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Đặt vấn đề

Trong quá trình canh tác mía tại ĐBSCL, lá mía thường được 
cày vùi và để phân hủy tự nhiên thông qua quá trình phân hủy 
sinh học của nhiều loài vi sinh vật trong đất. Sự phân hủy các 
thành phần trong lá mía hay dư thừa thực vật thường phụ thuộc 
vào nhiều yếu tố như tính chất lý, hóa học của môi trường đất [1], 
phương pháp quản lý đồng ruộng [2-6], số lượng và tính chất của 
tàn dư thực vật [7, 8], hoặc cấu trúc của cộng đồng vi sinh vật 
trong đất [9, 10]. Ngoài ra, tốc độ phân hủy của các dư thừa thực 
vật trong đất còn phụ thuộc lớn vào tỷ lệ C/N của đất và tàn dư 
thực vật [11, 12]. Một số nghiên cứu trước đây cho thấy tỷ lệ C/N 
lớn hơn 60 thường làm giảm tốc độ phân hủy các tàn dư thực vật 
[1, 13]. Cây mía có tỷ lệ C/N khoảng 150, do đó lá mía thường 
phân hủy rất chậm trong tự nhiên, và khi cày vùi lá mía trực tiếp 
vào đất sẽ gây bất động dinh dưỡng trong đất [14]. 

Đất phèn là một trong hai nhóm đất có diện tích lớn nhất tại 
ĐBSCL bên cạnh nhóm đất phù sa [15]. Hoạt động của các vi sinh 
vật trong đất phèn thường bị ảnh hưởng do độ chua và nồng độ 
độc chất cao. Trong đó, độc chất Al được xem là yếu tố giới hạn 
sinh trưởng quan trọng nhất đối với cây trồng và vi sinh vật trong 
đất phèn [16]. 

Tàn dư thực vật của cây mía có chứa khoảng 40-50% cellulose 

[17]. Cellulose là một polysaccharide mạch thẳng - một chuỗi của 
các đường đơn. Do lực liên kết hóa học C-O-C giữa các phân 
tử đường của cellulose khó bị phá vỡ, nên để phá vỡ cellulose 
từng bước cần có sự tham gia của một hợp chất hữu cơ đặc biệt 
là enzyme cellulase [1]. Kết quả nghiên cứu của Johnson và cs 
(2007) [18] cho thấy, một số dòng vi khuẩn có khả năng sản xuất 
enzyme cellulase để phân hủy cellulose trong tàn dư thực vật 
của cây mía như Cellulomonas cellulovorans, Corynebacterium 
urealyticum… Tuy nhiên, việc xác định nhóm vi khuẩn trong đất 
phèn có khả năng phân hủy lá mía còn rất hạn chế. Do đó, nghiên 
cứu này được thực hiện nhằm phân lập và tuyển chọn các dòng vi 
khuẩn có khả năng phân hủy nhanh lá mía. Đây cũng là cơ sở quan 
trọng cho việc sản xuất chế phẩm sinh học phân hủy lá mía nói 
riêng, các phế phụ phẩm nông nghiệp nói chung, góp phần duy trì 
độ phì nhiêu cho đất sản xuất nông nghiệp ở ĐBSCL.

Phương pháp nghiên cứu

Mẫu vật thí nghiệm

Mẫu đất được thu thập tại 3 địa điểm canh tác mía lớn ở 
ĐBSCL gồm: huyện Bến Lức (tỉnh Long An), huyện Phụng Hiệp 
(tỉnh Hậu Giang) và huyện Hòn Đất (tỉnh Kiên Giang). Tại mỗi 
tỉnh thu 2 mẫu đất trên 2 loại đất, gồm: đất phèn hoạt động nặng 
và đất phèn hoạt động trung bình. Các mẫu đất được mã hoá theo 
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Tóm tắt:

Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập và đánh giá khả năng phân hủy lá mía của nhóm vi khuẩn bản địa trong 
đất phèn canh tác mía ở Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL). Mẫu đất được thu thập tại ba vùng đất phèn có diện 
tích canh tác mía lớn ở ĐBSCL: huyện Bến Lức (Long An), huyện Phụng Hiệp (Hậu Giang) và huyện Hòn Đất (Kiên 
Giang). Tổng cộng có 6 mẫu đất được thu thập gồm: LA1, LA2, HG1, HG2, KG1 và KG2. Kết quả nghiên cứu đã 
phân lập được 18 dòng vi khuẩn có khả năng sản xuất enzyme cellulase phân hủy cellulose gồm: LA2-4b, LA2-1, 
LA2-4a, LA2-2, KG2-1, KG2-2a, KG2-2b, KG2-3, KG2-20, KG2-21, KG2-22, KG2-24, KG2-26, KG2-27, LA1-1, 
LA1-2, LA1-3, LA1-7. Tất cả các dòng vi khuẩn được phân lập đều có khả năng phân hủy hữu hiệu lá mía, có tiềm 
năng ứng dụng vào thực tiễn sản xuất và góp phần cải tạo chất lượng đất phèn ở ĐBSCL. Trong đó, 5 dòng vi khuẩn 
được chọn (LA1-1, LA2-4a, LA2-4b, KG2-2b và KG2-24) có khả năng phân hủy lá mía cao hơn khác biệt có ý nghĩa 
(p<0,05) so với nghiệm thức không có vi khuẩn. 
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tỉnh Kiên Giang (KG), Long An (LA) và Hậu Giang (HG) gồm: 
KG-1, KG-2, LA-1, LA-2, HG-1 và HG-2. Kết quả phân tích cho 
thấy đất tại 3 tỉnh có pH đất thấp, dao động từ 3,49-4,33, khả năng 
trao đổi cation (CEC) ở ngưỡng thấp đến trung bình (10,6-16,8 
cmol(+)/kg). Hàm lượng đạm (N) tổng số trong đất tại các tỉnh Kiên 
Giang (0,29-0,55 %N), Hậu Giang (0,16-0,22%N), và Long An 
(0,33-0,36%N) được đánh giá ở mức trung bình. Mật số vi sinh vật 
và một số tính chất hoá học khác trong đất ban đầu tại các địa điểm 
nghiên cứu được trình bày ở bảng 1.

Bảng 1. Một số tính chất đất tại 3 tỉnh Kiên Giang, Hậu Giang và Long An.

Các chỉ tiêu
Các nhóm đất nghiên cứu

KG-1 KG-2 HG-1 HG-2 LA-1 LA-2

pH 3,49 4,31 3,67 4,33 3,86 4,21

K trao đổi (cmol(+)/kg) 0,32 0,44 0,48 0,20 0,19 0,09

CEC (cmol(+)/kg) 13,6 10,6 16,8 13,9 12,7 12,3

N tổng số (%N) 0,55 0,29 0,22 0,16 0,36 0,33

NH4
+-N (mg/kg) 9,52 10,1 2,01 1,97 2,00 1,92

NO3
–-N (mg/kg) 2,31 0,22 5,77 6,54 14,6 7,27

P-Bray 2 (mg/kg) 17,9 74,1 55,7 7,30 61,9 108

Mật số VSV (CFU/g × 106) 0,29 1,69 0,52 4,12 3,98 14,6

Ghi chú: CEC: khả năng trao đổi cation; VSV: vi sinh vật.

Phân lập các dòng vi khuẩn có khả năng phân hủy lá mía

Phương pháp phân lập các dòng vi khuẩn có khả năng phân 
hủy lá mía được thực hiện theo phương pháp của Sirisena và 
Manamendra (1995) [19]. Cân 1 g đất vào bình tam giác 100 ml 
chứa 24 ml môi trường khoáng tối thiểu gồm: 2 g MgSO4.7H2O; 1 
g K2HPO4; 1 g KH2PO4; 1 g NH4NO3; 0,05 g FeCl3.6H2O và 0,02 g 
CaCl2 trong 1 l nước khử khoáng có bổ sung 0,5% carboxymethyl 
cellulose - CMC (5 g CMC - là nguồn carbon duy nhất trong môi 
trường nuôi cấy). Mỗi mẫu đất được bố trí với 1 lần lặp lại. Mẫu 
đối chứng được thực hiện tương tự nhưng không có mẫu đất. Sau 
đó đặt trên máy lắc với tốc độ 90 v/ph ở điều kiện nhiệt độ phòng, 
được che tối trong suốt quá trình nuôi cấy và đây được xem là thế 
hệ vi sinh vật nuôi cấy đầu tiên. Sau 10 ngày nuôi cấy, hút 1 ml 
dung dịch vi khuẩn của thế hệ nuôi cấy đầu tiên chuyển sang bình 
tam giác 100 ml mới đã tiệt trùng chứa 24 ml dung dịch môi trường 
khoáng tối thiểu lỏng và tiếp tục lắc trong tối ở nhiệt độ phòng 
trong 10 ngày để thu thế hệ vi sinh vật nuôi cấy thứ hai; quy trình 
này được lặp lại liên tục 5 lần. Sau mỗi lần cấy chuyển, sự đa dạng 
vi sinh vật trong môi trường giảm dần, đồng thời mật số của các vi 
sinh vật có tiềm năng sử dụng CMC tăng lên, tạo nguồn để phân 
lập các vi sinh vật có khả năng tiết ra enzyme cellulase. 

Khảo sát sự hiện diện enzyme cellulase của các dòng vi 
khuẩn đã phân lập

Phương pháp khảo sát enzyme cellulase được thực hiện theo 
phương pháp của Sirisena và Manamendra (1995) [19]. Sử dụng 
kim cấy lấy khuẩn lạc, sau đó chuyển sang môi trường TSA bổ 
sung 1% CMC. Các đĩa petri được ủ trong tối, ở điều kiện phòng 
trong 3 ngày để tạo nguồn vi khuẩn chuẩn bị cho việc bố trí các 
thí nghiệm đánh giá khả năng phân hủy lá mía của vi khuẩn. Sau 
3 ngày ủ, các đĩa petri được đem ra ngoài, dùng tăm bông và nước 
khử khoáng để loại bỏ colony của vi khuẩn. Hút 5 ml dung dịch 
thuốc nhuộm Congo red 0,1% cho vào các đĩa petri này, để yên 
trong 20 phút, sau đó loại bỏ thuốc nhuộm, rửa nhẹ với nước. 
Thêm 5 ml dung dịch NaCl 1M, để yên 30 phút. Loại bỏ dung 
dịch NaCl, quan sát và ghi nhận đường kính vùng sáng màu cam 
nhạt, vùng sáng này gọi là vòng halo, do enzyme cellulase của vi 
khuẩn tiết ra đã phân hủy hết CMC nên thuốc nhuộm không bị giữ 
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Abstract:

The objectives of this study were to isolate and determine 
the ability of bacterial strains to decompose sugarcane 
leaves from acid sulfate soils in the Mekong River Delta 
(MRD). Soil samples were collected from three acid 
sulfate soils in Ben Luc district, Long An province, Phung 
Hiep district, Hau Giang province, and Hon Dat district, 
Kien Giang province where large sugarcane areas 
cultivated. Six soil samples were collected and coded: 
LA1, LA2, HG1, HG2, KG1, and KG2. The results of the 
study have isolated 18 strains of bacteria are capable of 
producing cellulase enzyme that breaks down cellulose 
including LA2-4b, LA2-1, LA2-4a, LA2-2, KG2-1, KG2-
2a, KG2-2b, KG2-3, KG2-20, KG2-21, KG2-22, KG2-
24, KG2-26, KG2-27, LA1-1, LA1-2, LA1-3, LA1-7. All 
isolated bacterial strains have the ability to effectively 
decompose sugarcane leaves, have the potential to apply 
in practical production, and contribute to improving 
the quality of acid sulfate soils in the MRD. In which, 
five selected bacterial strains (LA1-1, LA2-4a, LA2-4b, 
KG2-2b, and KG2-24) were significantly higher (p<0.05) 
in the decomposition of sugarcane leaves than the 
treatment without bacteria.  
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lại, đường kính vòng halo càng lớn thì lượng enzyme do vi khuẩn 
tiết ra càng nhiều; vùng sáng màu đỏ do vẫn còn CMC nên thuốc 
nhuộm bị giữ lại. 

Đánh giá khả năng phân hủy lá mía của các dòng vi khuẩn 
được phân lập

Việc đánh giá khả năng phân hủy lá mía được thực hiện theo 
phương pháp của Gupta và cs (2012) [20]. Nguồn lá mía dùng cho 
thí nghiệm được thu thập, phơi khô, cắt thành đoạn ngắn khoảng 
1,5 cm, rửa sạch với nước máy 3 lần, rửa lại 2 lần với nước cất, trải 
mỏng và phơi khô trong không khí ở điều kiện phòng thí nghiệm.

Lấy 12,5 g vật liệu lá mía cho vào đĩa petri, hiệu chỉnh ẩm độ 
khô kiệt thu được 2,5 g, tiệt trùng 3 lần ở nhiệt độ 121°C trong 20 
phút bằng máy thanh trùng ướt. Sau đó, nhỏ đều 2 ml dung dịch 
chứa vi khuẩn đã được chuẩn bị lên trên bề mặt vật liệu và trộn 
đều. Dán parafilm bên ngoài đĩa petri để tránh nhiễm mẫu. Các đĩa 
petri được ủ ở nhiệt độ phòng trong 45 ngày. 

Thí nghiệm bố trí theo dạng hoàn toàn ngẫu nhiên với 6 nghiệm 
thức và 3 lần lặp lại, bao gồm 5 dòng vi khuẩn được tuyển chọn: 
LA2-4a, LA2-4b, LA1-1, KG2-2b, KG2-24 và đối chứng. Nghiệm 
thức đối chứng chỉ có lá mía đã tiệt trùng, không chứa vi khuẩn. 

Chỉ tiêu theo dõi: khối lượng lá mía tại các thời điểm 15, 30 
và 45 ngày sau khi ủ. Các đĩa petri chứa lá mía trong thí nghiệm 
được sấy ở nhiệt độ 105ºC trong 8 giờ bằng tủ sấy, sau đó các đĩa 
này được đem cân để xác định trọng lượng giảm đi theo thời gian 
thí nghiệm. 

Xử lý số liệu

Số liệu thu thập được tính toán, vẽ đồ thị bằng phần mềm 
Microsoft Excel và được xử lý thống kê bằng phần mềm Minitab 
V.16; kiểm định Tukey để đánh giá khác biệt ý nghĩa thống kê giữa 
các nghiệm thức phân hủy lá mía ở mức ý nghĩa 5%.

Kết quả và thảo luận

Các dòng vi khuẩn được phân lập có khả năng phân hủy lá 
mía

Sau quá trình hoạt hóa và làm giàu mật số vi sinh vật trong 
môi trường lỏng, tổng cộng có 18 dòng vi khuẩn được phân lập có 
tiềm năng phân hủy lá mía được ký hiệu: LA2-4b, LA2-1, LA2-
4a, LA2-2, KG2-1, KG2-2a, KG2-2b, KG2-3, KG2-20, KG2-21, 
KG2-22, KG2-24, KG2-26, KG2-27, LA1-1, LA1-2, LA1-3, 
LA1-7. Kết quả cho thấy không có dòng vi khuẩn có khả năng 
phân hủy lá mía trên 2 nhóm đất tại tỉnh Hậu Giang. Hình dạng 
tế bào của 18 dòng vi khuẩn đã phân lập được quan sát dưới kính 
hiển vi quang học ở vật kính E100, gồm có 2 dạng: dạng hình que 
và hình cầu. Dạng tế bào hình que gồm các dòng vi khuẩn: LA2-
1, LA2-4a, LA2-2, KG2-2a, KG2-18, KG2-26, KG2-27, LA1-1và 
LA1-7. Dạng tế bào hình cầu gồm các dòng vi khuẩn: LA2-4b, 
KG2-1, KG2-2b, KG2-3, KG2-21, KG2-22, KG2-24, LA1-2 và 
LA1-3 (hình 1).

Hình 1. Hình dạng khuẩn lạc của một số dòng vi khuẩn được phân lập. 

Sự hiện diện của enzyme cellulase ở các dòng vi khuẩn đã 
được phân lập

Kết quả khảo sát sự hiện diện của enzyme celulase của 18 dòng 
vi khuẩn cho thấy, tất cả các dòng vi khuẩn này đều có khả năng 
tiết enzyme cellulase để phân hủy cơ chất CMC. Đường kính vòng 
thủy phân không màu quanh khuẩn lạc được trình bày ở bảng 2. 
Kết quả cho thấy, dòng vi khuẩn ký hiệu LA2-1 tạo vòng thủy phân 
có đường kính là 29 mm, cao nhất trong 18 dòng phân lập được,  
hai dòng vi khuẩn ký hiệu LA1-1 và KG2-24 tạo vòng thủy phân 
có đường kính 28 mm. Ba dòng vi khuẩn ký hiệu KG2-3, KG2-2a 
và KG2-22 tạo vòng thủy phân có đường kính 5 mm, thấp nhất 
trong 18 dòng phân lập được. 

Bảng 2. Khả năng phân hủy CMC của 18 dòng vi khuẩn sau 3 ngày nuôi cấy.

Ký hiệu Đường kính
vòng Halo (mm) Ký hiệu Đường kính

vòng Halo (mm)

LA1-1 28 KG2-2a 5

LA1-2 16 KG2-2b 19

LA1-3 14 KG2-3 5

LA1-7 14 KG2-20 9

LA2-1 29 KG2-21 17

LA2-2 25 KG2-22 5

LA2-4a 26 KG2-24 28

LA2-4b 26 KG2-26 17

KG2-1 10 KG2-27 16

Khả năng phân hủy lá mía của năm dòng vi khuẩn được 
tuyển chọn

Kết quả đánh giá khả năng phân hủy lá mía sau 15, 30 và 45 
ngày nuôi cấy của 5 dòng vi khuẩn tuyển chọn được trình bày ở 
hình 2. Khối lượng lá mía bị phân hủy có xu hướng tăng dần theo 
thời gian, đặc biệt trong giai đoạn từ 30-45 ngày và khác biệt có 
ý nghĩa thống kê so với đối chứng (p<0,05). Ở thời điểm 15 ngày, 
dòng vi khuẩn ký hiệu KG2-2b phân hủy được khoảng 0,25 g cơ 
chất lá mía và khác biệt có ý nghĩa so với các nghiệm thức còn lại. 
Dòng vi khuẩn ký hiệu KG2-24 thể hiện khả năng phân hủy lá mía 
tương đối thấp ở thời điểm 15 và 30 ngày; tuy nhiên, ở thời điểm 
45 ngày lại thể hiện khả năng phân hủy cao nhất, điều này có thể 
do dòng vi khuẩn này đã thích ứng và phát triển đủ mật số. 
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Hình 2. Khối lượng cơ chất lá mía bị phân hủy theo thời gian thí 
nghiệm.
Các thanh dọc thể hiện sai số chuẩn của giá trị trung bình (n=3).

Tại thời điểm 15 ngày, phần trăm khối lượng lá mía bị phân 
hủy của 5 dòng vi khuẩn thí nghiệm dao động từ 1,62-9,15%, 
tương ứng với khối lượng lá mía bị phân hủy từ 0,04-0,25 g; dòng 
vi khuẩn ký hiệu KG2-2b có phần trăm phân hủy cao nhất (9,15%) 
và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với đối chứng và 4 dòng vi 
khuẩn còn lại. Ở thời điểm 30 ngày, phần trăm khối lượng cơ chất 
bị phân hủy bởi 5 dòng vi khuẩn thí nghiệm cao hơn so với nghiệm 
thức đối chứng và khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05). Khả 
năng phân hủy lá mía của 5 dòng vi khuẩn thí nghiệm biến động từ 
5,53-9,84%. Trong đó, dòng vi khuẩn KG2-2b có khả năng phân 
hủy cao nhất (9,84%) và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với các 
nghiệm thức còn lại. Tốc độ phân hủy của lá mía trong nghiên cứu 
này cao hơn so với kết quả nghiên cứu của Johnson và cs (2007) 
[18] trong điều kiện không tiệt trùng, có tốc độ phân hủy chỉ dao 
động từ 2,10-4,28% sau 28 ngày. Sau 45 ngày, nhìn chung tất cả các 
dòng vi khuẩn đều thể hiện khả năng phân hủy lá mía, phần trăm 
khối lượng phân hủy biến động từ 11,19-17,0% và đều khác biệt có 
ý nghĩa thống kê (p<0,05) so với nghiệm thức đối chứng. Hai dòng 
vi khuẩn ký hiệu KG2-24 và KG2-2b có phần trăm phân hủy lá 
mía cao nhất, lần lượt là 14,3 và 17,0%, khác biệt có ý nghĩa thống 
kê so với nghiệm thức đối chứng và các dòng vi khuẩn còn lại. 

Kết luận

Trong các loại đất phèn hoạt động nặng và đất phèn hoạt động 
trung bình canh tác mía tại ba tỉnh Long An, Hậu Giang và Kiên 
Giang ở ĐBSCL đã phân lập được 18 dòng vi khuẩn có khả năng 
phân hủy lá mía gồm: LA2-4b, LA2-1, LA2-4a, LA2-2, KG2-1, 
KG2-2a, KG2-2b, KG2-3, KG2-20, KG2-21, KG2-22, KG2-24, 
KG2-26, KG2-27, LA1-1, LA1-2, LA1-3, LA1-7. Các dòng vi 
khuẩn này đều có thể sản xuất ra enzyme cellulase để phân hủy 
cellulose trong lá mía. Trong đó, có 5 dòng vi khuẩn được tuyển 
chọn (LA1-1, LA2-4a, LA2-4b, KG2-2b và KG2-24) có khả năng 
phân hủy lá mía nhanh hơn so với đối chứng không có vi khuẩn. 
Để khẳng định hiệu quả phân hủy lá mía, cần tiếp tục thực hiện các 
thí nghiệm ngoài đồng ruộng nhằm đánh giá một cách toàn diện 
khả năng phân hủy lá mía của 5 dòng vi khuẩn được tuyển chọn 
này trên các loại đất phèn canh tác mía ở ĐBSCL. 
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