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ABSTRACT 

To select and identify the ruminal bacteria that are able to degrade sugarcane 
bagasse powder in in vitro condition, sixty-two strains of bacteria isolated from cattle 
rumen fluid were used to describe characteristics of a colony appearance, a 
morphologic cell as well as selection of bacteria for degradation of sugarcane 
bagasse based on activity of endoglucanase and exoglucanase. As a result, three 
strains of bacteria including of the strain BM49 with high endoglucanase activity and 
two bacterial strains BM13 and BM21 with both of high endoglucanase and 
exoglucanase activity were mixed in the ratio 1:1:1. Beside, the result recorded that 
a suspension of 6% (v/v) of three bacteria strains (BM13, BM21 and BM49) with 107 
CFU/mL was incubated with sugarcane bagasse substrate in in vitro condition for 3 
days at 38oC, the yields of sugarcane bagasse degradation were high. The digestion 
rates of neutral detergent fiber (NDF) and crude fiber (CF) were 45.1% (w/w) and 
42.6% (w/w), respectively. Nucleotides sequences of 16S rRNA gene from three 
strains of bacteria including of BM13, BM21, BM49 were tested by method of 
maximum likelihood tree after amplifying by a pair of primers 8F and 1492R and 
sequenced by automated sequencing machines ABI3130. The analysis results 
highlighted that three strains of bacteria BM13, BM21, BM49 were similar to 
Achromobacter xylosoxidans BL6, Bacillus subtilis S2O, Uncultured Bacillus sp. 
Filt.171 with the max identity of 91%, 94% and 94%, respectively. 

TÓM TẮT 

Nhằm tuyển chọn và định danh vi khuẩn dạ cỏ bò có khả năng phân giải bột bã mía 
ở điều kiện in vitro, 62 chủng vi khuẩn phân lập từ dạ cỏ bò đã được mô tả đặc điểm 
khuẩn lạc và tế bào đồng thời được sử dụng tuyển chọn vi khuẩn để phân giải bột bã 
mía dựa vào hoạt tính endoglucanase và exoglucanase. Kết quả đã tuyển chọn được 
tổ hợp ba chủng vi khuẩn dạ cỏ gồm chủng vi khuẩn BM49 có hoạt tính 
endoglucanase mạnh và hai chủng vi khuẩn BM13, BM21 có cả hoạt tính 
exoglucanase và endoglucanase mạnh phối hợp với nhau theo tỷ lệ 1:1:1. Việc bổ 
sung 6% (v/v) dịch 3 vi khuẩn này với mật số 107 tế bào/mL, ủ 3 ngày ở 38oC trong 
điều kiện in vitro cho thấy hiệu quả phân giải bột bã mía cao với tỷ lệ tiêu hóa xơ 
trung tính và xơ thô lần lượt là 45,1 và 42,6% (w/w). Trình tự vùng gen 16S rDNA 
của 3 chủng vi khuẩn BM13, BM21, BM49 được phân tích phả hệ theo phương pháp 
maximum likelihood tree sau khi được khuếch đại với cặp mồi 8F và 1492R bằng kỹ 
thuật PCR và giải trình tự bằng máy giải trình tự tự động ABI3130 cho kết quả lần 
lượt tương đồng với các chủng vi khuẩn Achromobacter xylosoxidans BL6, Bacillus 
subtilis S2O, Uncultured Bacillus sp. Filt.171 ở mức 91% , 94% và 94%. 

Trích dẫn: Võ Văn Song Toàn, Đỗ Thị Cẩm Hường, Hồ Quảng Đồ và Trần Nhân Dũng, 2017. Phân lập, 
tuyển chọn và định danh vi khuẩn dạ cỏ của bò để phân giải bột bã mía trong điều kiện in vitro. 
Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 48b: 71-80. 
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1 GIỚI THIỆU 

Thế kỷ 21 và trong tương lai, lĩnh vực Công 
nghệ sinh học tiếp tục đóng vai trò rất quan trọng 
đối với nhiều nền kinh tế (Wohlgemuth, 2009). 
Một trong những sản phẩm của công nghệ sinh học 
là dạng thức ăn bổ sung probiotic. Ngày nay, mặc 
dù xu thế sử dụng dạng thức ăn này đã và đang 
tăng lên qua đó cải thiện sức khỏe vật nuôi nhưng 
những thông tin cần thiết về sự ảnh hưởng của thức 
ăn bổ sung probiotic cần được cập nhật và hoàn 
chỉnh (Gaggìa et al., 2010). Bào tử của một số loài 
B. cereus, B. licheniformis, và B. subtilis thường 
được sử dụng như thức ăn bổ sung probiotic để đưa 
vào đường tiêu hóa (Sanders et al., 2003). Bên 
cạnh đó, nhiều nghiên cứu cũng chỉ ra rằng, nhiều 
loài Bacillus có khả năng sinh tổng hợp cellulase 
và được phân lập từ dạ cỏ gia súc nhai lại khi được 
cho ăn bằng cỏ khô (Williams and Wither, 1983). 
Bacillus cùng với một số chủng vi sinh vật khác 
như P. eruginosa, Streptococcus, Penicillin, 
Aspergillus, Mucor, Fusarium cũng được phân lập 
từ dạ cỏ động vật nhai lại bò, cừu, dê (Oyeleke and 
Okusanmi, 2008). Do đó, việc “Phân lập và tuyển 
chọn vi khuẩn dạ cỏ bò để phân giải bã mía trong 
điều kiện in vitro” là vấn đề cần thiết hiện nay. 

2 NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

2.1 Nguyên liệu 

2.1.1 Vật liệu 

Khoảng 10 kg bã mía được thu tại 5 vị trí của 
khu bã mía thải ra từ nhà máy đường Vị Thanh, 
tỉnh Hậu Giang. Bã mía sau khi thu về được trộn 
đều, 2 kg bã mía trong tổng số bã mía đó được thu 
nhận và được rửa bằng nước lọc nhiều lần để loại 
bỏ đường (thông qua kiểm tra hàm lượng đường 
khử bằng phương pháp Nelson, 1944). Bã mía sau 
đó được phơi khô và sấy ở 55oC trong 30 - 45 phút 
trước khi nghiền thành bột bằng máy nghiền mẫu 
Retsch Miihle với kích thước lỗ lưới là 0,12 mm và 
được trữ trong keo thủy tinh ở nhiệt độ 4oC trong 
suốt thời gian thí nghiệm. Bột bã mía sau đó được 
dùng làm cơ chất nuôi cấy vi sinh vật trong thí 
nghiệm. 

2.1.2 Nguồn vi khuẩn 

Dịch dạ cỏ từ 2 con bò được thu tại lò giết mổ 
gia súc Sơn Quỳnh, xã Minh Đức, huyện Mỏ Cày 
Nam, tỉnh Bến Tre. Dịch dạ cỏ thu ở 3 vị trí khác 
nhau trên cùng một dạ cỏ của bò đã bị giết thịt 
thông qua ống inox vô trùng có 1 đầu nhọn cắm 
trực tiếp vào dạ cỏ và đầu còn lại nối với ống cao 
su vô trùng dẫn vào ống falcon vô trùng, bảo quản 
dịch dạ cỏ trong tối, ổn nhiệt trong quá trình 
chuyển mẫu về phòng thí nghiệm.  

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1 Khảo sát nguyên liệu 

Vật chất khô (VCK) bột bã mía được sấy khô ở 
1050C đến khối lượng không đổi theo Horwitz 
(2000). Thành phần xơ trung tính (Neutral 
Detergent Fiber - NDF) được xem như là xơ tổng 
số của thức ăn. Thành phần hóa học NDF bao gồm: 
cellulose, hemicellulose, lignin, cutin, khoáng 
không hòa tan và protein màng và được phân tích 
theo phương pháp của Van Soest and Wine (1967). 

Xơ thô (crude fiber - CF) được thực hiện theo 
phương pháp của Weende (1983), axit sulfuric 
được dùng để phân giải các chất hòa tan như 
carbohydrate, một phần protein hòa tan. Sodium 
hydroxit cũng được dùng để hòa tan một số chất 
béo và protid. Ngoài ra, axit và kiềm có thể hòa tan 
được một phần chất khoáng. Sau khi xử lý với hóa 
chất, phần còn lại được sấy ở 55oC đến khối lượng 
không đổi để xác định khối lượng CF bột bã mía. 
Ngoài ra, ở nhiệt độ cao (550oC), tất cả các chất 
hữu cơ có trong nguyên liệu bị đốt cháy hoàn toàn; 
thành phần còn lại được dùng để xác định phần 
trăm tro có trong nguyên liệu (Horwitz, 2000). 

2.2.2 Phân lập và tuyển chọn vi khuẩn dạ cỏ bò  

Hai mẫu dịch dạ cỏ trong các ống falcon 50 mL 
sau khi chuyển về phòng thí nghiệm được để lắng 
10 phút để loại bỏ thức ăn thừa, mỗi 15 mL dịch ở 
mỗi ống được trộn chung với nhau để đồng nhất 
mẫu dịch dạ cỏ trước khi được dùng để phân lập vi 
khuẩn trên đĩa petri theo phương pháp của Robert 
Koch (Brock, 1961) với thành phần dung dịch 
khoáng của môi trường nuôi cấy dựa theo tác giả 
Ryckeboer et al. (2003) với cơ chất là bột bã mía 
và ủ 48 giờ ở 38oC trong bình ủ thủy tinh có nắp 
kín. Ngọn nến được đặt bên trong bình thủy tinh để 
đốt hết oxy trong bình ủ (sau này gọi là bình ủ kỵ 
khí). Các khuẩn lạc rời rạc khác nhau về độ nổi, 
dạng bìa, màu sắc được chọn để tiếp tục cấy ria 
trong các lần cấy chuyển tiếp theo. Những khuẩn 
lạc đồng nhất về hình dạng, màu sắc dạng bìa sẽ 
được quan sát ở vật kính độ phóng đại 100X để xác 
định độ ròng của mẫu và mô tả một số đặc điểm 
của vi khuẩn (Cao Ngọc Điệp và Nguyễn Hữu 
Hiệp, 2008); sau đó vi khuẩn được tồn trữ trong 
dung dịch glycerol 40% ở điều kiện -20oC. Tiếp 
theo, dựa vào hoạt tính endoglucanase (có khả 
năng phân giải cơ chất carboxyl methylcellulose - 
CMC) và exoglucanase (có khả năng phân giải bột 
bã mía) tạo vòng halo trên cơ chất sau khi được 
nhuộm với dung dịch congo red 1% (Nguyễn Đức 
Lượng, 2004, Teather and Wood, 1981) để tuyển 
chọn những chủng vi khuẩn có hoạt tính 
endoglucanase và exoglucanase mạnh. 
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2.2.3 Đánh giá khả năng phân giải bột bã mía 
của vi khuẩn 

Lần lượt mỗi chủng vi khuẩn dạ cỏ trong tổng 
số 62 chủng vi khuẩn đã phân lập được kích hoạt 
trong môi trường lỏng với thành phần khoáng theo 
tác giả Ryckeboer et al. (2003) và cơ chất là bột bã 
mía nuôi cấy ở điều kiện 37oC trong 3 ngày; sau đó 
rút chuyển 1% (v/v) dịch vi khuẩn mật số 107 tế 
bào/mL vào môi trường lỏng với cơ chất bột bã 
mía, ủ ở 38oC, 3 ngày trong bình ủ kỵ khí. Mỗi 20 
µL dịch vi khuẩn sau nuôi cấy được chuyển vào 
giếng thạch cơ chất bã mía với đường kính 5 mm 
để khảo sát vòng halo; xơ thô (CF- crube fiber) của 
bã mía sau khi ủ với vi khuẩn được phân tích theo 
phương pháp của Weende (1983). 

2.2.4 Khảo sát khả năng phối hợp của bốn 
chủng vi khuẩn để phân giải bột bã mía  

Bốn chủng vi khuẩn BM13, BM21, BM49, 
BM97 (trong đó BM là cụm từ mô tả vi khuẩn 
phân lập từ môi trường cơ chất bã mía) lần lượt ký 
hiệu 1, 2, 3 và 4 được tuyển chọn dựa trên hoạt tính 
endoglucanase và exoglucanase của chúng; thí 
nghiệm bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên, 15 nghiệm 
thức (NT) và 3 lần lặp lại. Vi khuẩn được bổ sung 
vào các nghiệm thức tương ứng như sau: NT1(1), 
NT2 (2), NT3 (3), NT4 (4), NT5 (1+2), NT6 (1+3), 
NT7 (1+4), NT8 (2+3), NT9 (2+4), NT10 (3+4), 
NT11 (1+2+3), NT12 (1+2+4), NT13 (1+3+4), 
NT14 (2+3+4), NT15 (1+2+3+4) trong đó, những 
tổ hợp có bằng hoặc nhiều hơn hai chủng vi khuẩn 
thì ở các nghiệm thức này có sự phối hợp theo tỷ lệ 
1:1 hoặc 1:1:1, hoặc 1:1:1:1; bổ sung 1% (v/v) dịch 
vi khuẩn mật số 107 tế bào/mL vào môi trường 
lỏng, ủ ở 38oC, 3 ngày trong bình kỵ khí. 20 µL 
dịch vi khuẩn sau nuôi cấy được chuyển vào giếng 
thạch cơ chất bã mía với đường kính 5 mm để khảo 
sát vòng halo trên sau khi nhuộm với dung dịch 
Congo Red; lượng xơ bã mía còn lại của mỗi 
nghiệm thức được dùng để phân tích hàm lượng 
CF. 

2.2.5 Ảnh hưởng của vi khuẩn dạ cỏ bò phân 
giải bột bã mía trong điều kiện in vitro 

Thí nghiệm bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên, 6 
nghiệm thức (NT), 3 lần lặp lại; trong đó nghiệm 
thức đối chứng (ĐC) không bổ sung vi khuẩn, NT 
từ 1 đến 5 lần lượt bổ sung 2, 4, 6, 8, 10% (v/v) 
dịch vi khuẩn với mật số 107 tế bào/mL vào mỗi 
nghiệm thức. Thí nghiệm được tiến hành theo 
phương pháp in vitro của Tilley và Terry (1963). 
Cho dung dịch đệm và dịch dạ cỏ vào lọ phun sơn 
tối màu theo tỷ lệ 4:1. Tổ hợp vi khuẩn 
BM13:BM21:BM49 được phối trộn theo tỷ lệ 1:1:1 
dùng để chủng vào từng nghiệm thức theo mô tả ở 

trên; Sau 3 ngày ủ ở 38oC, thu mẫu để đánh giá kết 
quả thí nghiệm theo các chỉ tiêu CF, NDF. 

2.2.6 Phân tích phả hệ của vi khuẩn dựa vào 
trình tự di truyền 16S r DNA 

DNA của vi khuẩn dạ cỏ bò BM13, BM21 và 
BM49 được trích ly theo phương pháp của Sambrook 
et al. (1989), sau đó được khuếch đại bằng cặp mồi 
8F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ và 
1492R 5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 
Sambrook et al. (1989). Sản phẩm PCR được điện 
di trên gel agarose 1% có bổ sung ethidium 
bromide (EtBr) và chụp hình gel bằng hệ thống gel 
Bio-Rad UV 2000 (Hoa Kỳ); giải trình tự bằng hệ 
thống giải trình tự tự động DNA ABI3130, kết quả 
giải trình tự được sử dụng để so sánh trình tự trên 
ngân hàng gen (Genebank) bằng chương trình 
BLAST N. 

Trình tự 3 chủng vi khuẩn dạ cỏ bò BM13, 
BM21, BM49 cùng với trình tự vùng 16S rDNA 
của một số chủng vi khuẩn được sử dụng để vẽ sơ 
đồ phả hệ để xác định quan hệ giữa các loài bằng 
phần mềm Mega 6.0. 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

3.1 Thành phần nguyên liệu bã mía 

Phần trăm VCK bột bã mía khoảng 93,7% 
(Bảng 1). Kết quả này tương đương với kết quả 
nghiên cứu về bột bã mía của Shakweer (2003), 
Ilindra and Dhake (2008) với VCK lần lượt là 
94,6% và 93,3%. Với việc được xử lý bằng dung 
dịch tẩy trung tính bằng hệ thống phân tích VELP, 
tỉ lệ NDF của bã mía thu được 89,1% tức là 891 
g/kg VCK (Bảng 1), kết quả này cao hơn một ít so 
với kết quả của Bueno et al. (2005) với NDF ban 
đầu là 880 g/kg VCK nhưng thấp một ít so với kết 
quả nghiên cứu của Vitti et al. (1999) là 889 g/kg 
DM. Kết quả này cũng cho thấy tỉ lệ NDF trong bã 
mía rất cao so với tỉ lệ NDF ở những loại thức ăn 
khác của bò như rơm lúa mì là 774 g/kg VCK, bột 
đậu nành 158 g/kg VCK, hạt bắpvk 267 g/kg VCK 
(Bueno et al., 2005). Bên cạch đó, lượng xơ thô 
(crude fiber - CF) của bã mía là 69,8%. Kết quả 
này cao hơn so với kết quả hàm lượng xơ thô bã 
mía trong nghiên cứu của Hồ Sĩ Tráng (2003) chỉ 
với 40-50%, và cũng cao hơn so với kết quả của 
Đào Lệ Hằng (2008) với lượng xơ thô của ngọn, lá 
mía là 42,9%. 

Bảng 1: Thành phần hóa học bã mía 

% VCK 
(w/w) 

% NDF 
(w/w) 

% CF 
(w/w) 

% Tro 
(w/w) 

93,7 89,1 69,8 1,69 

* Chú thích: VCK: Vật chất khô, NDF: Netral detergent 
fiber, CF: crube fiber, w/w: khối lượng/khối lượng 
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3.2 Kết quả phân lập và nhận diện vi khuẩn 
dạ cỏ bò 

Độ nổi khuẩn lạc của vi khuẩn dạ cỏ có 4 dạng: 
mô, lài, phẳng và cầu chồng; trong đó, khuẩn lạc vi 
khuẩn dạ cỏ bò dạng mô có 32/62 chủng vi khuẩn 
(51,6%), dạng lài có 27/62 mẫu (27,4%), dạng 
phẳng có 2 mẫu (3,23%) và 1 mẫu vi khuẩn dạ cỏ 
bò dạng cầu chồng (1,61%). Dạng bìa của khuẩn 
lạc vi khuẩn dạ cỏ bò có 3 loại là: Bìa nguyên, răng 
cưa và xẻ thùy. Dạng bìa nguyên có 34/62 mẫu 
(54,8%), dạng bìa răng cưa có 23/62 mẫu (37,1%) 
và dạng xẻ thùy có 5/62 mẫu (8,07%). Màu sắc của 
khuẩn lạc có 4 loại bao gồm trong, trắng đục, vàng 
và cam. Dạng màu trắng trong có 5/62 mẫu 
(8,07%), dạng màu trắng đục có 35/62 mẫu 
(56,5%), dạng màu vàng có 21/62 mẫu (33,9%) và 
dạng màu cam có 1/62 mẫu (1,61%). Trong số 62 
mẫu vi khuẩn dạ cỏ bò, ta nhận thấy có 38/62 mẫu 
vi khuẩn dạ cỏ bò không có khả năng chuyển động 
(61,3%), còn lại 24/62 mẫu (38,7%) vi khuẩn dạ cỏ 
bò có khả năng chuyển động thể hiện qua khả năng 
mọc lan rộng quanh vết cấy trên môi trường thạch 
bán lỏng.  

Tế bào vi khuẩn dạ cỏ bò có 3 dạng là: cầu, que 
ngắn và que dài trong đó tế bào vi khuẩn dạ cỏ bò 
hình cầu có 10/62 mẫu (16,1%), tế bào vi khuẩn dạ 
cỏ bò hình que ngắn có 42/62 mẫu (67,7%), 10/62 
mẫu que dài (16,1%). Trong số 62 mẫu vi khuẩn dạ 

cỏ bò, có 38/62 mẫu vi khuẩn dạ cỏ bò không có 
khả năng di động (61,3%), còn lại 24/62 mẫu vi 
khuẩn dạ cỏ bò có khả năng di động thể hiện qua 
khả năng mọc lan rộng quanh vết cấy trên môi 
trường thạch bán lỏng (38,7%). Khi tiến hành 
nhuộm Gram vi khuẩn, kết quả cho thấy 36/62 mẫu 
vi khuẩn dạ cỏ bò là gram âm (59,7%), còn lại 
26/62 chủng vi khuẩn gram dương (40,3%). Kết 
quả xác định hoạt tính catalase cho thấy 61/62 
chủng vi khuẩn đều dương tính với catalase, chỉ 
duy nhất mẫu BM35 có kết quả âm tính với 
catalase. Kết quả này chứng tỏ 61 chủng vi khuẩn 
đều sử dụng oxi trong quá trình sinh trưởng có 
nghĩa là chúng có khả năng là những chủng vi 
khuẩn kỵ khí không bắt buộc, riêng mẫu BM35 có 
thể là chủng vi khuẩn kỵ khí nghiêm ngặt (strict 
anaerobe). 

3.3 Kết quả tuyển chọn vi khuẩn dạ cỏ bò 
dựa vào hoạt tính endoglucanase và 
exoglucanase 

CMC là cơ chất cellulose thường được dùng để 
xác định sự hiện diện enzym endoglucanase (Lynd 
et al., 2002). Ngoài ra, Loa et al. (2009) cho rằng 
để thủy phân hoàn toàn bã mía cũng như các cơ 
chất cellulose tự nhiên khác, vi khuẩn cần có đầy 
đủ hệ enzyme cellulase, đặc biệt là enzyme 
exoglucanases để phá vỡ cấu trúc vùng tinh thể của 
cellulose. Do đó, cellulose thường được dùng để 
đánh giá sự hiện diện của enzyme exocellulase và 
hoạt tính của toàn bộ hệ enzyme cellulase. 

Bảng 2: Đường kính vòng halo trên cơ chất CMC 

vkdc bò 
ĐK vòng 

halo (mm) 
vkdc bò 

ĐK vòng 
halo (mm) 

vkdc 
bò 

ĐK vòng 
halo (mm) 

vkdc bò 
ĐK vòng 

halo (mm) 
BM3 6,7qrs±0,58 BM35 27,3bcde±1,53 BM71 11,3opq±1,15 BM97 30,7b±3,79 
BM5 3,7st±1,15 BM41 3,0st±0,00 BM73 20,3fghijk±1,15 BM99 20,3fghijk±1,15 
BM11 18,3hijkl±1,15 BM43 11,7nopq±1,15 BM75 10,3opqr±1,15 BM103 27,7bcd±6,43 
BM13 25,0cdefg±5,29 BM45 23,0±2,00 BM77 3,7st±0,58 BM105 30,3bc±5,03 
BM15 10,3opqr±1,15 BM47 14,3lmno±1,15 BM79 9,7opqr±1,15 BM107 23,7defgh±1,15 
BM17 5,7rs±1,15 BM49 40,3a±2,31 BM81 14,3lmno±1,15 BM113 18,3hijkl±0,58 
BM19 5,7rs±1,15 BM59 25,0cdefg±0,00 BM83 10,3opqr±2,31 BM115 25,7bcdef±1,15 
BM21 22,3defghij±2,31 BM61 17,7±1,15 BM85 27,0bcde±2,00 BM117 3,3st±0,58 
BM27 5,0rst±0,00 BM63 5,0ijklmn±0,00 BM87 15,0klmno±0,00 BM119 25,7bcdef±0,58 
BM31 17,0jklmn±2,00 BM67 7,7pqrs±1,15 BM93 19,7ghijkl±0,58 BM121 18,3hijkl±1,15 
BM33 5,0rst±0,00 BM69 22,0efghij±1,00 BM95 12,3mnop±0,58 BM123 8,0pqrs±1,00 

* Ghi chú: ĐK: đường kính, vkdc bò: vi khuẩn dạ cỏ bò; Các giá trị là trung bình của 3 lần lặp lại, các giá trị cùng ký 
tự thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5%, CV = 14,41% 

  



Tap̣ chı́ Khoa hoc̣ Trường Đaị hoc̣ Cần Thơ   Tập 48, Phần B (2017): 71-80 

 75 

Bảng 3: Đường kính vòng halo trên cơ chất bột bã mía 

vkdc bò 
ĐK vòng 

halo (mm) 
vkdc bò 

ĐK vòng 
halo (mm) 

vkdc bò 
ĐK vòng 

halo (mm) 
vkdc bò 

ĐK vòng 
halo (mm) 

BM1 16,3ghi±1,15 BM29 35,0a±7,64 BM57 24,3cd±1,15 BM83 25,7bcd±1,15 
BM3 5,0mnop±0,00 BM33 17,7fghi±0,58 BM59 15,3hij±0,58 BM85 23,0def±3,46 
BM7 18,3efgh±1,15 BM35 2,7op±0,58 BM63 12,3ijkl±1,15 BM89 18,7efgh±0,58 
BM9 18,7efgh±0,58 BM37 17,7fghi±0,58 BM65 14,3hij±1,15 BM97 25,0cd±0,00 
BM13 31,0ab±1,00 BM45 23,0def±3,46 BM69 17,3ghi±0,58 BM109 7,0lmno±2,00 
BM21 29,7abc±3,06 BM51 5,3mno±1,15 BM73 8,3klmn±1,15 BM111 26,3bcd±1,15 
BM23 23,7de±1,15 BM53 13,7hijk±1,15 BM75 18,0fgh±1,00 BM113 26,3bcd±1,15 
BM27 3,0nop±1,00 BM55 6,3mno±1,15 BM79 21,3defg±0,58 BM117 17,7fghi±1,15 
      BM123 10,3jklm±0,00 

* Ghi chú: ĐK: đường kính, vkdc bò: vi khuẩn dạ cỏ bò; Các giá trị là trung bình của 3 lần lặp lại, các giá trị cùng ký 
tự thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5% CV = 17,42%

Kết quả cho thấy 44 trong 62 chủng VKDC bò 
có hoạt tính endoglucanase thể hiện qua khả năng 
phân giải cơ chất CMC (Bảng 2) và 33 trong 62 
chủng vi khuẩn dạ cỏ bò có hoạt tính exoglucanase 
thể hiện qua khả năng tạo vòng tròn halo trên cơ 
chất bột bã mía (Bảng 3). 

Kết quả cho thấy chủng vi khuẩn BM49 có khả 
năng phân giải CMC mạnh nhất với đường kính 
vòng halo là 40,3 mm, khác biệt có ý nghĩa với các 
chủng vi khuẩn khác ở mức 5% (Bảng 2). Hoạt 
tính endoglucanase của chủng vi khuẩn BM49 cao 
hơn hoạt tính endoglucanase của chủng vi khuẩn 
được phân lập từ con sùng với đường kính vòng 
halo là 26,7 mm (Nguyễn Phú Cường, 2011) và 
cao hơn hoạt tính endoglucanase của chủng vi 
khuẩn được phân lập từ bột bã mía đang phân hủy 
với đường kính vòng halo là 30 mm (Nguyễn Văn 
Chắc, 2009). Bên cạnh đó, các chủng vi khuẩn 
BM97, BM105, BM103, BM35, BM85, BM119, 
BM115, BM13, BM59, BM107, BM45, BM21, 
BM69 cũng cho thấy có hoạt tính endoglucanase 
cao với khả năng phân giải cơ chất tạo đường kính 
vòng halo dao động từ 30,7 mm đến 22 mm. Ngoài 
ra, chủng vi khuẩn BM97 có khả năng phân giải 
mạnh CMC với đường kính vòng halo trung bình là 
30,7 mm, khác biệt không ý nghĩa thống kê với 
đường kính vòng halo của một số mẫu BM105, 
BM103, BM35, BM85, BM119, BM115 nhưng 
khác biệt có ý nghĩa với các nghiệm thức còn lại ở 
mức ý nghĩa 5%. 

Kết quả phân tích thống kê cho thấy chủng vi 
khuẩn dạ cỏ bò BM29 (Bảng 3) có khả năng phân 
giải bã mía mạnh nhất với đường kính vòng halo là 
35 mm, tuy khác biệt không có ý nghĩa thống kê so 
với đường kính vòng halo phân giải bột bã mía của 
hai chủng vi khuẩn dạ cỏ BM13 và BM21 với 
đường kính vòng halo lần lượt là 35,3 và 29 mm, 
nhưng khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức 5% với 
các kết quả đường kính vòng halo được tạo bởi 
exoglucanase của các chủng vi khuẩn dạ cỏ còn lại. 

Kết quả này cũng cho thấy chủng vi khuẩn dạ cỏ 
bò  BM29 có khả năng tạo vòng halo trên cơ chất 
bã mía lớn hơn nhiều so với kết quả phân giải bột 
bã mía của chủng vi khuẩn 22 chỉ với đường kính 
vòng halo là 5 mm (Nguyễn Thị Thanh Trúc, 
2011); và cao hơn kết quả phân giải bột xoài của 
chủng vi khuẩn M12 được phân lập từ ruột mối chỉ 
với đường kính vòng halo là 25 mm được (Nguyễn 
Phú Cường và ctv., 2011). Bên cạnh đó, các chủng 
vi khuẩn BM113, BM83, BM111, BM97, BM57, 
BM23, BM85, BM45, BM79, cũng cho thấy có 
khả năng tạo đường kính vòng halo dao động từ 
26,3 mm đến 23 mm. 

Tóm lại, qua việc đánh giá hoạt tính 
endoglucanase và exoglucanase của 62 chủng vi 
khuẩn dạ cỏ bò, bước đầu đã chọn ra được 21 
chủng vi khuẩn dạ cỏ trong đó có 14 chủng vi 
khuẩn dạ cỏ có hoạt tính endocellulase mạnh nằm 
trong nhóm 44 chủng vi khuẩn dạ cỏ có hoạt tính 
endoglucanase bao gồm BM49, BM97, BM105, 
BM103, BM35, BM85, BM119, BM115, BM13, 
BM59, BM107, BM45, BM21 và BM69; bên cạnh 
12 chủng vi khuẩn dạ cỏ có exocellulase mạnh 
trong nhóm 33 chủng vi khuẩn dạ cỏ có hoạt tính 
exoglucanase bao gồm BM29, BM13, BM21, 
BM113, BM83, BM111, BM97, BM57, BM85, 
BM23, BM45 và BM79. 

3.4 Kết quả phân giải bã mía của 21 chủng 
vi khuẩn dạ cỏ 

Trong quá trình phân giải xơ bột bã mía được 
đạt hiệu quả cao cần có những chủng vi sinh vật có 
hệ endoglucanase và exoglucanase mạnh. Do đó, 
việc chọn lọc những chủng vi khuẩn dạ cỏ bò có 
hoạt tính mạnh về endogluanase và exoglucanase 
cũng như nghiên cứu sự hỗ trợ nhau trong quá trình 
phân giải cellulose từ bột bã mía của những chủng 
vi khuẩn dạ cỏ bò có endoglucanase mạnh để bổ 
sung cho quá trình phân giải bột bã mía của những 
chủng vi khuẩn dạ cỏ có exogluanase mạnh đã 
được đặt ra. 
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Kết quả phân tích hoạt tính exoglucanase của 
21 chủng vi khuẩn dạ cỏ cho thấy có 16 chủng vi 
khuẩn dạ cỏ bò bao gồm BM13, BM21, BM97, 
BM111, BM113, BM29, BM83, BM57, BM85, 
BM69, BM45, BM23, BM79, BM59, BM35, 
BM49 (Hình 1) lần lượt thể hiện khả năng phân 
giải bột bã mía để tạo đường kính vòng halo từ lớn 
nhất là 31,7 (chủng vi khuẩn dạ cỏ bò BM13) và 
31,3 mm (chủng vi khuẩn dạ cỏ bò BM21) cho đến 
nhỏ nhất là 2 mm (chủng vi khuẩn dạ cỏ BM49). 
Bên cạnh bốn chủng vi khuẩn dạ cỏ bò BM97, 
BM111, BM113 và BM29 lần lượt thể hiện hoạt 
tính exogluanase với kết quả đo được đường kính 
vòng halo phân giải bột bã mía lần lượt là 27,3; 
25,7; 25,5; và 25,3 mm khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê ở mức 5% (Hình 1). Tuy nhiên, chủng vi 
khuẩn dạ cỏ bò BM97 có hoạt tính endoglucanase 
mạnh nhất trong nhóm 4 chủng vi khuẩn dạ cỏ này 
thể hiện với đường kính vòng halo phân giải CMC 
là 30,7 mm (Bảng 2). Ngoài ra, chủng vi khuẩn 
BM49 cũng cho thấy có hoạt tính endoglucanase 
mạnh nhất (Bảng 3). 

Kết quả phân tích hàm lượng xơ (CF) cho thấy 
sau 3 ngày nuôi cấy, các chủng vi khuẩn đã phân 
giải được từ 1,4% đến 7,9 % cơ chất bã mía. Kết 
quả phân tích (Hı̀nh 2) cũng chỉ ra rằng 3 chủng vi 
khuẩn dạ cỏ bò BM13, BM21, BM97 có hiệu suất 
phân giải bã mía cao nhất lần lượt là 7,9%, 7,2%, 
7,2% và khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức 5% 
so với 18 chủng vi khuẩn còn lại. Chủng vi khuẩn 
dạ cỏ bò BM49 cũng cho thấy có khả năng phân 
giải bột bã mía thông qua hiệu suất phân giải bột bã 
mía đạt được khoảng 4,2%. Trong thí nghiệm này 
cũng có hiện tượng 5 chủng vi khuẩn dạ cỏ bò 
BM103, BM105, BM107, BM115, BM119 mặc dù 
không tạo đường kính vòng halo trên môi trường 
bã mía nhưng hiệu suất phân giải bột bã mía vẫn 
cao hơn và khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức 
5% so với mẫu đối chứng. Hiện tượng này cũng 
được Varel et al. (1995) chỉ ra rằng một số chủng 
vi khuẩn được phân lập từ dạ cỏ không phát triển 
khuẩn lạc tốt trên môi trường cellulose nhưng vẫn 
có khả năng làm giảm hàm lượng cellulose trong 
môi trường nuôi cấy. 

Như vậy, qua việc đánh giá hoạt tính 
exoglucanase thông qua đường kính vòng halo 
phân giải bột bã mía và đánh giá hiệu suất phân 
giải bột bã mía đã chọn được 4 chủng vi khuẩn dạ 
cỏ bò, trong đó bao gồm 3 chủng vi khuẩn dạ cỏ bò 
BM13, BM21 và BM97 có exoglucanase và 
endoglucanase mạnh và 1 chủng vi khuẩn BM49 
có hoạt tính endoglucanase mạnh nhất được sử 
dụng để bố trí thí nghiệm tiếp theo.  

   Hình 1: Đường kính vòng halo phân giải bột 
bã mía* 

* Các giá trị là trung bình 3 lần lặp lại, giá trị cùng ký 
tự thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 
5%; CV = 4,59%

 

Hình 2: Hiệu suất phân giải bột bã mía** 

** Các giá trị trung bình của 3 lần lặp lại, giá trị cùng 
ký tự thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở 
mức 5%; CV = 7,08% 

3.5 Kết quả phối hợp bốn chủng vi khuẩn  

Kết quả cho thấy NT1 (BM13), NT2 (BM21), 
NT3 (BM49) và NT4 (BM97) tạo đường kính vòng 
halo nhỏ so với một số nghiệm thức có phối hợp 
các chủng vi khuẩn với nhau như NT5 (BM13 và 
BM21), NT6 (BM13 và BM49), NT7 (BM13 và 
BM97) có đường kính vòng halo lần lượt là 23,7 
mm; 23 mm; 21,7 mm (Hình 3); tổ hợp BM13, 
BM21 và BM49 (NT11) có đường kính vòng halo 
lớn nhất 29 mm và khác biệt có ý nghĩa giữa các 
nghiệm thức ở mức 5%; cho thấy có thể có sự 
tương tác tích cực hoặc ức chế giữa các chủng vi 
khuẩn với nhau. BM13 và BM21 có khả năng sinh 
exoglucanase mạnh phối hợp với BM49 có khả 
năng sinh endoglucanase mạnh nên phối hợp 3 
chủng vi khuẩn BM13, BM21 và BM49 sinh 
enzyme phân giải bã mía mạnh nhất; kết quả (Hình 
4) cho thấy NT11 lượng VCK mất đi nhiều nhất là 
15,9%, măc̣ dù khác biệt không ý nghĩa với NT4, 
NT5, NT6, NT7 nhưng khác biệt có ý nghĩa với 
các nghiệm thức còn lại ở mức 5%. Theo Trần Cừ 
(1979) hoạt động kết hợp của endoglucanase và 
exoglucanase sẽ dẫn đến thay đổi đặc điểm bề mặt 
của phân tử cellulose từ đó sẽ làm cho tỷ lệ phân 
giải thay đổi nhanh chóng.   
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     Hình 3: Đường kính vòng halo*

 

Hình 4: VCK giảm** 

Các giá trị trung bình 3 lần lặp lại, giá trị cùng ký tự thể 
hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5%; 
*CV = 6,22%; **CV = 5,73% 

3.6 Phân giải bã mía của vi khuẩn dạ cỏ bò 
ở điều kiện in vitro  

Kết quả (Bảng 4) cho thấy NT3 (6% v/v tổ hợp 

3 chủng vi khuẩn BM13:BM21:BM49 theo tỷ lệ 
1:1:1) cho tỷ lệ tiêu hóa NDF, CF cao nhất lần lượt 
là 45,1 và 42,6% (m/m) khác biệt có ý nghĩa thống 
kê ở mức 5% so với nghiệm thức đối chứng (ĐC), 
NT1, NT2. Gall và Huhtanen (1951) cho biết đối 
với quá trình tiêu hóa nhai lại, điều quan trọng 
không chỉ là tỷ lệ các loài vi khuẩn trong dạ cỏ mà 
là số lượng của chúng hay tổng số vi khuẩn. Vì thế, 
có thể ở NT3 đạt được tốt nhất về tỷ lệ các loài vi 
khuẩn trong dạ cỏ và cả tổng số vi khuẩn nên cho 
kết quả tỷ lệ tiêu hóa cao nhất. NT4 và NT5 mặc 
dù được bổ sung lượng vi khuẩn lớn hơn nhưng có 
thể đã làm ảnh hưởng đến cân bằng hệ vi sinh vật 
trong dạ cỏ nên khả năng tiêu hóa kém hơn NT3. 
Theo Bryant và Burkey (1953) cho biết hệ vi sinh 
vật dạ cỏ là một hệ thống được cân bằng tốt, sự 
biến đổi tổng số của hệ này ít phụ thuộc vào đặc 
tính thức ăn nhưng quan hệ nhiều đến mức độ pha 
loãng chất chứa dịch dạ cỏ sau khi ăn, đặc điểm 
nuôi dưỡng và tốc độ sinh sản giữa những nhóm vi 
sinh vật. 

Kết quả cho thấy với việc bổ sung 6% v/v dịch 
vi khuẩn tổ hợp 3 chủng vi khuẩn BM13, BM21 và 
BM49 với mật số 107 tế bào/mL thì khả năng tiêu 
hóa thức ăn ở bò tốt nhất, vì vậy có thể ứng dụng tổ 
hợp 3 chủng vi khuẩn này bổ sung vào khẩu phần 
thức ăn xơ của bò nhằm giúp bò cải thiện khả năng 
tiêu hóa chất xơ hiệu quả. 

Bảng 4: Tỷ lệ tiêu hóa NDF và CF 

 Tỷ lệ bổ sung tổ hợp vi khuẩn dạ cỏ bò (BM13:BM21:BM49 = 1:1:1) (%) 
 0 2 4 6 8 10 
NDF (%) 39,3c±2,75 39,9bc±0,43 40,1bc±0,85 45,1a±1,97 43,9ab±0,89 42,4abc±0,82 
CF (%) 35bc±2,86 33,1c±0,76 35,6bc±1,68 42,6a±1,14 39,4ab±2,03 37,7abc±1,58 

* Các giá trị trung bình của 3 lần lặp lại, giá trị cùng ký tự thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5%; 
CVNDF = 3,61%;  CVCF = 4,87% 

3.7 Kết quả điện di sản phẩm PCR 

 
Hình 5: Điện di sản phẩm PCR với cặp mồi 8F 

và 1492R 

* Giếng 1 = thang 1kb; Giếng 2 = đối chứng âm; Giếng 
3: BM13; Giếng 4: BM21; Giếng 5: BM49  

Để nhận diện các chủng vi khuẩn đã được tuyển 
chọn, các chủng vi khuẩn được ly trích DNA theo 
phương pháp của Sambrook et al. (1989) và cặp 
mồi 8F và 1492R (Turner et al., 1999) để khuếch 

đại vùng 16S rDNA của 3 chủng vi khuẩn BM13, 
BM21, BM49 (Hình 5). Sản phẩm PCR sau đó 
được tinh sạch và được giải mã trình tự nucleotide. 

3.8 Kết quả giải trình tự  

Kết quả giải trình tự vùng 16S rDNA của 3 
chủng vi khuẩn BM13, BM21, BM49 và được so 
sánh với ngân hàng gen NCBI bước đầu xác định 
được 3 chủng vi khuẩn này lần lượt tương đồng với 
Achromobacter xylosoxidans BL6, Bacillus subtilis 
S2O, Uncultured Bacillus sp. Filt.171 lần lượt với 
mức đồng hình là 91% , 94% và 94%.  

Theo Brenner et al. (2005b), vi khuẩn 
Achromobacter xylosoxidans có tế bào hình que, 
Gram âm (-), catalase dương tính và có khả năng 
phát triển trong môi trường kỵ khí (anaerobic). 
Điều này phù hợp với một số đặc điểm tế bào của 
chủng BM13. Bên cạnh đó, Achromobacter 
xylosoxidans cũng có khả năng phân giải 
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hemicellulose và cellulose, sau 14 ngày nuôi trong 
môi trường nuôi cấy làm giảm 67,3% hàm lượng 
cellulose và 73,5% hàm lượng hemicellulose, hoạt 
động tốt ở pH 5 - 6 (Yang et al., 2011).  

Bacillus subtilis là vi khuẩn hình que, Gram 
dương, di động bằng chiên mao (flagellum) và có 
khả năng sống trong môi trường kỵ khí (Nakano 
and Zuber, 1998; Perez et al., 2000). Những đặc 
điểm này phù hợp với kết quả mô tả tế bào chủng 
vi khuẩn BM21 và BM49 và điều kiện nuôi cấy 
của hai chủng vi khuẩn dạ cỏ này. Tuy nhiên, 
Bacillus khi phát triển trên môi trường thạch đĩa có 
bìa răng cưa (Nguyễn Lân Dũng và ctv., 1997). 
Trong hai chủng vi khuẩn này, chỉ có chủng vi 
khuẩn BM21 có bìa răng cưa nên khả năng chủng 
vi khuẩn BM21 tương đồng với B. subtilis. Bên 
cạnh đó, B. subtilis cũng đã được phân lập từ dạ cỏ 
trâu, bò (Sivers et al., 1977; Microbial, 1999) và từ 
ruột cá (Ray et al., 2007) và có khả năng sinh tổng 
hợp cellulase trong điều kiện từ 36 - 50oC (Lương 
Đức Phẩm, 1998) và nhiệt độ tối ưu của quá trình 
này là 40  (Shabeb et al., 2010).  

Mặc dù chủng vi khuẩn dạ cỏ bò BM49 có đặc 
điểm tế bào (như vi khuẩn hình que ngắn, Gram 
dương, có khả năng di động và có khả năng được 
nuôi cấy trong bình ủ kỵ khí) tương đồng với 
chủng vi khuẩn Bacillus, nhưng khuẩn lạc có dạng 
tròn, mô và bìa nguyên. Bên cạnh đó, kết quả so 
sánh trình tự vùng 16S rDNA của chủng vi khuẩn 
BM49 với kho dữ liệu trên ngân hàng gen của 
NCBI bằng phầm mềm BlastN đã cho thấy chủng 
vi khuẩn dạ cỏ bò BM49 tương đồng với Bacillus 
sp., Bacillus subtilis và Uncultured Bacillus sp. 
Như vậy, với đặc điểm khuẩn lạc không tương 

đồng với đặc điểm khuẩn lạc của chủng Bacillus 
nhưng kết quả phân tích rDNA đã cho thấy chủng 
vi khuẩn dạ cỏ BM49 có trình tự di truyền vùng 
16S gần với chủng  Bacillus nên có nhiều khả năng 
chủng vi khuẩn dạ cỏ bò BM49 được phân lập từ 
dạ cỏ và được nuôi cấy trong bình ủ kỵ khí ở điều 
kiện nhiệt độ 38oC với cơ chất là bột bã mía tương 
đồng với chủng vi khuẩn Uncultured Bacillus sp. 
Filt.171 ở mức độ 94%.  

3.9 Kết quả phân tích phả hệ  

Trình tự 3 chủng vi khuẩn dạ cỏ bò BM13, 
BM21, BM49 cùng với trình tự vùng 16S rDNA 
của 5 chủng vi khuẩn dạ cỏ phân giải cellulose cao 
bao gồm Bacteroides ruminicola, Fibrobacter 
succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, 
Butyrivibrio fibrisolvens và Lachnospira multipara 
(Kamra, 2005), 6 trình tự vùng 16S rDNA của 6 
chủng vi khuẩn Bacillus và 2 trình tự vùng 16S 
rDNA của 2 chủng vi khuẩn A. xylosoxidans từ kho 
dữ liệu NCBI được sử dụng vẽ sơ đồ phả hệ để xác 
định quan hệ giữa các loài bằng phần mềm Mega 
6.0 thông qua phương pháp Test maxium 
likelihood tree. Kết quả cho thấy 2 chủng vi khuẩn 
BM21 và BM49 có quan hệ rất gần với các chủng 
vi khuẩn Bacillus thông qua việc phân tích trình tự 
di truyền 16S rDNA với chỉ số Bootstrap là 100%, 
nhưng lại có quan hệ xa với một số chủng vi khuẩn 
dạ cỏ như Fibrobacter succinogenes, Bacteroides 
ruminicola, Ruminococcus flavefaciens, 
Butyrivibrio fibrisolvens và Lachnospira multipara  
(Hình 6). Bên cạnh đó chủng vi khuẩn BM13 cũng 
có quan hệ gần với hai chủng vi khuẩn A. 
xylosoxidans kèm theo độ tin cậy cao với chỉ số 
Bootstrap đầu nhánh là 96%. 

 
Hình 6: Giản đồ phả hệ mô tả tương quan di truyền giữa các chủng vi khuẩn 

* Các chỉ số CI = 0,2, chỉ số bootstrap được ghi trên đầu các nhánh trong giản đồ 
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4 KẾT LUẬN VÀ ĐỀ XUẤT 

4.1 Kết quả 

Tổ hợp 6% (v/v) của 3 chủng vi khuẩn BM13, 
BM2 và BM49 được phối trộn theo tỷ lệ 1:1:1 đã 
được tuyển chọn từ 62 chủng vi khuẩn dạ cỏ bò đã 
cho thấy có khả năng phân giải bã mía hiệu quả 
trong điều kiện in vitro. 

Kết quả phân tích trình tự vùng 16S rDNA của 
3 chủng vi khuẩn BM13, BM21, BM49 bằng phần 
mềm BlastN cùng với phân tích quan hệ di truyền 
bằng phương pháp Test maximum likelihood tree 
đã cho thấy chúng lần lượt tương đồng với các 
chủng vi khuẩn Achromobacter xylosoxidans BL6, 
Bacillus subtilis S2O, Uncultured Bacillus sp. 
Filt.171 ở các mức đồng hình là 91% , 94% và 
94%. 

4.2 Đề xuất 

Nghiên cứu sự ổn định di truyền của các chủng 
vi khuẩn BM13, BM21, BM49 trong quá trình bảo 
quản trước khi nghiên cứu tạo chế phẩm vi khuẩn 
dạng bột sử dụng như men tiêu hóa chất xơ để thử 
nghiệm nuôi bò ở hộ gia đình và nông trang. 
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