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TÓM TẮT 

Mục đích của nghiên cứu này là tuyển chọn và định tên loài chủng vi khuẩn lactic có khả năng sinh cellulase 

ngoại bào cao và xác định một số điều kiện nuôi cấy ảnh hưởng đến khả năng sinh cellulase của chủng được tuyển 

chọn. Từ 120 chủng vi khuẩn lactic được phân lập từ một số thực phẩm lên men truyền thống (cà muối, dưa muối và 

nem chua) đã tuyển chọn 40 chủng có khả năng sinh cellulase ngoại bào trong đó 10 chủng có đường kính vòng 

phân giải cao từ 11 - 15 mm. Chủng DP4.8 có khả năng sinh cellulase cao nhất tiếp tục được nghiên cứu ảnh hưởng 

của một số yếu tố như nồng độ cơ chất carboxymethyl cellulose (CMC), nhiệt độ, thời gian nuôi cấy đến khả năng 

sinh tổng hợp cellulase. Kết quả cho thấy với nồng độ CMC 1,0%, nhiệt độ nuôi cấy 37
o
C và thời gian nuôi cấy 36 h 

cellulase của chủng DP4.8 được sinh ra mạnh nhất. Ngoài ra, chủng DP4.8 đã được phân tích trình tự gen pheS, so 

sánh với các loài trong ngân hàng gen BCCM/LMG của Trường đại học Ghent (Bỉ) và ngân hàng trình tự nucleotit 

quốc tế (EMBL) cho thấy chủng này thuộc loài Lactobacillus rossiaes.  

 Từ khóa: Cellulase, vi khuẩn lactic, định tên loài, pheS gen. 

Selection, Identification and Determination of Some Cultural Conditions  
Affecting Cellulase Production of Lactic Acid Bacteria 

ABSTRACT 

 The purposes of this study were to select and identify species of lactic acid bacteria (LAB) capable of producing 

high extracellular cellulase and to determine some cultural conditions affecting cellulase production of selected 

strains. Forty strains producing extracellular cellulase were selected from 120 LAB strains isolated from some 

traditional fermented foods. Of 40 strains producing extracellular cellulase, 10 strains produced cellulase with high 

enzyme activities with diameter of substrate hydrolyzing zone  reaching from 11 to 15 mm. DP4.8 strain with highest 

cellulase productivity was further investigated on the effect of some culture conditions such as carboxymethyl 

cellulose (CMC) concentration, cultural temperature, cultural time on producing cellulase. Results showed that CMC 

concentration  of 1.0%, culture temperature at 37
o
C, and culture time (36h) were the best conditions for producing 

cellulase. In addition, DP4.8 strain was analysed by pheS gene sequencing and compared with the known sequence 

database in EMBL and BCCM/LMG collection of Ghent University, Belgium. This strain was identified to be 

Lactobacillus rossiaes.  

Keywords: Cellulase, lactic acid bacteria, identification, pheS gene. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Thành phæn chính cûa thành tế bào thực 

vêt là cellulose, hemicellulose và lignin trong đó 

cellulose chiếm tî lệ cao nhçt (Han et al., 2003). 

Sinh khối khô trung bình chứa 23% lignin, 40% 

cellulose và 33% hemicellulose (Sa-Pereira et 

al., 2003). Cellulase là enzyme đþợc dùng để 

chuyển cellulose tÿ hợp chçt có phân tử lþợng 
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cao, hệ số hçp thu kém, giá trð thþơng phèm 

thçp thành sân phèm mới có hệ số hçp thu cao 

hơn, giá trð thþơng phèm tốt và có khâ nëng ứng 

dýng rộng rãi. Cellulase đþợc sử dýng phổ biến 

trong công nghệ xử lý môi trþờng (Zahangir et 

al., 2005), dệt may (Ali & Saad, 2008), sân xuçt 

thức ën chën nuôi (Chandara et al., 2005), chế 

biến thực phèm (Ramesh et al., 2011).  

Enzyme đþợc sân xuçt tÿ nhiều nguồn 

khác nhau nhþng vi sinh vêt là nguồn tài 

nguyên phong phú, thích hợp nhçt để sân xuçt 

enzyme ở quy mô công nghiệp. Nghiên cứu về 

cellulase và ứng dýng mới chî têp trung vào đối 

tþợng chính là nçm (Ali & Saad, 2008; Ahamed 

& Vermette, 2008; Camossola & Dillon, 2007) 

và vi khuèn Bacillus (Samley Man & Nguyen 

Thi Thanh Thuy, 2017; Kondakindi et al., 

2017) mà chþa có nhiều nghiên cứu hþớng đến 

nhóm vi khuèn lactic. Đây là một nguồn thu 

enzyme tÿ vi sinh vêt có þu thế đặc biệt khi 

ứng dýng vào các ngành sân xuçt thực phèm 

và đồ uống lên men nhþ sân xuçt bia, rþợu hay 

trong việc sân xuçt các chế phèm dùng trong 

chën nuôi. 

Đðnh tên bþớc đæu có thể cho biết cellulase 

đþợc sinh ra tÿ loài nào, nhóm nào và dễ dàng 

ứng dýng chúng hơn. Trþớc đåy, việc phân loäi 

vi sinh vêt theo phþơng pháp truyền thống dựa 

vào các đặc điểm hình thái, đặc tính sinh lý và 

sinh hóa, hoặc có thể xác đðnh trình tự gen 16S 

rRNA (Nguyen et al., 2010). Các đặc trþng này 

đôi khi cüng bộc lộ những hän chế, nhiều trþờng 

hợp phâi đðnh läi tên phân loäi cûa một số vi 

sinh vêt, đặc biệt đối với vi khuèn lactic là một 

nhóm có nhiều giống và thêm chí trong một 

giống cüng có sự đa däng lớn về loài (Schleifer et 

al., 1995). Trong thời gian gæn đåy, một đoän 

gen pheS ngín (382 - 455 bp) mã hoá cho 

protein phenylalanyl - tRNA synthase có tác 

dýng xúc tác cho việc chuyển phenylalanine đến 

tRNA tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

protein đþợc quan tâm nhþ một ứng cử viên 

tiềm nëng trong xác đðnh mối quan hệ phát sinh 

loài hơn là sử dýng gen 16S rRNA (Naser et al., 

2007). Sử dýng gen pheS cho tî lệ khác nhau lớn 

và giúp phân biệt rõ các loài gæn nhau trong 

nhóm vi khuèn lactic hơn là gen 16S rRNA 

(Naser et al., 2007; De Bruyne et al., 2008; 

Scheirlinck et al., 2007). Gen PheS đã đþợc 

nhiều nghiên cứu sử dýng nhþ xác đðnh các loài 

thuộc giống Lactobacillus (Naser et al., 2007), 

nghiên cứu sự đa däng cûa vi khuèn lactic trong 

nem chua (Nguyen et al., 2013), nghiên cứu sự 

đa däng các loài vi khuèn lactic trong phomat 

(Van Hoorde et al., 2008).  

Mýc đích nghiên cứu này tuyển chọn chûng 

vi khuèn lactic có khâ nëng sinh cellulase cao 

và xác đðnh một số điều kiện môi trþờng nuôi 

cçy để chúng cho hoät tính tốt. Trình tự gen 

pheS, một trong những gen tiềm nëng trong xác 

đðnh mối quan hệ phát sinh loài cûa vi khuèn 

lactic đã đþợc sử dýng để xác đðnh loài cûa 

chûng tuyển chọn. Những kết quâ nghiên cứu 

này là cơ sở cho nghiên cứu tiếp theo ứng dýng 

chûng này trong công nghệ sân xuçt thực phèm 

và trong chën nuôi. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Vật liệu 

2.1.1. Các chủng vi khuẩn 

120 chûng vi khuèn lactic đþợc cung cçp tÿ 

phòng thí nghiệm trung tâm - Khoa Công nghệ 

thực phèm, Học viện Nông nghiệp Việt Nam. 

Các chûng này đþợc phân lêp tÿ một số thực 

phèm lên men truyền thống (cà muối, dþa muối, 

nem chua). 

2.1.2. Môi trường nghiên cứu 

Môi trþờng MRS dðch thể dùng để nuôi cçy và 

hoät hóa các chûng vi khuèn lactic (g/l): Glucose - 

20,0; NaH2PO4 - 2,0; CH3COONa - 5,0; Cao thðt - 

10,0; C6H17N3O7 - 2,0; Pepton - 10,0; MgSO4.7H2O 

- 0,1; Cao nçm men - 5,0; MnSO4.4H2O - 0,05; 

Tween 80 - 1,0 ml; Nþớc cçt vÿa đû - 1 lít; pH 6,5; 

khử trùng 1210C/15 phút.  

Môi trþờng CMC (g/l) với nồng độ CMC 

0,1% để xác đðnh khâ nëng sinh cellulase (g/l): 

Thäch 17,0 g/l, CMC (carboxymethyl cellulose) 

1,0 g/l; Nþớc cçt vÿa đû - 1 lít; pH 7; khử trùng 

121oC/15 phút. 
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm 1. Xác định khâ năng sinh 

cellulase ngoại bào  

Khâ nëng sinh cellulase ngoäi bào đþợc xác 

đðnh bìng phþơng pháp đýc lỗ thäch trên môi 

trþờng có bổ sung cơ chçt tþơng ứng 

carboxymethyl cellulose (CMC) (Nguyễn Lân 

Düng và cs., 1976). Chûng vi khuèn lactic đþợc 

hoät hóa trong môi trþờng MRS lỏng. Sau 48 h 

nuôi ở 30ºC, lçy dðch nuôi vi khuèn lactic đem ly 

tâm với tốc độ 6.000 vòng/phút trong 30 phút, ở 

4ºC. Sau đó thu lçy dðch ly tâm. Đýc lỗ thäch có 

đþờng kính 7 mm trên đïa petri cûa môi trþờng 

CMC. Nhỏ 0,1 ml dðch ly tâm cûa mỗi chûng đã 

thu đþợc vào lỗ thäch, sau đó đặt ở 4ºC trong 2 h 

để dðch ly tâm khuếch tán đều vào trong thäch. 

Đïa thäch đþợc đặt ở tû đðnh ôn 30ºC trong 48 h để 

lþợng dðch trong lỗ thäch thûy phån cơ chçt, tiếp 

đó đïa thäch đþợc nhuộm màu bìng dung dðch 

lugol 5%. Hoät tính enzyme đþợc đo bìng đþờng 

kính vòng phân giâi cơ chçt xung quanh lỗ thäch, 

tức D - d. Trong đó, D là đþờng kính vòng phân 

giâi (mm), d là đþờng kính lỗ thäch (7mm).  

Thí nghiệm 2. Xác định ânh hưởng của một 

số điều kiện nuôi cấy đến khâ năng sinh 

cellulase ngoại bào của chủng tuyển chọn  

Chûng có khâ nëng sinh cellulase cao tiếp 

týc đþợc nghiên cứu ânh hþởng cûa một số điều 

kiện nuôi cçy đến khâ nëng sinh cellulase 

Thí nghiệm 2.1. Xác định ânh hưởng của 

nguồn cơ chất carboxymethyl cellulose (CMC) 

Chûng vi khuèn lactic đã tuyển chọn có khâ 

nëng sinh cellulase cao là kết quâ cûa thí 

nghiệm 2 đþợc nuôi cçy trên môi trþờng MRS có 

bổ sung cơ chçt CMC ở nồng độ khác nhau nhþ 

theo nghiên cứu cûa Shaikh et al. (2013). Môi 

trþờng 1, 2, 3, 4 læn lþợt bổ sung 0,5%, 1,0%, 

1,5%, 2,0% cơ chçt CMC tþơng ứng, nuôi ở nhiệt 

độ 30oC trong 48 h, xác đðnh khâ nëng sinh 

cellulase nhþ thí nghiệm 1. 

Thí nghiệm 2.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

nuôi cấy 

Các chûng vi khuèn lactic đþợc tuyển chọn 

đem nuôi cçy trên môi trþờng MRS chứa nguồn 

cơ chçt CMC thích hợp ở thí nghiệm trên, với 

các nhiệt độ 30, 37, 44, 51oC (Nguyễn Thð Thu 

và cs, 2018), sau 48 h nuôi, xác đðnh khâ nëng 

sinh cellulase nhþ thí nghiệm 1. 

Thí nghiệm 2.3. Xác định ânh hưởng của 

thời gian nuôi cấy 

Chûng vi khuèn lactic đã tuyển chọn đþợc 

nuôi cçy trên môi trþờng chứa nguồn cơ chçt 

CMC và nhiệt độ thích hợp (kết quâ nghiên cứu 

thí nghiệm trþớc) täi thời gian 12, 24, 36, 48 h, 

(Nguyễn Thð Thu và cs., 2018), xác đðnh khâ 

nëng sinh enzyme ngoäi bào ở các thời gian nuôi 

cçy khác nhau. 

2.2.2. Phương pháp phân tích 

Phân tích trình tự gen pheS cho việc xác 

đðnh loài vi khuèn lactic sinh cellulase cao  

Phþơng pháp xác đðnh trình tự gen pheS 

đþợc dùng để xác đðnh loài cûa chûng có khâ 

nëng sinh enzyme cellulase cao nhçt nhþ miêu 

tâ cûa Nguyen et al. (2013). 

Tách chiết DNA  

Chûng sinh cellulase mänh nhçt đþợc mã 

hóa R-42472 (DP4.8) và DNA genomic cûa 

chûng đþợc tách chiết theo phþơng pháp cûa 

Gevers et al. (2001).  

Chçt lþợng và độ tinh säch DNA đþợc kiểm 

tra bìng cách đo quang phổ ở bþớc sóng 234, 260 

và 280 nm (SpectraMax Plus384, Molecular 

Devices, California, USA) và điện di trên gel 1,0% 

w/v agarose trong 45 phút ở điện thế 75V cûa 

5,0 μL DNA trộn với 2,0 μL loading dye (4,0 g 

sucrose và 2,5 mg bromophenol blue hòa tan trong 

6,0 mL đệm TE). Marker đþợc sử dýng là 

SmartLadder, Eurogentec, Searing, cûa Bî.  

 Khuếch đại PCR cho giâi trình tự gen pheS  

Đoän gen pheS đþợc nhân lên với mồi xuôi là 

PheS-21-F (5′-CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3′) 

và mồi ngþợc PheS-22-R (5′-

CCWARVCCRAARGCAAARCC-3′) (De Bruyne 

et al., 2008). Phân ứng đþợc tiến hành với DNA 

pha loãng (OD = 1,0). Thể tích PCR cûa 50 μl 

gồm 5,0 μl cûa 10x PCR buffer (15 mM MgCl2), 

5,0 μl deoxynucleoside triphosphates (2 mM cûa 

mỗi loäi dNTP), 0,5 μL cûa mỗi mồi (50 μM), 1 

μL Taq polymerase (1U μl-1), 37 μL nþớc cçt và 1 
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μl cûa dung dðch DNA. Sử dýng máy GenAmp 

PCR 9600 thermocycler (Applied Biosystem). 

Chu trình nhiệt bao gồm (1) 5,0 phút ở 95oC, (2) 

3 chu trình 1,0 phút ở 95oC + 2,0 phút 15 giây ở 

46oC + 1,0 phút 15 giây ở 72 oC, 30 chu trình 35 

giây ở 95oC + 1,0 phút 15 giây ở 46oC + 1,0 phút 

15 giây ở 72oC, (4) cuối cùng 7,0 phút 72oC (De 

Bruyne et al., 2008). Sân phèm PCR đþợc kiểm 

tra bìng cách lçy 5 μl sân phèm PCR với 2,0 μl 

cûa loading dye, điện di trên gel agarose 1,0% ở 

75V trong 45 phút. Marker sử dýng là 

SmartLadder, Eurogentec, Searing, Bî. Sau khi 

kiểm tra nếu sân phèm PCR có kích thþớc đúng 

nhþ kích thþớc cûa đoän gen pheS sẽ đþợc tinh 

säch nhờ hệ thống màng lọc Nucleofast 96 PCR 

(Macherey - Nagel). Để giâi trình tự gen pheS 

sân phèm PCR vÿa tinh säch ở trên sẽ đþợc 

chäy PCR læn thứ hai. Thể tích PCR là 10 μl 

gồm 3,0 μl sân phèm PCR đã đþợc tinh säch, 

1,857 μl nþớc cçt, 1,857 μl dung dðch đệm chäy 

trình tự, mồi 3,0 μl (4,0 μM) mồi pheS 21F và 

mồi pheS 21R tách biệt, Bigdye 0,286 μl. 

Chþơng trình nhiệt gồm 30 chu trình 15 giây ở 

96oC + 1,0 giây ở 35oC + 4,0 phút ở 60oC. Sau đó 

10 μl sân phèm PCR cho mồi xuôi và 10 μl sân 

phèm PCR cho mồi ngþợc đþợc chuyển vào 2 

giếng cûa đïa 96 giếng và thêm 45 μl sung dðch 

SAM, 10 μl XTerm. Giâi trình tự đþợc thực hiện 

nhờ máy ABI PRISM 3100 (Applied Biosystem) 

(Nguyen et al., 2013).  

Phân tích trình tự gen pheS và xác định loài  

Số liệu trình tự thô đþợc chuyển đến 

AutoAssemble 1.40 (Applied Biosystem), trình tự 

liên týc cûa gen pheS đþợc xác đðnh bìng chþơng 

trình Bionumeric 5.1 (Applied Maths). Giá trð 

tþơng đồng cûa loài và cây phân loäi đþợc täo ra 

dựa vào phþơng pháp neighbourjoining và 

maximum- parsimony (Saitou et al., 1987). Trình 

tự gen so sánh với các loài trong ngân hàng gen 

BCCM/LMG cûa Đäi học Gent (Gent, Bî), so sánh 

chuỗi DNA này với ngân hàng trình tự nucleotit 

quốc tế (EMBL) và thực hiện nhờ sử dýng chþơng 

trình FASTA để xác đðnh loài có mối liên quan 

gæn nhçt đã biết cûa trình tự trong phæn gen 

pheS (Nguyen et al., 2013). 

3. KẾT QUÂ VÀ THÂO LUẬN 

3.1. Tuyển chọn các chủng có khâ năng 

sinh cellulase 

Tiến hành nuôi 120 chûng vi khuèn lactic 

trên môi trþờng MRS lỏng trong 48 h ở 30ºC. 

Khâ nëng sinh cellulase đþợc đánh giá qua 

đþờng kính vòng phân giâi cơ chçt. 

Bâng 1. Các chủng vi khuẩn lactic có khâ năng sinh cellulase ngoại bào 

STT Nguồn phân lập Ký hiệu chủng Số lượng chủng 
Chủng có khả năng sinh  

cellulase ngoại bào 

1 Dưa muối DM4.1 - DM4.40 40 15 

2 Cà muối DC4.1 - DC4.40 40 11 

3 Nem chua DP4.1- DP4.40 40 14 

Tổng   120 40 

Bâng 2. Các chủng vi khuẩn lactic có đường kính vòng phân giâi cơ chất CMC lớn  

STT 
Ký hiệu 
chủng 

Đường kính vòng  
phân giải (D-d)mm 

STT Ký hiệu chủng 
Đường kính vòng  
phân giải (D-d)mm 

1 DM4.38 11,0 6 DC4.3 13,9 

2 DP4.2 12,4 7 DM4.26 14,0 

3 DC4.11 12,9 8 DC4.17 14,4 

4 DP4.39 13,2 9 DM4.35 14,8 

5 DC4.21 13,5 10 DP4.8 15,0 

Ghi chú: Chủng DP4.8 có khâ năng sinh cellulase ngoại bào với đường kính vòng phân giâi cao nhất tiếp tục được nghiên cứu 

sâu hơn về ânh hưởng của một số điền kiện nuôi cấy đến khâ năng sinh cellulase. 
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Kết quâ chî ra trong 120 chûng có 40 chûng 

có khâ nëng sinh cellulase ngoäi bào (Bâng 1), 

trong đó 10 chûng có đþờng kính vòng phân giâi 

cơ chçt CMC cao đät tÿ 11 - 15 mm (Bâng 2).  

Theo nghiên cứu cûa Đào Thð Lþơng và cs. 

(2010) đã chî ra đþờng kính vòng phân giâi 

cellulase cûa vi khuèn lactic đþợc phân lêp tÿ cỏ, 

ngô, nþớc bún là tÿ 8,0 - 12 mm. Khâ nëng sinh 

cellulase ngoäi bào cûa các hai nghiên cứu có khác 

nhau, điều này có thể lý giâi là do nguồn phân lêp 

vi khuèn lactic khác nhau nên khâ nëng sinh 

enzyme cûa chúng cüng khác nhau.  

3.2. Xác định ânh hưởng của một số điều 

kiện nuôi cấy đến khâ năng sinh cellulase 

ngoại bào của chủng được tuyển chọn 

3.2.1. Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất CMC 

đến khả năng sinh cellulase 

Một số nghiên cứu đã chî ra rìng CMC 

thþờng đþợc chọn làm cơ chçt bổ sung vào môi 

trþờng nuôi cçy các chûng vi khuèn để kích 

thích tëng tiết cellulase trong quá trình nuôi 

cçy (Shaikh et al., 2013; Arijit et al., 2010, Ngô 

Tự Thành và cs., 2009). Chính vì vêy, bài báo 

này đã nghiên cứu ânh hþởng cûa nồng độ cơ 

chçt CMC đến khâ nëng sinh cellulase cûa 

chûng DP4.8. Kết quâ thu đþợc trình bày täi 

bâng 3 và hình 1. 

Chûng DP4.8 khi nuôi cçy trên môi trþờng 

2 là môi trþờng MRS có bổ sung 1,0% cơ chçt 

CMC cho hoät tính celllulase cao nhçt thể hiện 

qua đþờng kính vòng phân giâi cơ chçt đät 16,5 

mm, tiếp đó môi trþờng 1 có bổ sung 0,5% CMC 

(16 mm), sau đó đþờng kính vòng phân giâi 

giâm dæn khi tëng nồng độ cơ chçt CMC tÿ 1,5% 

(11 mm) và 2,0% (10 mm).  

Kết quâ này cüng tþơng tự nhþ một số kết 

quâ nghiên cứu trþớc đó cûa Ngô Tự Thành và 

cs. (2009), hoät tính cellulase trong muôi trþờng 

nuôi cçy vi khuèn tëng khi môi trþờng có bổ 

sung CMC 1,0%. Ngoài ra, Shaikh et al. (2013) 

cüng đã cho thçy chûng vi khuèn CDB30 có 

hoät tính enzyme cellulase cao nhçt khi môi 

trþờng có bổ sung nồng độ cơ chçt 1,0%, sau đó 

giâm dæn ở 1,5%. 

Nhþ vêy, để tëng lþợng enzyme sinh ra 

trong môi trþờng nuôi cçy có thể bổ sung nồng 

độ cơ chçt vào môi trþờng nuôi cçy nhþng chî 

nên bổ sung ở một nồng độ thích hợp nếu không 

chúng cüng là nguyên nhån ức chế sự hình 

thành enzyme.  

3.2.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy đến 

khả năng sinh enzyme ngoại bào 

Nhiệt độ nuôi cçy là yếu tố quan trọng ânh 

hþởng đến sinh trþởng và phát triển cûa vi sinh 

vêt nói chung, cûa vi khuèn lactic nói riêng và  

Bâng 3. Ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy đến khâ năng sinh enzyme  

ngoại bào của các chủng vi khuẩn lactic được tuyển chọn 

Yếu tố điều kiện môi trường Giá trị khác nhau Đường kính vòng phân giải (D-d)mm 

Nồng độ cơ chất CMC (%) 0,5 16 

1,0 16,5 

1,5 11 

2,0 10 

Nhiệt độ (ºC) 30 17 

37 18 

44 12 

51 10,2 

Thời gian nuôi cấy (h) 24 18,5 

36 19 

48 18 

52 12,5 
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A     B      C 

Hình 1. Ảnh hưởng của một số điều kiện nuôi cấy đến khâ năng sinh  

cellulase ngoại bào của các chủng DP4.8 

Ghi chú: A. Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất CMC 1. 0,5%; 2. 1,0%; 3. 1,5%; 4. 2,0%; B. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy 1. 

300C; 2. 370C; 3. 440C; 4. 510C; C. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 1. 24 h; 2. 36 h; 3. 48 h; 4. 52 h. 

sự täo thành enzyme cûa chúng. Nhiệt độ nuôi 

cçy quá cao hay quá thçp đều có thể gây ức chế 

các enzyme, làm đình trệ phân ứng trao đổi chçt 

và do đó ânh hþởng đến quá trình sinh trþởng 

và phát triển cûa vi khuèn. Vì vêy, để tìm ra giá 

trð nhiệt độ thích hợp cho sự phát triển và khâ 

nëng sinh enzyme cûa vi khuèn lactic, chúng tôi 

tiến hành nghiên cứu ânh hþởng cûa nhiệt độ 

tới khâ nëng sinh enzyme. Kết quâ bâng 3 và 

hình 1 cho thçy, khoâng nhiệt độ thích hợp nhçt 

cho chûng DP4.8 sinh cellulase là ở nhiệt độ 

37oC (đþờng kính vòng phân giâi 18   mm). Nuôi 

cçy ở nhiệt độ 44oC chûng DP4.8 vén có khâ 

nëng sinh enzyme nhþng khâ nëng sinh enzyme 

yếu dæn đặc biệt ở 51oC (đþờng kính vòng phân 

giâi 10,2 mm). Theo nghiên cứu trþớc đó ânh 

hþởng cûa nhiệt độ đến sinh cellulase ngoäi bào 

cûa chûng vi khuèn lactic G5 đþợc phân lêp tÿ 

bã dong riềng tốt là khi đþợc nuôi cçy ở nhiệt độ 

37oC (Nguyễn Thð Thu và cs., 2018).  

3.2.3. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

đến khả năng sinh enzyme ngoại bào 

Kết quâ đþợc trình bày nhþ bâng 3 và hình 

1 cho thçy thời gian nuôi cçy thích hợp nhçt để 

chûng có sinh cellulase cao là trong khoâng thời 

gian 24 - 48 h nhþng đặc biệt là 36 h đþợc thể 

hiện ở đþờng kính vòng phân giâi lớn nhçt (19 

mm). Kết quâ này cüng tþơng tự với các nghiên 

cứu trþớc đó cûa Nguyễn Thð Thu và cs. (2018) 

cho rìng các chûng vi khuèn lactic sinh 

cellulase cao cüng ở thời gian 36 h.  

3.3. Sân phẩm PCR đoạn gen pheS của 

chủng DP4.8 

 Sau khi DNA cûa chûng DP4.8 tách chiết, 

tiến hành nhån đoän gen pheS với các đoän mồi 

và theo các bþớc nhþ phæn 2.5. Sân phèm PCR 

đþợc chäy điện di trên gel agarose 1,0%.  

Kết quâ điện di sân phèm PCR đã thu đþợc 

một bëng khoâng 450 bp (Hình 2) tþơng ứng với 

kích thþớc cûa đoän gen pheS  (Naser et al., 

2005). Nhþ vêy, khuếch đäi đoän gen pheS cûa 

chûng DP4.8 đã cho kết quâ tốt. 

3.4. Giâi trình tự DNA của chủng DP4.8 và 

xác định loài  

Sau khi kiểm tra nếu sân phèm PCR có 

kích thþớc đúng nhþ kích thþớc cûa đoän gen 

pheS sẽ đþợc tinh säch, chäy PCR với mồi pheS 

21F và mồi pheS 21R tách biệt và sử dýng 

chþơng trình nhiệt nhþ đã miêu tâ trong phæn 

2.2.2.  

Trình tự cûa chûng này đþợc so sánh với các 

loài trong ngân hàng gen BCCM/LMG cûa Đäi 

học Ghent (Ghent, Bî) và đoän DNA này đþợc so 

sánh với ngân hàng trình tự nucleotit quốc tế 

(EMBL) nhờ sử dýng chþơng trình FASTA để 

xác đðnh loài có mối liên quan gæn nhçt đã biết 

trình tự trong phæn gen pheS. Kết quâ đþợc 

trình bày ở bâng 4 và hình 3. 
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Hình 2. Sân phẩm PCR đoạn gen pheS của chủng DP4.8 trên gel agarose 1,0 % 

Bâng 4. Xác định loài của chủng DP4.8 nhờ so sánh 

với ngân hàng trình tự nucleotide (EMBL) 

Chủng Loài có mối quan hệ gần nhất  % ID Accession numbers 

DP4.8  Lactobacillus rossiae 98,2 EM_PRO:AM745669 

 Lactobacillus rossiae 98,2 EM_PRO:AM905913 

Lactobacillus rossiae 88,5 EM_PRO:AM745668 

Lactobacillus siligionis 82,2 EM_PRO:AM932124  

  

Hình 3. Cây phát sinh chủng loài của DP4.8 được so sánh với các loài 

trong ngân hàng gen pheS của BCCM/LMG của Đại học Gent (Vþơng quốc Bî)

Pairwise (OG:100%,UG:0%) (FAST:2,10) Gapcost:0%

SEQUENCE
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M. Marker 

1,2. DP4.8 
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Nhþ vêy, khi so sánh trình tự gen pheS cûa 

chûng DP4.8 với ngân hàng trình tự nucleotit 

quốc tế (EMBL) sử dýng chþơng trình FASTA 

thì chûng này có mối quan hệ gæn nhçt với loài 

Lactobacillus rossiae (giống về trình tự 98,2%), 

sau đó đến loài Lactobacillus siligionis (82,2%) 

(Bâng 4). Nhþ vêy, chûng này thuộc loài 

Lactobacillus rossiae. Kết quâ này cüng tþơng 

đồng với kết quâ khi so sánh trình tự gen pheS 

cûa các loài vi khuèn trong ngân hàng gen cûa 

BCCM/LMG cûa Đäi học Ghent (Ghent, Bî). Khi 

đþa đến ngân hàng gen cûa BCCM/LMG cûa 

Đäi học Gent, Bî thì chûng DP4.8 đþợc nhên 

một số R-42472 (DP4.8). Ở ngân hàng gen này 

chûng DP4.8 có trình tự tþơng đồng là 88,8% với 

LMG22972T chûng này thuộc loài Lactobacillus 

rossiae. Trong khi đó chûng DP4.8 có trình tự 

tþơng đồng 81,4% với LMG 24111 (Lactobacillus 

siligionis) (Hình 3). Qua các kết quâ trên thì có 

thể phân loäi chûng DP4.8 thuộc loài 

Lactobacillus rossiae. Theo nghiên cứu trþớc 

Lactobacillus rossiae là một loài an toàn đã 

đþợc ứng dýng trong công nghệ chế biến thực 

phèm nhþ trong lên men tinh bột để sân xuçt 

bánh mỳ (Cagno et al., 2007).  

4. KẾT LUẬN 

Tÿ 120 chûng vi khuèn lactic đã tuyển chọn 

đþợc 10 chûng sinh cellulase ngoäi bào cao với 

đþờng kính vòng phân giâi cơ chçt tÿ 11 - 15 

mm. Trong đó, chûng DP4.8 có khâ nëng sinh 

cellulase cao nhçt với vòng phân giâi cơ chçt đät 

15 mm. Nghiên cứu đã xác đðnh nồng độ cơ chçt 

carboxymethyl cellulose (CMC) 1,0%, nhiệt độ 

cçy 37oC, thời gian nuôi cçy 36 h là điều kiện 

thích hợp để chûng DP4.8 sinh cellulase cao. 

Bìng phþơng pháp phån tích trình tự gen pheS, 

tên loài cûa chûng DP4.8 đþợc xác đðnh là 

Lactobacillus rossiaes với hoät tính sinh 

cellulase cao có triển vọng ứng dýng trong công 

nghệ sân xuçt thực phèm nhþ công nghệ sân 

xuçt đồ uống gồm bia, rþợu vang, và nþớc quâ. 
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