 BC25 38 40
BC34 15 17
BC 16 28 15,5

3 BC25 80 58,5
BC34 30,5 30

Mật độ Cel' tăng dần sau mỗi đọt cấy 
chuyền. Khi mật độ Cel' tăng, dẫn đến sự sinh 
trường và phát triển của Cel' chiếm ưu thế. 
Giữa 2 kiểu nuôi cấy lắc và sục khí cũng có sự 
khác nhau về mật độ Cel' của cùng một chủng 
giống. Trong 3 chủng khảo sát, B C Ỉ6 có mật độ 
Cel' xuất hiện sau các đọt nuôi cấy là thấp nhất.

Khảo sát chủng BC16 trên môi trường rỉ 
đường bằng kiểu nuôi cấy lắc, giữa 2 môi 
trường có và không có bổ sung ethanol, xu 
hướng gia tăng mật độ Cel’ ở môi trường không 
có ethanol (sau lần cấy chuyền thứ 4 mật độ 
C eĩ trên môi trường có bồ sung ethanol là 18 
%, trên môi trường không bổ sung ethanol là 
25%). về mặt lý thuyết các tế bào Cel' thưòmg 
xuất hiện ở điều kiện nuôi cấy chìm và khi nuôi 
cấy trên môi trường quen thuộc. Trong một số

nghiên cứu của một số nhóm tác giả đều có kết 
luận chung về sự có mặt ethanol từ 2-5% làm 
táng hiệu suất lên men cellulose vi khuẩn [6]. 
Mật độ Cel’ giảm ở môi trường có ethanol chi 
phối đến năng suất lên men BC.

3.3. Khảo sát một sẻ  tỉnh chất BC

Nhằm đa dạng các sản phẩm BC phù hợp 
hướng ứng dụng, chúng tôi tạo 4 dạng sản 
phẩm BC t ừ 2 kiểu nuôi cấy bề mặt (S-BC) và 
nuôi cấy chìm (A-BC).

Một số hình ảnh và đặc tính của 4 dạng sản 
phẩm S-BC (BC nuôi cấy bề mặt) và A-BC (BC 
nuôi cấy chìm) được thể hiện qua hình 1, bảng 
6.
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Bảng 6. Đặc tính sản phẩm BC

STT Sản phâm BC Độ chịu lực Độ hút nước Cellulose Tro (%) 
(Kích thước) (N/cm^) (g nước/g

cellulose

Hình 1 
Hình ảnh sản phẩm BC

Màng
1 S-BC 48,10^

(20cmx25cm)
45 68 0,05

Miếng nhò 
2 S-BC 48.10'

(5mm x3-5mm)
36 68 0,05

Hạt nhò 
A-BC  
(1-1,5 mm)

Bột, Sợi 
A-BC  
(4-5 mm)

36.10'

36.10'

120

115

61

61

0,04

0,04
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Phương pháp tạo 4 dạng sản phẩm BC như
sau:

- BC dạng màng: Màng S-BC sau xử lý, sấy 
(ẩm độ từ 10-15%), khử trùng 121^c - 20 phút,

- BC dạng miếng nhò: Màng S-BC cắt 
thành miếng nhỏ kích thước 2x2cm, sau xử lý, 
sấy (ẩm độtìr 10-15%), khửừùng 121°C-20 phút.

- BC dạng hạt nhỏ: Hạt A-BC sau xử lý, sấy 
(ầm độ từ 10-15%), khử trùng 121°c - 20 phút.

- BC dạng sợi, bột: Sợi A-BC sau xử lý, sấy 
phun. Quá trinh sấy phun thực hiện trên máy 
Mini Spray Dryer -  Yamoto với các thông số 
phù họp qua thăm dò (Lưu lượng dịch phun: 2 
cmVs, áp suất phun: 2 kg/cm^, nhiệt độ vào: 
150"c, nhiệt độ ra: 80"c).

4. Kết luận

- Có thể lên men sản xuất BC từ rỉ đường, 
n ư ớc m ía, d ịch  thải trái cây . C hùng B C 1 6  th ích  
hợp cho cả 2 kiểu lên men trên môi trường rỉ 
đường. BC17 với nước mía, BC18 với dịch ừái cây.

- Khảo sát tính ổn định của giống cho thấy: 
Mật độ Cel' (mất khả năng tạo BC ) tăng dần 
sau mỗi đợt cấy chuyền và ngày càng chiếm ưu 
thế. Mật độ Cel' cao hơn trong môi trường 
không bổ sung ethanol.

- Ngoài hinh dạng bên ngoài khác nhau, độ 
chịu lực của BC nuôi cấy bề mặt (S-BC) cao 
hơn rất nhiều so với nuôi cấy chim (A-BC).

Tuy nhiên khả năng giữ nước và ẩm độ cùa A- 
BC cao hơn S-BC.
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The bacterial cellulose (BC) produced by Acetobacter xylinum has many applications in different 
fields. This study focused on the BC production by using different raw materials, on detecting the 
ability o f BC production and on the yield of BC sừains such as BC16, BC17, BC18 by using the 
culture of different fermentations. We also investigated the mechano-physical characteristics of BC. 
The studies related to the quality of BC show that the tensile strength of BC obtained by static culture 
is much higher than that obtained by submerged fermentation. However, the water absorption ability 
and humidity of the latter is higher than that of the fonner.


