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Đặt vấn đề

Hiện nay, acid acetic là một trong những loại acid hữu cơ 
quan trọng được ứng dụng rộng rãi trong đời sống cũng như 
trong sản xuất công nghiệp, đặc biệt là công nghiệp thực phẩm 
và công nghiệp chế biến mủ cao su. Acid acetic có thể được 
chế biến từ nhiều nguồn nguyên liệu khác nhau như mật rỉ, 
nước hoa quả chín, tinh bột, cồn... và được ứng dụng trong 
sản xuất các sản phẩm như giấm, sorbose, dihydroxyacetone, 
gluconate, keto-D-gluconates… [1]. Ngoài ra, acid acetic còn 
được dùng trong sản xuất chất màu, chất thơm, dung môi hữu 
cơ, trong tổng hợp chất dẻo, tơ sợi… Việt Nam là một nước 
thuộc khu vực nhiệt đới nên rất dồi dào về các nguồn nguyên 
liệu có thể ứng dụng trong sản xuất acid acetic. Ở nước ta, acid 
acetic dùng để làm thực phẩm trong gia đình thường được lên 
men một cách tự nhiên không sử dụng vi khuẩn acetic thuần 
chủng và ở quy mô hộ gia đình. Vi khuẩn acetic thuộc nhóm 
vi khuẩn Gram âm hiếu khí bắt buộc, với khả năng oxy hóa 
ethanol thành acid acetic cho phép chúng có thể sinh trưởng 
ở các môi trường có chứa ethanol [2]. Vi khuẩn acetic thuộc 
họ Acetobacteraceae và được phân loại thành 10 giống: 
Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas, Gluconacetobacter, 

Asaia, Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia và 
Granulibacter [3-5]. Trong đó Acetobacter và Gluconobacter 
được sử dụng lên men acid acetic phổ biến nhất vì chúng có khả 
năng oxy hóa ethanol tạo acid acetic với nồng độ cao.

Bản chất của quá trình lên men acetic là sự chuyển hóa 
ethanol thành acid acetic được thực hiện bởi vi khuẩn acetic và 
có sinh nhiệt, do vậy trong quá trình sản xuất acid acetic bằng 
phương pháp lên men luôn phải thực hiện quá trình làm lạnh để 
duy trì nhiệt độ tối ưu. Công đoạn này sẽ tiêu tốn nhiều năng 
lượng, do vậy cần tuyển chọn chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt 
có khả năng sinh acid cao ở điều kiện nhiệt độ cao sẽ giảm được 
chí phí để làm mát hệ thống lên men. Ngoài ra, quá trình lên 
men ở nhiệt độ cao sẽ giúp cho quá trình lên men diễn ra nhanh 
hơn cũng như hạn chế khả năng nhiễm vi khuẩn không mong 
muốn. Hơn nữa, việc gia tăng nhiệt độ toàn cầu dẫn đến một số 
thách thức nghiêm trọng trong việc lên men với quy mô công 
nghiệp vì những hệ thống làm lạnh lớn tiêu tốn quá nhiều năng 
lượng để giữ ở nhiệt độ tối ưu. Nhiệt độ thích hợp cho quá trình 
lên men acid acetic trong khoảng 30oC và quá trình lên men 
này luôn được giữ ổn định để đảm bảo quá trình lên men tối ưu. 
Nhiệt độ gia tăng thêm chỉ khoảng 2-3oC cũng là nguyên nhân 
gây bất lợi không chỉ cho mức độ lên men mà còn ảnh hưởng 
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Tóm tắt:

Acid acetic là một acid hữu cơ quan trọng được ứng dụng rộng rãi trong nhiều ngành công nghiệp, đặc biệt là 
công nghiệp chế biến thực phẩm. Nghiên cứu nhằm mục đích tuyển chọn và định danh các chủng vi khuẩn acetic 
chịu nhiệt và xác định các điều kiện lên men acid acetic. Kết quả khảo sát khả năng lên men trong môi trường 
YPGD bổ sung 4% (v/v) ethanol của 20 chủng vi khuẩn acetic ở 37°C đã tuyển chọn được 9 chủng vi khuẩn 
acetic với hàm lượng acid acetic sinh ra trong khoảng 1,72-2,04% (w/v). Chủng vi khuẩn acetic A18 có khả năng 
lên men mạnh nhất ở 39°C với hàm lượng acid acetic đạt 2,56% (w/v) và được tuyển chọn thử nghiệm các điều 
kiện lên men bao gồm hàm lượng ethanol bổ sung, pH và giống chủng ban đầu. Chín chủng vi khuẩn thuộc chi 
Acetobacter, bao gồm A. pasteurianus, A. tropicalis, A. orientalis và A. sicerae. Kết quả khảo sát điều kiện lên men 
acid acetic của chủng A. sicerae A18 ở 39°C cho thấy điều kiện lên men acid acetic thích hợp khi môi trường 
YPGD có ethanol được bổ sung ở nồng độ 4,32%, pH 4,0 và số lượng tế bào giống vi khuẩn là 105 tế bào/ml, hàm 
lượng acid acetic đạt 2,61% (w/v).
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đến hiệu quả lên men [6]. Do đó, việc nghiên cứu để tìm ra các 
chủng vi khuẩn có đặc tính chịu nhiệt và lên men tốt từ các 
nguồn nguyên liệu có triển vọng như ca cao lên men, men rượu, 
trái cây, giấm, rau quả,... để từ đó có định hướng ứng dụng vào 
sản xuất ở quy mô lớn đạt được năng suất và hiệu quả kinh tế là 
rất có ý nghĩa ở nước ta hiện nay và trong tương lai. Nghiên cứu 
nhằm tuyển chọn, định danh một số chủng vi khuẩn acetic chịu 
nhiệt triển vọng và thử nghiệm điều kiện lên men acid acetic ở 
nhiệt độ cao.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Nguyên vật liệu và hóa chất

- Hai mươi chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt (phân lập từ 
giấm, men rượu và các sản phẩm lên men acid acetic) được 
tuyển chọn và lưu trữ tại Phòng thí nghiệm Công nghệ sinh học 
thực phẩm, Viện Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ sinh học. 
Chủng đối chứng Acetobacter pasteurianus SKU1108 (Đại học 
Yamaguchi, Nhật Bản).

- Các hóa chất khác: yeast extract, peptone, glycerol, 
D-glucose, agar, CaCO3, ethanol, phenolphthalein, NaOH… 
được mua từ Merck (Đức) và HiMedia Laboratories (Ấn Độ).

- Môi trường YPGD (yeast extract 5 g/l, peptone 5 g/l, 
glycerol 5 g/l, D-glucose 5 g/l) và môi trường PM (5 g/l 
D-glucose, 20 g/l glycerol, 10 g/l yeast extract, 10 g/l peptone, 
10% (v/v) dịch trích khoai tây) [7].

Phương pháp nghiên cứu

Đánh giá khả năng lên men của vi khuẩn acetic ở 37°C: Thí 
nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại. Các 
chủng vi khuẩn acetic được nuôi tăng sinh trong ống nghiệm có 
chứa 5 ml môi trường YPGD bổ sung 10% dịch trích khoai tây 
trong 48 giờ, lắc 150 vòng/phút ở 30°C, số lượng tế bào giống vi 
khuẩn khoảng 107 tế bào/ml (tb/ml). Môi trường lên men YPGD 
được khử trùng ở 121°C trong 20 phút và sau đó được bổ sung 
4% (v/v) ethanol. Chủng 300 µl dịch tăng sinh vi khuẩn (tương 
ứng 1% (v/v) giống chủng) vào 30 ml dịch lên men trong ống 
falcon 50 ml. Ủ lắc 150 vòng/phút ở 37°C. Hàm lượng acid 
trong 7 ngày lên men được xác định bằng phương pháp chuẩn 
độ với NaOH 0,1 N. pH được xác định bằng pH kế (Sartorius, 
PB-20, Đức) và hàm lượng đường được xác định bằng phương 
pháp DNS [8].

Đánh giá khả năng lên men của vi khuẩn acetic ở 38°C và 
39°C: Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên sử dụng các 
chủng vi khuẩn acetic được tuyển chọn từ thử nghiệm khả năng 
lên men ở 37°C. Thử nghiệm được thực hiện ở 2 mức nhiệt độ 
(38°C và 39°C), lặp lại 3 lần với thể tích lên men 30 ml. Môi 
trường được chuẩn bị, các bước thực hiện và chỉ tiêu theo dõi 
tương tự như thử nghiệm ở 37°C với các chủng vi khuẩn được 
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Abstract:

Acetic acid is an important organic acid used in many 
industries, especially in food processing. The objectives 
of this study were to select the thermotolerant acetic 
acid bacteria having the high acid producing capacity 
and to study the fermentation conditions for acetic 
acid production at high temperature. In this study, 
nine thermotolerant acetic acid bacterial isolates were 
selected from 20 strains based on their high acetic acid 
production ranging from 1.72% to 2.04% (w/v) at 
37°C. These strains were dominated by representatives 
from the Acetobacter genus including A. pasteurianus, 
A. tropicalis, A. orientalis, and A. sicerae. Strain A18 
was determined as the most effectively fermentative 
bacterial strain at 39°C with the acetic acid production 
of 2.56% (w/v) and productivity of 62.19%.  The 
favorable conditions for acetic acid fermentation by 
the selected target strain Acetobacter sicerae A18 were 
determined at the pH of 4.0, the ethanol concentration 
of 4.32% (v/v), and the starter density of 105 cells/ml. 
The total acid content of 2.61% (w/v) was achieved 
after 6 days of fermentation at 39°C.

Keywords: Acetic acid, acetic acid fermentation, 
acetobacter, thermotolerant acetic acid bacteria.
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tuyển chọn. Ủ lắc 150 vòng/phút ở 38 và 39°C. 

Định danh các chủng vi khuẩn acetic được tuyển 
chọn: Các chủng vi khuẩn acetic tuyển chọn được tách 
chiết DNA và định danh với cặp mồi để khuếch đại trình tự 
vùng bảo tồn trên 16S rDNA của nhóm α-Proteobacteria: 
27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) và 1525R 
(5’-AAAGGAGGTGATCCAGCC-3’) [7]. Sản phẩm PCR 
được giải trình tự sử dụng hệ thống giải trình tự ABI PRISM 
3100 (Applied Biosystems, USA). Dựa trên trình tự 16S  rDNA 
để phân tích và so sánh với trình tự các chủng vi khuẩn trên ngân 
hàng dữ liệu NCBI. Xây dựng cây phả hệ gene 16S  rDNA dựa 
trên phương pháp neighbor-joining, chương trình MEGA 6  với 
chỉ số bootstrap 1.000 lần lặp lại [9].

Khảo sát điều kiện lên men của vi khuẩn acetic chịu nhiệt 
được tuyển chọn: Thí nghiệm gồm 3 nhân tố: Hàm lượng 
ethanol, số lượng tế bào giống vi khuẩn và pH ban đầu. Chủng 
vi khuẩn tuyển chọn được nuôi tăng sinh trong 5 ml môi trường 
PM trong 48 giờ, lắc 150 vòng/phút ở 30°C, số lượng tế bào vi 
khuẩn đạt 108 tb/ml. Môi trường YPGD được điều chỉnh pH ở 
3 mức (4, 5, 6), khử trùng ở 121°C trong 20 phút. Ethanol được 
bổ sung ở các mức (4, 5 và 6% v/v) và được chủng giống để đạt 
các mức độ thử nghiệm (104, 105 và 106 tb/ml). Lên men ở 39°C 
và theo dõi các chỉ tiêu trong 7 ngày. Các điều kiện thích hợp 
tiếp tục được thử nghiệm để xác nhận mô hình tối ưu ở quy mô 
1 lít dịch lên men.

Phương pháp phân tích thống kê: Kết quả được xử lý và 
vẽ biểu đồ bằng phần mềm Microsoft Excel 2010 (Microsoft 
Corporation, USA). Số liệu được xử lý thống kê bằng chương 
trình Statgraphics Centurion XV ver 15.1.02 (Statpoint 
Technologies, Inc., USA).

Kết quả 

Khả năng lên men của vi khuẩn acetic chịu nhiệt ở 37°C

Kết quả lên men trong môi trường YPGD có bổ sung 4% 
(v/v) ethanol trong 7 ngày ở nhiệt độ 37ºC của 20 chủng vi khuẩn 
acetic chịu nhiệt và chủng vi khuẩn A. pasteurianus SKU1108 
được thể hiện ở bảng 1. Kết quả lên men cho thấy vào ngày thứ 
4, hàm lượng acid acetic tăng lên đến khoảng 1,30-1,94% (w/v) 
và sau đó giảm nhẹ, hàm lượng acid đạt giá trị cao nhất vào ngày 
lên men thứ 7 (1,36-2.04% w/v). 

Ở ngày lên men thứ 7, hàm lượng acid acetic sinh ra từ các 
chủng trong khoảng 1,32-2,04% (w/v) và hiệu suất lên men 
trong khoảng 32,07-49,56%. Trong đó, 9 chủng A1, A3, A8, 
A18, A23, A47, A49, A50 và A52 có hàm lượng acid acetic sinh 
ra khá cao và khác biệt không ý nghĩa với độ tin cậy 95%, hàm 
lượng acid trong khoảng 1,72-2,04% (w/v) và hiệu suất lên men 
trong khoảng 41,78-49,56%.

Bảng 1. Hàm lượng acid của 21 chủng vi khuẩn acetic trong 7 
ngày lên men ở 37°C.

1Giá trị trung bình của 3 lần lặp lại, trong cùng một cột các chữ số mũ 
giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê 5% (p-value < 0,05).  

Khả năng lên men của vi khuẩn acetic chịu nhiệt ở 38 và 
39°C

Hàm lượng acid acetic sau lên men trong môi trường YPGD 
có bổ sung 4% (v/v) ethanol ở nhiệt độ 38ºC và 39°C được trình 
bày ở bảng 2 và bảng 3. Kết quả cho thấy, hàm lượng acid đạt 
cực đại vào ngày thứ 6 ở 38ºC và ngày thứ 3 ở 39ºC. Do đó, 2 
mốc thời gian lên men này được chọn để thống kê hàm lượng 
acid sinh ra của các chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt ở 2 mức 
nhiệt độ thử nghiệm. Hàm lượng acid đạt khoảng 1,24-2,08% 
(w/v) và hiệu suất trong khoảng 30,12-51,50% khi lên men ở 
38°C. Hàm lượng acid đạt trong khoảng 1,20-2,04% (w/v) khi 
kết thúc lên men vào ngày thứ 7. Kết quả lên men ở 39°C cho 
hàm lượng acid đạt cao nhất vào ngày thứ 3, hàm lượng acid và 
hiệu suất tương ứng là 1,52-2,56% (w/v) và 36,92-62,19%. Khi 
kết thúc lên men vào ngày thứ 7, hàm lượng acid trong khoảng 
1,50-2,28% (w/v).

Bảng 2. Hàm lượng acid của 10 chủng vi khuẩn acetic trong 7 
ngày lên men ở 38°C.

Chủng
Hàm lượng acid (% w/v) theo ngày lên men ở 37°C Hiệu suất 

(%)1 2 3 4 5 6 7

A1 1,08 e 1 1,04 f 1,24 f 1,40 bc 1,24bcde 1,16bcde 1,76 abc 42,75

A3 1,04 e 1,00 f 1,44 def 1,80 abc 1,52 a 1,48 a 2,04 a 49,56

A8 1,08 e 1,12 ef 1,48 cdef 1,80 abc 1,36 abc 1,36 ab 1,84 ab 44,70

A11 1,12 e 1,08 ef 1,24 f 1,30 c 1,04 abc 1,04 de 1,48 cde 35,95

A13 1,16 e 1,12 ef 1,32 ef 1,40 bc 1,12 abc 1,04 de 1,36 de 33,04

A16 1,20 e 0,96 f 1,36 ef 1,68 abc 1,24bcde 1,16bcde 1,56 bcde 37,90

A18 1,12 e 1,08 ef 1,36 ef 1,60 abc 1,44 ab 1,20bcde 1,76 abc 42,75

A19 1,20 e 1,08 ef 1,24 f 1,30 c 1,08 abc 1,08 cde 1,48 cde 35,95

A22 1,16 e 0,92 f 1,24 f 1,48 bc 1,28abcde 1,00e 1,60 bcde 38,87

A23 1,76 ab 1,64 abcd 1,76 abc 1,80 abc 1,28abcde 1,20bcde 1,72 abc 41,78

A24 1,68 abc 1,68 abc 1,76 abc 1,76 abc 1,32 abcd 1,28abcd 1,60 bcde 38,87

A28 1,80 a 1,88 a 1,88 a 1,84 ab 1,36 abc 1,40 ab 1,60 bcde 38,87

A29 1,44 d 1,72 abc 1,80 ab 1,80 abc 1,28abcde 1,16bcde 1,52 bcde 36,92

A31 1,60 bcd 1,52 bcd 1,52bcdef 1,64 abc 1,32 abcd 1,28abcd 1,56 bcde 37,90

A46 1,16 e 1,36 de 1,40 def 1,56 bc 1,24 bcde 1,16bcde 1,56 bcde 37,90

A47 1,20 e 1,76 ab 1,76 abc 1,80 abc 1,52 a 1,28abcd 2,04 a 49,56

A49 1,80 a 1,56 bcd 1,68abcd 1,68 abc 1,36 abc 1,20bcde 1,80 abc 43,73

A50 1,56 cd 1,44 cd 1,60abcde 1,64 abc 1,32 abcd 1,32abc 1,80 abc 43,73

A52 1,60 bcd 1,44 cd 1,76 abc 1,94 a 1,32 abcd 1,28abcd 1,76 abc 42,75

A55 1,52 cd 1,56 bcd 1,52bcdef 1,52 bc 1,28abcde 1,16bcde 1,68 bcd 40,81

ĐC 1,16 e 1,08 ef 1,28 f 1,36 c 0,96 abc 1,04 de 1,36 de 32,07

CV (%) 2,78 4,82 7,33 5,91 4,87 3,87 5,29

Chủng
Hàm lượng acid (% w/v) theo ngày lên men ở 38°C

Hiệu suất (%)
1 2 3 4 5 6 7

A1 1,08c 1 1,20 cd 1,28 abc 1,48 ab 1,60 ab 1,84 abc 1,92 ab 44,70
A3 1,44b 1,40 bc 1,28 abc 1,36 ab 1,52 ab 1,64 c 1,88 ab 39,84
A8 1,08 c 1,24 cd 1,40 ab 1,56 a 1,60 ab 1,80 bc 2,00 a 43,73
A18 1,68 a 1,60 ab 1,48 a 1,56 a 1,52 ab 1,80 bc 1,88 ab 43,73
A23 1,72 a 1,68 a 1,56 a 1,72 a 1,68 ab 2,04 ab 1,96 a 49,56
A47 1,04 c 1,08 d 1,04 c 1,12 b 1,44 b 1,80 bc 1,76 b 43,73
A49 1,84 a 1,68 a 1,44 a 1,56 a 1,80 a 2,08 ab 2,04 a 50,53
A50 1,80 a 1,64 a 1,44 a 1,60 a 1,68 ab 1,88 abc 1,96 a 45,67
A52 1,72 a 1,60 ab 1,44 a 1,72 a 1,68 ab 2,12 a 1,92 a 51,50
ĐC 1,36 b 1,24 cd 1,12 bc 1,36 ab 1,36 b 1,24 d 1,20 c 30,12

CV(%) 2,58 6,93 6,14 7,37 2,81 5,78 6,59
1Giá trị trung bình của 3 lần lặp lại, trong cùng một cột các chữ số mũ 
giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê 5% (p-value < 0,05). 
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Bảng 3. Hàm lượng acid của 10 chủng vi khuẩn acetic trong 7 
ngày lên men ở 39°C.

1Giá trị trung bình của 3 lần lặp lại, trong cùng một cột các chữ số mũ 
giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê 5% (p-value < 0,05).  

Định danh các chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt

Chín chủng vi khuẩn acetic với khả năng sinh acid cao ở 
37°C là A1, A3, A8, A18, A23, A47, A49, A50 và A52 được giải 
trình tự DNA và so sánh mức độ tương đồng với trình tự của các 
chủng vi khuẩn acetic trong ngân hàng gene trên NCBI cho thấy, 
tất cả các chủng đều thuộc chi Acetobacter. Trong đó, 2 chủng 
A1 và A52 là A. pasteurianus, 4 chủng A3, A23, A47 và A49 
được xác định là A. tropicalis, 2 chủng A18 và A50 là A. sicerae 
và chủng A8 là A. orientalis với mức độ tương đồng so sánh 
BLAST trên cơ sở dữ liệu đạt 98-100%. 

Trình tự DNA các chủng phân lập được sử dụng để vẽ cây 
phân loại gene 16S rDNA dựa trên multiple aligment, chương 
trình MEGA 6 (theo thông số neighbor - joining) với độ tin cậy 
của nhánh phả hệ có chỉ số bootstrap 1.000 (hình 1). Cây phân 
loại được xây dựng phù hợp với kết quả định danh của 9 chủng 
vi khuẩn acetic chịu nhiệt. Do các chủng này đều thuộc chi 
Acetobacter nên mối quan hệ di truyền của chúng khá gần nhau, 
trong đó 3 chủng cùng loài A3, A23 và A49 thuộc A. tropicalis 
có chỉ số bootstrap lên đến 92%, tuy nhiên 3 chủng này có khác 
về mặt trình tự so với chủng A. tropicalis A47. Chủng A18 và 
A50 thuộc A. sicerae mức độ tin cậy về mối quan hệ gần gũi 
đến 100%. Kết quả tương tự đối với 2 chủng A. pasteurianus 
A1 và A52, chủng A. orientalis A8 có quan hệ gần gũi với A. 
pasteurianus hơn so với A. tropicalis và A. sicerae.

Hình 1. Cây phân loại di truyền của 9 chủng vi khuẩn acetic 
chịu nhiệt. 

Điều kiện lên men acid acetic của vi khuẩn acetic chịu 
nhiệt được tuyển chọn

Chủng A. sicerae A18 được tuyển chọn và thử nghiệm các 
điều kiện lên men ở 39°C do có khả năng sinh ra acid acetic cao 
hơn ở thời gian lên men ngắn hơn so với các chủng vi khuẩn 
acetic chịu nhiệt được thử nghiệm. Ảnh hưởng của hàm lượng 
ethanol bổ sung, pH và số lượng tế bào giống vi khuẩn đến khả 
năng sinh acid acetic của chủng A. sicerae A18 được theo dõi 
trong 7 ngày lên men và kết quả được trình bày ở bảng 4. Kết 
quả cho thấy, ở nghiệm thức 10 vào ngày thứ 6 (pH 4,0, 5% 
ethanol và 104 tb/ml) sinh ra hàm lượng acid acetic cao nhất là 
2,70% (w/v), không khác biệt có ý nghĩa so với nghiệm thức 3 
và 12 cũng cho hàm lượng acid acetic cao (2,64% w/v) cùng với 
các nghiệm thức 11, 1 và 2 có hàm lượng acid acetic lần lượt là 
2,52%; 2,46% và 2,46% (w/v).

Bảng 4. Hàm lượng acid acetic của chủng A18 trong 7 ngày lên 
men ở 39°C.

Chủng
Hàm lượng acid (% w/v) theo ngày lên men ở 39°C

Hiệu suất (%)
1 2 3 4 5 6 7

A1 0,92 bc 1 1,08 abc 2,52 a 2,44 ab 2,56 a 2,48 a 2,28 a 61,22

A3 0,80c 0,88 bcd 2,08 abcd 2,56 a 2,36 a 2,28 abc 2,20 a 50,53

A8 0,88 bc 1,20 a 2,40 ab 2,08 bcd 2,16 ab 2,16 abc 2,04 abc 58,30

A18 1,00 abc 0,76 d 2,56 a 2,20 abc 2,40 a 2,28 abc 2,12 ab 62,19

A23 1,20 a 1,12 ab 2,12 abcd 1,88 cde 1,64 c 1,72 d 1,68 bc 51,50

A47 0,84 c 0,84 cd 1,52 d 1,72 de 2,40 a 2,32 ab 2,20 a 36,92

A49 1,08 ab 1,08 abc 1,76 bcd 1,52 de 1,68 c 1,88 cd 2,08 ab 42,75

A50 1,08 ab 1,00abcd 1,68 cd 1,80 cde 1,92 bc 2,04 bcd 2,12 ab 40,81

A52 1,20 a 1,16 a 1,76 bcd 1,72 de 1,76 bc 1,68 d 1,50 c 42,75

ĐC 0,80 c 1,04 abc 2,28 abc 2,48 ab 2,36 a 2,48 a 2,28 a 55,39

CV(%) 5,21 7,05 3,04 1,90 3,12 6,31 4,70

Nghiệm thức
Hàm lượng acid (% w/v) theo ngày lên men ở 39°C

Hiệu suất (%)
1 2 3 4 5 6 7

4%-pH4-104(1) 2,10 2,16 2,10 2,10 2,04 2,46 ab1 1,98 59,76

4%-pH4-105(2) 2,16 2,10 2,04 2,04 2,10 2,46 ab 1,62 59,76

4%-pH4-106(3) 2,22 2,28 2,22 2,22 2,34 2,64 a 2,10 64,13

4%-pH5-104(4) 0,9 0,96 0,78 0,96 0,96 1,62 ghi 0,78 39,35

4%-pH5-105(5) 1,08 1,08 1,20 0,96 1,32 1,74 fgh 1,20 42,27

4%-pH5-106(6) 1,02 0,96 0,96 1,02 1,20 1,68 gh 1,14 40,81

4%-pH6-104(7) 0,96 1,14 1,56 1,50 1,32 1,74 fgh 1,62 42,27

4%-pH6-105(8) 1,14 1,26 1,80 1,38 1,50 1,80 fg 1,44 43,73

4%-pH6-106(9) 1,44 1,68 1,92 1,86 1,74 1,80 fg 1,56 43,73

5%-pH4-104(10) 2,04 1,92 1,92 1,74 1,86 2,70 a 1,80 65,59

5%-pH4-105(11) 2,34 2,10 2,10 2,10 1,74 2,52 a 1,32 61,22

5%-pH4-106(12) 1,98 1,98 2,04 1,86 1,74 2,64 a 1,44 64,13

5%-pH5-104(13) 1,02 0,96 1,02 0,78 0,90 1,50 hij 1,02 36,44

5%-pH5-105(14) 1,08 1,02 0,96 0,78 0,90 1,62 ghi 1,38 39,35

5%-pH5-106(15) 1,14 1,02 0,78 0,78 0,84 1,50 hij 0,96 36,44

5%-pH6-104(16) 0,96 1,14 1,50 1,62 1,50 1,68 gh 1,50 40,81

5%-pH6-105(17) 0,78 0,96 1,02 1,32 1,32 2,10 cd 1,62 51,01

5%-pH6-106(18) 1,02 1,32 1,56 1,68 1,74 1,86 efg 1,80 45,18

6%-pH4-104(19) 1,08 1,02 1,14 1,44 1,98 1,98 def 1,74 48,10

6%-pH4-105(20) 0,96 0,90 0,78 0,84 1,14 2,22 bc 1,74 53,93

6%-pH4-106(21) 0,84 0,90 1,20 1,44 1,56 2,22 bc 1,56 53,93

6%-pH5-104(22) 1,08 1,02 0,84 0,96 0,84 1,32 j 0,96 32,07

6%-pH5-105(23) 0,72 0,84 0,72 0,78 0,96 1,38 ij 0,78 33,52

6%-pH5-106(24) 1,02 1,02 0,84 0,96 0,90 1,38 ij 1,02 33,52

6%-pH6-104(25) 0,96 1,02 1,14 1,38 1,44 1,74 fgh 1,14 42,27

6%-pH6-105(26) 1,02 1,20 1,08 0,9 1,08 1,74 fgh 1,32 42,27

6%-pH6-106(27) 1,26 1,08 1,14 1,38 1,14 1,68 gh 1,38 40,81

CV (%) 2,34

 A. tropicalis A23

 A. tropicalis A49

 A. tropicalis A3

 A. tropicalis A47

 A. orientalis A8

 A. pasteurianus A1

 A. pasteurianus A52

 A. sicerae A18

 A. sicerae A50100

100

95

62

92

0.01

1Giá trị trung bình của 3 lần lặp lại, trong cùng một cột các chữ số mũ 
giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê 5% (p-value < 0,05).
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Từ kết quả ở bảng 4 cho thấy, nghiệm thức 10 (pH 4,0, 5% 
ethanol và 104 tb/ml) cho hàm lượng acid acetic cao nhất 2,70% 
(w/v) nhưng để đạt được kết quả tốt hơn thì các thông số hàm 
lượng ethanol bổ sung, pH và số lượng tế bào giống vi khuẩn 
tối ưu cần được tìm ra thông qua phân tích hồi quy dựa trên 
số liệu thu thập được để xác định được các nghiệm thức tối ưu 
với độ tin cậy 95%. Dựa vào 3 nhân tố trên, đồ thị mặt đáp ứng 
(surface plotting) và đồ thị đường mức (contour) được xác định 
dựa vào phương trình hồi quy thay thế giá trị pH bằng 4, hàm 
lượng ethanol bổ sung = X (4-6% v/v) và mật số giống chủng = 
Y (4-6 tương đương 104-106 tế bào/ml).

Phương trình hồi quy nhiều biến: Hàm lượng acid acetic = 
17,5081 + 0,4025 × ethanol + 0,140833 × giong chung – 7,0375 
× pH – 0,146667 × ethanol × ethanol + 0,1075 × ethanol × giong 
chung + 0,1925 × ethanol × pH – 0,0566667 × giong chung × 
giong chung + 0,0975 × giong chung × pH + 0,583333 × pH× 
pH – 0,0225 × ethanol × giong chung × pH.

Hình 2. Đồ thị mặt đáp ứng (A) và đường mức (B) thể hiện mối 
tương quan giữa nồng độ ethanol và số lượng tế bào giống vi 
khuẩn đến quá trình tạo acid acetic.

Dựa vào phương trình trên, thay thế pH là 4,0. Giải phương 
trình hồi quy bằng cách lấy đạo hàm lần lượt theo X (hàm lượng 
ethanol) và Y (số lượng tế bào giống vi khuẩn), được kết quả: X 
= 4,32 và Y = 5,35. Thay thế X = 4,32 và Y = 5,35 vào phương 
trình thu được hàm lượng acid acetic là 2,64% (w/v). Đồ thị 
mặt đáp ứng và đường mức từ phương trình hồi quy được thể 
hiện ở hình 2. Từ đồ thị có được, điều kiện tối ưu cho lên men 
acid acetic được xác định với chủng A. sicerae A18 ở 39°C là 
bổ sung ethanol với nồng độ 4,32% (v/v), pH 4,0 và số lượng 
tế bào giống vi khuẩn là 105 tb/ml. Kết quả lên men với chủng 
A. sicerae A18 trong 1 lít môi trường YPGD với các thông số 
từ thử nghiêm tối ưu hóa cho hàm lượng acid acetic đạt 2,61% 
(w/v) sau 6 ngày lên men ở 39°C. Sau lên men, giá trị pH của 
thành phẩm là 3,13 và hiệu suất lên men đạt được là 63,4%.

Thảo luận

Khi lên men ở 37°C, hàm lượng acid ở ngày lên men thứ 7 
đạt khá cao và giá trị này khác biệt có ý nghĩa thống kê (bảng 
1). Kết quả cho thấy ở nhiệt độ này thì chủng đối chứng (ĐC) là 
A. pausterianus SKU1108 phát triển tương đối yếu hơn so với 
20 chủng còn lại. Hàm lượng acid tăng vào ngày thứ 4, giảm 
vào ngày thứ 5, 6 và sau đó tiếp tục tăng đến giá trị cao nhất vào 
ngày thứ 7. Lý do là các chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt thích 
nghi nhanh ở nhiệt độ 37ºC nên chỉ đến ngày lên men thứ 4 thì 
chúng đã phát triển mạnh và sinh hàm lượng acid acetic cao. Sau 
khi lên men, hàm lượng acid acetic sinh ra đã làm giảm pH của 
môi trường lên men, trong đó môi trường lên men của chủng 
A18 có pH thấp nhất là 4,20 và của chủng đối chứng là cao nhất 
4,64. Chín chủng vi khuẩn acetic được tuyển chọn từ kết quả 
lên men ở 37°C bao gồm A1, A3, A8, A18, A23, A47, A47, A50 
và A52 có hàm lượng acid acetic đạt trong khoảng 1,72-2,04% 
(w/v). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Kanchanarach, 
et al. [7] trên A. pasteurianus MSU10, IFO3191 và SKU1108 
trong môi trường YPGD có bổ sung 4-6% (v/v) ethanol, các 
chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt phát triển ở nhiệt độ 37°C và 
hàm lượng acid sinh ra trong khoảng 2-3% (w/v). 

Điểm đáng chú ý là kết quả lên men ở nhiệt độ 39°C cho 
thấy hầu hết các chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt đều sinh ra 
hàm lượng acid cao hơn ở 38ºC (bảng 2 và bảng 3), điều này 
có thể được hiểu rằng với nhiệt độ cao hơn thì vi khuẩn acetic 
chịu nhiệt sinh trưởng nhanh hơn, làm cho tốc độ lên men diễn 
ra mạnh hơn nên thời gian lên men có thể được rút ngắn. Tương 
tự, hàm lượng acid khi lên men ở nhiệt độ 38ºC (bảng 2) của 
các chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt này đều tăng so với khi lên 
men ở 37ºC (bảng 1). Theo nghiên cứu của Sossou, et al. [10], 
quá trình tổng hợp acid có liên quan đến sự tăng sinh khối của 
vi khuẩn acetic để bắt đầu chuyển hóa ethanol thành acid khi 
gia tăng nhiệt độ lên men. Theo Madigan, et al. [11], tại thời 
điểm pha chậm (pha lag), vi sinh vật cần thời gian để thích ứng 
nên hoạt động lên men của chúng chưa mạnh, do đó hàm lượng 
acid sinh ra không cao. Chuyển sang pha tăng trưởng (pha log), 
lúc này vi khuẩn đủ năng lượng và được sử dụng để tổng hợp 
acid. Tuy nhiên, thời gian để tạo được lượng acid cao nhất ở 
38°C cũng không quá dài (ngày thứ 6). Trong khi đó, ở 39°C 
thì các chủng A1, A3, A8, A18, A23, A47, A49, A50, A52 và 
A. pausterianus thích nghi rất nhanh với mức nhiệt độ lên men 
này và ở ngày thứ 3, chúng đã sinh nhiều acid hơn so với ngày 
đầu tiên và duy trì hàm lượng cao trong quá trình lên men. Kết 
quả cho thấy, chủng A18 sinh ra lượng acid cao nhất (2,56% 
w/v) vào ngày thứ 3 với hiệu suất 62,19% (bảng 3). Với chủng 
A. tropicalis DK4, hàm lượng acid là tương đồng nhưng với 
thời gian ngắn hơn so với Phong, et al. [12], hàm lượng acid đạt 
2,52% (w/v) vào ngày thứ 7 trong môi trường YPGD bổ sung 
4% (v/v) ethanol ở 39°C. 

Kết quả định danh cho thấy, các chủng vi khuẩn acetic dược 
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tuyển chọn thuộc chi Acetobacter, bao gồm A. pasteurianus (A1 
và A5), A. tropicalis (A3, A23, A47 và A49), A. sicerae (A18 và 
A50) và A. orientalis (A8). Các loài vi khuẩn acetic này được 
tìm thấy phổ biến trong quá trình lên men acid acetic và nhiều 
nghiên cứu cho thấy đây là các chủng có khả năng chịu nhiệt 
trong quá trình lên men. Matsushita [1] đã tuyển chọn được các 
chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt như A. tropicalis SKU1100 và 
A. pasteurianus SKU1108 có khả năng lên men acid acetic ở 
42°C và Ndoye, et al. [13] đã chọn lọc được 2 chủng vi khuẩn 
acetic chịu nhiệt là A. tropicalis CWBI-B418 và A. pasteurianus 
CWBI-B419 phân lập từ trái cây có khả năng lên men tốt ở 
38°C.

Kết quả các chỉ tiêu theo dõi ở bảng 4 cho thấy, quá trình hấp 
thụ đường được cung cấp từ môi trường YPGD cho sự tăng sinh 
khối của vi khuẩn và giá trị pH cuối thay đổi rất phù hợp đối với 
sự lên men, từ đó cho thấy ở các mức độ đặt ra của từng nhân 
tố thì chủng A. sicerae A18 có thể phát triển và lên men khá tốt. 
Từ đồ thị ở hình 2 đã xác định được điều kiện tối ưu cho lên 
men acid acetic với hàm lượng ethanol bổ sung là 4,32% (v/v), 
số lượng tế bào giống vi khuẩn là 5,24 (tương đương 105 tb/
ml), pH 4,0 và hàm lượng acid đạt 2,64% (w/v). Với hàm lượng 
ethanol bổ sung là 4,32% (v/v), kết quả này phù hợp với nghiên 
cứu của Gullo, et al. [14] và Beheshti, et al. [15] về khả năng 
phát triển tốt của các chủng vi khuẩn acetic ở môi trường có bổ 
sung 5% (v/v) ethanol với hiệu suất chuyển hóa ethanol thành 
acid acetic là cao nhất. 

Kết quả hàm lượng acid của thí nghiệm sản xuất thử nghiệm 
với 1 lít dịch lên men (2,61% w/v) thấp hơn không đáng kể 
so với kết quả lý thuyết tính được theo phương trình hồi quy 
(2,64% w/v) và trong khoảng có giá trị hàm lượng acid cao 
(2,46-2,70% w/v) của các nghiệm thức từ kết quả thực nghiệm 
(bảng 4). Điều này cho thấy, khi lên men với thể tích lớn hơn 
(1 lít) vẫn có thể đạt được giá trị hàm lượng acid theo mô hình 
tối ưu hóa. Kết quả cho thấy tiềm năng ứng dụng trong sản xuất 
acid  ở điều kiện nhiệt độ tăng cao mà không cần chi phí để duy 
trì nhiệt độ tối ưu cho quá trình lên men trong các hệ thống lên 
men ở quy mô sản xuất.

Kết luận

Nghiên cứu đã tuyển chọn được 9 chủng vi khuẩn acetic chịu 
nhiệt lên men ở 37°C với hàm lượng acid acetic đạt được trong 
khoảng 1,72-2,04% (w/v). Tuyển chọn được chủng A18 với hàm 
lượng acid đạt 2,56% (w/v) và hiệu suất lên men 62,19% chỉ sau 
3 ngày lên men ở 39°C. Chín chủng vi khuẩn acetic chịu nhiệt 
được xác định thuộc chi Acetobacter, bao gồm A. pasteurianus, 
A. tropicallis, A. sicerae và A. orientalis. Điều kiện lên men acid 
acetic của chủng A. sicerae A18 ở 39°C được xác định với nồng 
độ ethanol ban đầu 4,32%, pH 4,0 và số lượng tế bào giống vi 
khuẩn là 105 tb/ml, hàm lượng acid acetic đạt 2,61% (w/v).
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