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ABSTRACT 

Sixty-two bacteria isolates composing of 17 proteolytic bacteria, 24 cellulolytic bacteria, 

21 amylolytic bacteria were isolated from wastewater of two municipal solidwaste plants 

Dong Thanh and Tan Long, CanTho city on specific media. Among the whole bacteria 

isolated, there were 19 mesophilic bacteria and 32 thermophilic bacteria. In which there 

were 12 isolates having high effectiveness in both of meso and thermopile and in three 

kinds of material.  

Keywords: wastewater, proteolytic bacteria, cellulytic bacteria, amylolytic bacteria, 

mesophile, thermophile 

Title: Isolation of proteolytic, cellulolytic and amylolytc bacteria in wastewater from 

municipal solidwaste plant in CanTho city 

TÓM TẮT 

Sáu mươi hai dòng vi khuẩn phân giải chất hữu cơ bao gồm 17 dòng phân giải protein, 

24 dòng phân giải cellulose, 21 dòng phân giải tinh bột được phân lập từ nước rỉ ở hai 

bãi rác Đông Thạnh và Tân Long, Cần Thơ trên những môi trường đặc hiệu. Trong đó 

tổng số vi khuẩn phân lập được, có 19 dòng vi khuẩn bình nhiệt và 32 dòng vi khuẩn ưa 

nhiệt. Trong số này có 12 dòng vi khuẩn có độ hữu hiệu cao phân bố 2 dòng vi khuẩn 

trong mỗi nhóm bình nhiệt hay ưa nhiệt và trong ba loại cơ chất.  

Từ khóa: nước rỉ rác, vi khuẩn phân giải protein, vi khuẩn phân giải cellulose, vi 

khuẩn phân giải tinh bột, bình nhiệt, ưa nhiệt 

1 ĐẶT VẤN ĐỀ 

Ngày nay nền kinh tế - xã hội càng phát triển, dân số tại các vùng đô thị, trung tâm 

công nghiệp càng tăng nhanh cùng với sự gia tăng dân số, một lượng rác thải phát 

sinh cũng không ngừng tăng lên. Dự báo đến năm 2010, nước ta sẽ có thêm mười 

triệu dân sống trong các vùng đô thị, kéo theo sự gia tăng 60% chất thải sinh hoạt, 

chất thải nguy hại tăng lên ba lần (http://vietnam.vn/khoahoc). Lượng rác tăng 

nhanh chóng, trong khi sự tái sử dụng hầu như không đáng kể và sự quay vòng 

chất thải gặp nhiều khó khăn. Những sản phẩm phân hủy tự nhiên của rác thải hữu 

cơ không ngừng đe dọa môi trường tự nhiên của sinh vật. Chất hữu cơ là môi 

trường thuận lợi cho các vi sinh vật phát triển tạo ra các chất có mùi khó chịu như 

H2S, NH3 …làm ô nhiễm môi trường, không những vậy còn là môi trường lý 

tưởng của vi sinh vật gây bệnh, gây ô nhiễm nguồn nước do các  sản phẩm lên men 

ngấm vào lòng đất, làm biến đổi sâu sắc toàn bộ môi trường, gây bệnh tật, làm 
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giảm sức khỏe cộng đồng, chiếm đất đai chôn lấp làm bãi rác, làm mất cảnh quan 

các khu dân cư đô thị ….Vì vậy việc quản lí và xử lí chất thải một cách hợp lí là 

yêu cầu rất cấp thiết hiện nay. 

Nhiều phương pháp xử lý rác hữu cơ được nghiên cứu và đưa vào ứng dụng như 

biện pháp đốt hay chôn lấp lại biểu hiện những nhược điểm như chi phí cao, công 

nghệ cao, tốn diện tích đất chôn lấp,…. Qua phân tích thành phần rác thải sinh 

hoạt ở nước ta cho thấy, thành phần rác thải hữu cơ chiếm khoảng 45 – 55% thậm 

chí lên đến hơn 80%, là tỉ lệ cao nên rất thích hợp với phương pháp xử lí bằng 

công nghệ sinh học.  

Xử lí rác thải hữu cơ bằng phương pháp lên men vi sinh vật là một công nghệ mới. 

Mặc dù công nghệ này vẫn còn nhiều hạn chế như chưa tận thu được hết các chất 

hữu cơ chứa trong rác hay lượng khí phân hủy vẫn bị thoát ra ngoài, làm ảnh 

hưởng đến môi trường… Song, nó có nhiều ưu thế nổi bật hơn hẳn so với các 

phương pháp chôn lấp, thiêu hủy. Bởi sản phẩm thu được vừa có giá trị kinh tế, 

vừa góp phần hạn chế tình trạng ô nhiễm môi trường, chi phí rẻ (một tấn rác xử lí 

bằng công nghệ sinh học chỉ hết 160.000đ, trong khi đó nếu đem thiêu hủy thì phải 

tốn 30 – 40 USD)…(http://congnghemoi.com.vn) 

Biện pháp xử lí sinh học bao gồm các công việc nghiên cứu, phân lập các chủng vi 

sinh vật có khả năng phân hủy các hợp chất hữu cơ trong rác thải sinh hoạt, để tạo 

ra một chế phẩm biến rác thải hữu cơ thành phân hữu cơ an toàn cho đất. Do điều 

kiện rác thải ở nước ta chủ yếu là rác thải hữu cơ với thành phần chính là xác bã 

động- thực vật nên tỉ lệ cellulose, tinh bột và protein trong rác thải là khá cao. Do 

đó cần chọn được những chủng vi sinh vật có khả năng phân giải các cơ chất trên 

có hiệu quả cao, trong đó vi khuẩn là một đối tượng mà chúng ta cần quan tâm. 

Vấn đề này hiện nay cũng đã và đang có rất nhiều nghiên cứu và đã ứng dụng 

nhiều nơi nhưng do thành phần rác, điều kiện môi trường ở mỗi nơi cũng rất khác 

nhau, vì vậy mà các chế phẩm này không hiệu quả khi áp dụng ở các địa phương 

khác. Chính vì thế mà cần có một đề tài nghiên cứu phân lập vi khuẩn phân giải 

các cơ chất trên trực tiếp tại địa phương để nhân lên và tạo ra một chế phẩm sinh 

học phù hợp hơn. 

Mục tiêu của đề tài “Phân lập các dòng vi khuẩn phân hủy cellulose, tinh bột và 

protein trong nước thải của bãi rác” đồng thời chọn lọc được dòng vi khuẩn phân 

hủy các hợp chất hữu cơ trên tốt nhất để ứng dụng trong việc xử lý rác thải hữu cơ 

trong tương lai gần.  

2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Môi trường nuôi cấy pha chế cho 1 lít môi trường 

2.1.1 Môi trường phân lập vi khuẩn phân giải protein (proteolytic bacteria) 

 Peptone     5.0 g 

 Dung dịch thịt (Meat extract)  3.0 g 

 Dịch trích nấm men (Yeast extract) 1.0 g 

 Agar      20  g 

 Sữa tươi     300 ml 

http://congnghemoi.com.vn/
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 Nước cất 700 ml 

 Agar (môi trường đặc)*                                                     20  g 

 pH = 6.5 

2.1.2 Môi trường phân lập vi khuẩn phân giải cellulose (Cellulolytic  

bacteria)(Ryckeboer et al., 2002) 

 (NH4)2SO4                                                                1.0 g 

 K2HPO4                                                                             1.0 g 

 MgSO4                                                                               0.5 g 

 NaCl                                                                                  0.009 g 

 CMC (carboxymethylcellulose)                               10g 

 Cycloheximide                                            0.2 g  

 Agar (môi trường đặc)*                                                     20  g 

 pH = 6.8 

2.1.3 Môi trường phân lập vi khuẩn phân giải tinh bột – Mt1 (amylolytic bacteria) 

(Ekologija (Vilnius, 2003) 

 NH4Cl                                                     9.0 g 

 K2HPO4                                                 0.5 g 

 MgSO4.7H2O                                                0.5 g 

 CaCO3                                                 3.0 g 

 Glucose                                                        20.0 g 

 Tinh bột tan                                                                10.0 g 

 Agar (môi trường đặc)*                                               20  g 

 pH = 7.0 
                                          * Nếu sử dụng môi trường đặc bổ sung agar  

  

2.2 Phương pháp thu mẫu nước rỉ rác 

Nước rỉ rác chảy ra tạo thành rãnh và đọng vũng, mẫu nước rỉ rác được thu bằng 

cách cho nước rỉ vào trong ống nhựa (khoảng 500 ml nước rỉ rác) và vị trí lấy mẫu 

cách mặt nước đọng vũng khoảng 2 – 3 cm. Có 2 nguồn nước rỉ rác từ 

 Bãi rác Đông Thạnh (Cần Thơ) là bãi rác đã xử lý. 

 Bãi rác Tân Long (Hậu Giang) là bãi rác đang xử lý. 

Xử lý mẫu: mẫu nước rỉ rác sau khi đem vào phòng thí nghiệm sẽ được pha loãng 4 

- 5 lần bằng nước cất tiệt trùng. Các mẫu nước sau khi pha loãng có thể sử dụng 

ngay cho các bước tiếp theo, nếu không thì đậy kín nắp rồi cất vào tủ lạnh. 

2.3 Phương pháp phân lập các dòng vi khuẩn 

Trãi mẫu: Hút 0,1 ml dung dịch mẫu nước rỉ (đã pha loãng), nhỏ lên đĩa petri có 

chứa môi trường phân lập (đặc) tương ứng cho từng nhóm vi khuẩn phân giải 

cellulose, tinh bột hay protein. Từ giọt nước này ta tiến hành trãi mẫu (lấy dụng cụ 

trãi khử trùng bằng cách hơ đỏ trên đèn cồn và chờ cho nó nguội). Sau đó đặt 
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chúng vào giọt nước mẫu và trãi đều chúng ra trên mặt môi trường). Chờ cho đến 

khi mặt môi trường khô thì đem vào tủ ủ để ủ. 

 Mẫu trãi từ mẫu nước (A) ủ ở 30oC. 

 Mẫu trãi từ mẫu nước (B) ử ở 55oC. 

Nhận diện khuẩn lạc sau 24 giờ ủ: Các khuẩn lạc của vi khuẩn có khả năng phân 

giải protein (sử dụng casein trong sữa), sử dụng tinh bột hay cellulose sẽ tạo ra một 

vòng tròn trong suốt bao quanh khuẩn lạc và khuẩn lạc ăn khuyết vào môi trường. 

Cấy: dùng kim cấy (đã khử trùng bằng cách hơ trên đèn cồn) chạm vào khuẩn lạc 

(lựa khuẩn lạc rời). Sau đó tiến hành cấy theo đường “zic zac” cho đường cấy cuối 

cùng không chạm vào đường cấy đầu tiên. 

Cấy chuyển cho tới khi nào xuất hiện các khuẩn lạc rời nhau, đồng nhất về hình 

dạng và kích thước thì tiến hành xem mẫu, xác định độ ròng bằng kính hiển vi 

quang học, và trữ trong ống nghiệm nắp đen với môi trường tương ứng và xem 

như một dòng hay chủng (isolate) riêng biệt. 

3 KẾT QUẢ THẢO LUẬN 

Từ mẫu nước rỉ rác, chúng tôi phân lập được 17 dòng (isolate) vi khuẩn phân giải 

protein bao gồm 4 dòng phát triển ở nhiệt độ phòng (30oC) gọi là vi khuẩn bình 

nhiệt (mesophilic bacteria) và 13 dòng phát triển ở nhiệt độ cao (55oC) gọi là vi 

khuẩn ưa nhiệt (thermophilic bacteria)(Hình 1a và hình 1b) có khuẩn lạc to, màu 

xậm, phát triển nhanh (sau 24 giờ), điều đặc biệt trong 4 dòng vi khuẩn bình nhiệt 

phân lập ở nước rỉ từ bải rác Đông Thạnh mà bải rác này đã xử lý hay ngưng hoạt 

động, trái lại 13 dòng vi khuản ưa nhiệt lại phân lập từ nước rỉ ở bải rác Tân Long 

và bải rác này trong quá trình xử lý hay tiếp tục nhận rác mới. 

 

                                                                            

                                                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Khả năng hay độ hữu hiệu của chúng có thể đánh giá sơ bộ qua đường kính của 

vòng tròn chung quanh khuẩn lạc hay còn gọi là halo (Hình 2). 

  

Hình 1a: Vi khuẩn phân giải protein  

bình nhiệt (30oC) phát triển trên 

môi trường sữa tươi 

Hình 1b: Vi khuẩn phân giải protein 

ưa nhiệt (55oC) phát triển trên 

môi trường sữa tươi 
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Hình 2: Đánh giá độ hữu hiệu hay khả năng 

             phân giải protein qua các halo 

 

 

 

Trái lại với vi khuẩn phân giải protein, vi khuẩn phân hủy cellulose có khuẩn lạc 

có kích thước nhỏ hơn, hình trắng đục, phát triển tương đối chậm sau 2-4 ngày  

(Hình 3). 
 

                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3: Khuẩn lạc vi khuẩn phân giải cellulose phát triển trên môi trường bổ sung CMC 

 

Có 14 dòng vi khuẩn phân giải cellulose bình nhiệt được phân lập từ nước rỉ của 

bải rác Đông Thạnh (Hình 4a) và 10 dòng vi khuẩn phân giải cellulose ưa nhiệt 

được phân lập từ nước rỉ của bải rác Tân Long (Hình 4b) trong tổng số 24 dòng vi 

khuẩn phân lập được đều có màu với congo đỏ. 
 

 

                                                                                

                                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                

 

 

 

  

Hình 4a:Vi khuẩn phân giải cellulose 

bình nhiệt phát triển trên môi 

trường CMC nhuộm với congo 

đỏ 

Hình 4b:Vi khuẩn phân giải cellulose 

ưa nhiệt phát triển trên môi 

trường CMC nhuộm với 

congo đỏ 
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Cùng với vi khuẩn phân giải protein và cellulose, chúng tôi phân lập được 21 dòng 

vi khuẩn phân giải tinh bột trong đó có 11 dòng vi khuẩn bình nhiệt phân lập từ 

nước rỉ rác của bãi rác Đồng Thạnh và 9 dòng vi khuẩn ưa nhiệt phân lập từ nước 

rỉ rác ở bãi rác Tân Long (Hình 5), tất cả những dòng vi khuẩn phân giải tinh bột 

đều bắt màu với Iod. Khuẩn lạc của các dòng vi khuẩn phân giải tinh bột có hình 

dạng tròn, dộ nổi mô, màu trắng đục như sữa, phát triển nhanh trong môi trường 

tinh bột tan (từ 1-2 ngày). Sự hiện diện của các halo bao quanh các khuẩn lạc có 

thể cho kết quả bước đầu đánh giá khả năng phân giải tinh bột của từng dòng vi 

khuẩn khác nhau. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)                                                                             (b) 

Hình 5: Vi khuẩn phân hủy tinh bột tạo ra halo chung quanh khuẩn lạc (a) và được nhuộm 

với iod để thấy phân tinh bột bị mất đi (vùng sáng)(b) 

Ngoài ra, việc đánh giá khả năng phân giải tinh bột của các dòng vi khuẩn này có 

thể thực hiện trong môi trường lỏng bổ sung thuốc thử Iod để thấy sự hiện diện còn 

lại của tinh bột (ống nghiệm màu trong hay vàng lợt [ít tinh bột] hoặc màu nâu 

xậm [tinh bột còn nhiều]) (Hình 6a và hình 6b). 
 

 

                                                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                              

 

 

 

  

  

Hình 6a: Khả năng phân hủy tinh bột của vi 

khuẩn phân hủy tinh bột bình nhiệt 

trong môi trường lỏng với thuốc thử 

Iod 

Hình 6b: Khả năng phân hủy tinh bột 

của vi khuẩn phân hủy tinh 

bột ưa nhiệt trong môi trường 

lỏng với thuốc thử Iod 
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Theo Strom (1985) khi ủ phân hữu cơ từ sản phẩm sinh học ở nhiệt độ cao (>60oC) 

thường xuất những nhóm vi sinh vật chịu nhiệt như các loài nấm Aspergillus 

fumigatus, Trichoderma… hay nhóm xạ khuẩn Streptomyces và vi khuẩn Bacillus. 

Tuy nhiên, sự điều tra chi tiết hơn của Ryckeboer et al. (2003) trong các nhóm 

bình nhiệt có các loài thuộc giống Bacillus, Paenibacillus, Cellulomonas cellulans, 

Rhodococcus rhodochrous, Pseudomonas alcaligenes, còn nhóm chịu nhiệt thì phổ 

biến nhất là các loài trong giống Bacillus, kế đến Geobacillus thế nhưng trong điều 

kiện yếm khi thì sự xuất hiện của loài vi khuẩn Clostridium thermocellum chủ yếu 

phân hủy cellulose (Schwarz, 2001). Trong điều tra các nhóm vi khuẩn xuất hiện 

trong phân hữu cơ từ rác thải sinh học, sự xuất hiện của loài 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolytum phân hủy các nguồn carbohydrat 

(tinh bột, cellulose) trong điều kiện yếm khí và ủ nóng (Ueno et al., 2006) nhưng 

nhiều nghiên cứu gần đây cho thấy vi khuẩn Bacillus, Clostridium thường hiện 

diện nhiều trong phân hữu cơ (compost) ủ tại gia đình hay thương mại (Guo et al., 

2007; Vrint et al., 2007). 

Những dòng vi khuẩn phân giải protein, cellulose và tinh bột mà chúng tôi phân 

lập được chưa xác định tên giống loài, đặc biệt các dòng vi khuẩn bình nhiệt được 

tìm thấy trong nước rỉ ở bải rác ngưng hoạt động (bãi rác Đông Thạnh) còn các 

dòng vi khuẩn ưa nhiệt lại tìm thấy trong nước rỉ ở bải rác đang hoạt động (bãi rác 

Tân Long), điều quan trọng là khả năng ứng dụng chúng vào trong việc xử lý rác 

thải hữu cơ rất có triển vọng và tiềm năng cao; trong mỗi nhóm chúng tôi chọn 

được 2 dòng vi khuẩn có độ hữu hiệu cao ở từng nhóm nhiệt độ để nhân nuôi sinh 

khối và ứng dụng vào xử lý rác thải hữu cơ trong tương lai. 

4 KẾT LUẬN 

 Từ trong mẫu nước rỉ ở bải rác, chúng tôi phân lập được 17 dòng vi khuẩn phân 

giải protein, 24 dòng vi khuẩn phân giải cellulose và 21 dòng vi khuẩn phân 

giải tinh bột. 

 Ứng dụng những dòng vi khuẩn có độ hữu hiệu cao trong việc xử lý rác thải 

hữu cơ. 
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