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Tóm tắt - Đông khô là một phương pháp bảo quản phổ biến trong 
việc lưu giữ bộ sưu tập các chủng vi sinh vật. Phương pháp này 
rất tiện lợi cho việc bảo quản và vận chuyển cũng như giữ cho các 
vi sinh vật sống sót trong thời gian dài. Trong bài báo này, chúng 
tôi tiến hành nghiên cứu một số điều kiện để cải thiện phương pháp 
đông khô trên chủng nấm men bánh mì Saccharomyces cerevisiae 
và vi khuẩn lên men tạo cellulose Acetobacter xylinum. Trong quá 
trình bảo quản, định kì kiểm khả năng sống sót và đặc tính sinh 
học của chúng và kết quả cho thấy rằng: Sau khi đông khô, tỉ lệ 
sống sót của vi khuẩn là 12%, của nấm men là 2,96%, sau thời 
gian bảo quản 2 năm tỉ lệ sống sót của vi khuẩn vẫn còn ở mức 
cao 3*106CFU/ml và của nấm men là 106CFU/ml. Đặc tính sinh 
học của hai chủng này có giảm nhưng không đáng kể. Chất bảo 
vệ có hiệu quả nhất trong quá trình đông khô là sữa gầy. 

 Abstract - Freeze-drying is a common method of preservation in 
the storage collection of microorganisms. This method is very 
convenient for storage and transport and it helps the 
microorganisms survive in the long-term period. In this paper, we 
studied some conditions to improve the method of freeze-dried on 
yeast’s baker Saccaromyces cerevisae and bacteria fermented 
cellulose Acetobacter xylinum. During storage, evaluating viability 
and their biological properties, the results showed that after freeze-
drying, the survival rate of bacteria is 12 %, yeast is 2,96 %, after 
2 years of storage, the survival of bacteria remained at high rate 
3*106CFU/ml and yeast is 106CFU/ml. Biological characteristics of 
two strains have decreased but not at a considerable rate. The 
most efficient protectant of freeze-drying is skim milk. 

Từ khóa - Saccharomyces cerevisiae; Acetobacter xylinum; 
chất bảo vệ; sống só. 

 Key words - lyophilization; Saccharomyces cerevisiae; 
Acetobacter xylinum; cryoprotectants; survival. 

1. Đặt vấn đề: 

Chủng nấm men S.cerevisiae là tác nhân quan trọng 

để làm nở bột nhào trong sản xuất bánh mì. Vi khuẩn 

A.xylinum có khả năng lên men tạo cellulose được lựa 

chọn cho quá trình lên men sản phẩm thạch dừa. Chúng 

tôi chọn hai chủng này để nghiên cứu vì chúng có ý 

nghĩa lớn và tầm quan trọng trong công nghệ thực phẩm 

- sinh học. Nếu bảo quản chủng giống này bằng những 

phương pháp thông thường thì thời gian bảo quản rất 

ngắn, giống dễ bị thoái hóa theo thời gian, vì vậy việc 

tìm ra một phương pháp bảo quản tốt là việc hết sức cần 

thiết. 

Đông khô là một quá trình được sử dụng rộng rãi để 

bảo quản và lưu giữ lâu dài các bộ sưu tập vi sinh vật. 

Nhiều chủng vi sinh vật đông khô được gởi đến bộ lưu 

giữ vi sinh vật sáng chế quốc tế (IPOD) và được kiểm tra 

định kì đến 20 năm. Vi sinh vật được lưu giữ bằng phương 

pháp đông khô có nhiều ưu điểm: khả năng sống sót cao, 

rất tiện cho việc sử dụng và lưu chuyển. Tuy nhiên trong 

quá trình đông khô các tế bào phải chịu những điều kiện 

rất khắc nghiệt như nhiệt độ và hoạt độ nước thấp làm ảnh 

hưởng cấu trúc và sinh lý của tế bào, kết quả làm mất khả 

năng sống sót của chúng. Để ngăn chặn hoặc giảm thiểu 

các tác động không mong muốn này, người ta phải thêm 

vào các chất bảo vệ trước khi lạnh đông [6]. Với những lí 

do trên, mục đích nghiên cứu của chúng tôi là đánh giá 

khả năng sống sót và đặc tính sinh học của hai chủng 

S.cerevisiae và A.xylinum với những chất bảo vệ khác 

nhau trong thời gian bảo quản 2 năm và tìm ra chất bảo 

vệ thích hợp nhất cho quá trình đông khô trên hai chủng 

nghiên cứu. 

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

- Vi khuẩn A.xylinum được hoạt hóa lại từ mẫu giống ở 

viện Công nghệ sinh học TP. HCM, nấm men bánh mì 

S.cerevisae phân lập từ bánh men ướt để sản xuất bánh mì. 

- Môi trường HS và PDA. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp vi sinh 

Xác định gián tiếp số lượng tế bào bằng cách đếm số 

lượng khuẩn lạc phát triển trên môi trường thạch 

Số lượng tế bào vi sinh vật trong 1ml mẫu được tính 

theo công thức sau: 

Số tế bào/ml mẫu = 
.n D

V
 

Trong đó: 

 n: Số khuẩn lạc trung bình trong một đĩa Petri ở 

một độ pha loãng nhất định. 

 V: Thể tích dịch mẫu đem cấy (bằng 0,1ml đối với 

phương pháp cấy gạt và 1ml đối với phương pháp đổ đĩa) 

 D: hệ số pha loãng 

2.2.2. Phương pháp vật lí 

a. Đánh giá sự sinh trưởng và phát triển của vi sinh vật 

Tiến hành đo độ đục trên máy UV-Vis ở bước sóng 

600nm trong quá trình xác định khả năng sinh trưởng và phát 

triển của nấm men S.cerevisiae và vi khuẩn A. xylinum. 

Số lượng tế bào biểu kiến/ml có thể được tính thông qua 

mật độ quang học OD bằng phương trình sau: 

http://cache.univ-tln.fr:2069/science/article/pii/S0011224005000982
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Trong đó: 

X: số lượng tế bào/ml 

OD: giá trị mật độ quang học đo ở bước sóng 600nm [7] 

b. Xác định hoạt lực làm nở của nấm men bánh mì 

Saccharomyces cerevisiae [1] 

- Chuẩn bị bột mì nhào trộn với 1% nấm men dạng 

paste. Cho khối bột nhào (khoảng 50g) vào cốc 100ml có 

chia vạch ml. Đọc chính xác thể tích lúc này và sau 30 phút 

tiến hành đo thể tích khối bột nhào một lần. 

c. Xác định khả năng tạo khối đông thạch dừa của 

Acetobacter xylinum 

Lấy 10ml nước dừa già, bổ sung 1g đường saccarose, 

0,05g (NH4)2HPO4, 0,08ml axit acetic 40% băng. Dùng 

axit acetic 40% này để điều chỉnh pH môi trường đến pH 

= 5. Thanh trùng môi trường bằng cách đun sôi nhẹ trong 

thời gian 15 – 20 phút. Để nguội và cấy vi khuẩn 

Acetobacter xylinum vào với tỉ lệ giống 10%, để lên men ở 

nhiệt độ 300C và giữ trong 8 ngày. Sau đó và cân để biết 

khối lượng thạch dừa lên men được. 

2.2.3. Phương pháp đông khô 

Nuôi vi sinh vật trên các môi trường thích hợp cho đến 

cuối giai đoạn logarit, thu tế bào và trộn các chất bảo vệ 

như Bảng 1, dùng pipet vô trùng phân từng 0,2ml huyền 

phù vi sinh vật vào các ống đông khô chuyên dùng. Sau đó 

tiến hành đông khô mẫu [4]. 

Chuẩn bị mẫu đông khô như sau: Nấm men và vi khuẩn 

được điều chỉnh để có mật độ chính xác được số lượng tế 

bào/ml ban đầu. Sau đó cho dịch huyền phù tế bào được 

trộn với dịch bảo vệ đã được thanh trùng theo tỉ l:1, cho 

vào mỗi ống nghiệm kích thước Ø45mm 0,2ml dung dịch 

mẫu và sau đó được làm lạnh sâu ở -200C. Sau đó mẫu được 

đưa vào đông khô ở 400C trong 8 giờ. Sau khi đông khô, 

mẫu được hàn kín bởi parafin và bảo quản ở 40C. 

Bảng 1. Dung dịch và nồng độ các chất bảo vệ khi đông khô 

Chất bảo vệ Nồng độ, % 

Saccarose + cao nấm men 10 + 0,75 

Saccarose + pepton 10 + 0,5 

Sữa gầy 10 

Tinh bột 30 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Sự phát triển và đặc tính sinh học ban đầu của nấm 

men bánh mì S.cerevisiae, vi khuẩn A.xylinum 

3.1.1. Khả năng sinh trưởng và phát triển của hai chủng vi 

sinh vật nghiên cứu 

Để xác định khả năng sinh trưởng và phát triển của 

chủng vi khuẩn Acetobacter xylinum, chúng tôi tiến hành 

nuôi cấy giống vi khuẩn Acetobacter xylinum trong môi 

trường HS với tỉ lệ giống là 10%. Các mẻ cấy vi khuẩn này 

được nuôi ở 300C trong 6 ngày. Cứ sau 6 giờ chúng tôi lấy 

mẫu đo OD600nm trên máy UV-Vis và thu được kết quả như 

ở đồ thị Hình 1. 

Nhận xét: Qua đồ thị Hình1 ta thấy rằng: Lượng sinh 

khối đạt được cao nhất sau 120 giờ nuôi cấy và chỉ số 

ODmax = 2,89. 

 
Hình1. Đồ thị biểu diễn sự sinh trưởng 

và phát triển của A.xylinum 

Như vậy khi lấy mẫu đi bảo quản, chúng tôi sẽ lấy mẫu 

sau khi bắt đầu nuôi cấy 72 giờ vì ở thời điểm đó, tế bào vi 

khuẩn đang trong giai đoạn phát triển với tốc độ cao, tế bào 

còn non trẻ phù hợp để mang đi bảo quản. 

Khả năng sinh trưởng và phát triển của S.cerevisiae 

được biểu diễn ở đồ thị Hình2. 

 
Hình2. Đồ thị biểu diễn sự sinh trưởng 

và phát triển của nấm men bánh mì 

Nhận xét: Qua đồ thị Hình2 ta nhận thấy: Tốc độ sinh 

trưởng và phát triển của nấm men đạt cực đại sau 39 giờ, 

giá trị ODmax = 1,612. Ta chọn được thời điểm thích hợp 

để lấy mẫu đem bảo quản là trước 39 giờ. 

3.1.2. Khảo sát đặc tính sinh học của hai chủng vi sinh vật 

nghiên cứu 

- Ta đánh giá chất lượng nấm men bánh mì S. cerevisiae 

thông qua khả năng làm nở bột nhào của chúng. 

- Tiến hành chuẩn bị mẫu như mục 2.2.2. Kết quả được 

trình bày tại Hình3. 

 
Hình 3. Đồ thị biểu diễn hoạt lực làm nở khối bột nhào 

của nấm men bánh mì S. cerevisiae 
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Dựa vào kết quả trên, tôi thấy rằng khối bột nhào ban 

đầu có thể tích là 36,5ml, sau 2 giờ đạt độ nở cao nhất, thể 

tích lớn nhất của khối bột nhào đạt được là 88ml. So sánh 

với chỉ tiêu chất lượng của nấm men bánh mì theo tài liệu 

[1] tôi thấy hoạt lực làm nở của nấm men Saccharomyces 

cerevisiae tương đối cao. 

Xác định khả năng tạo khối đông thạch dừa của vi 

khuẩn Acetobacter xylinum 

Chuẩn bị mẫu giống như ở mục 2.2.2c, đo mẫu trong 5 

ngày lên men thứ 4, 5, 6, 7, 8 và thu được kết quả ở Bảng 1. 

Bảng 2. Khả năng tạo khối đông 

của vi khuẩn Acetobacter xylinum theo thời gian 

Thời gian, ngày Khối lượng khối đông thu được, g 

5 1,7 

6 2,2 

7 2,3 

8 2,4 

Từ kết quả trên tôi nhận thấy rằng, sau 6 ngày lên men thì 

khối đông tạo thành lớn, từ ngày thứ 7 trở đi khối đông cũng 

tiếp tục được hình thành nhưng với tốc độ chậm hơn trước. 

3.2. Bảo quản nấm men bánh mì S.cerevisiae và vi khuẩn 

A.xylinum bằng phương pháp đông khô 

Mẫu được tiến hành đông khô như mục 2.2.3 được ghi 

lại ở Hình 4. 

 
Hình 4. Mẫu nấm men và vi khuẩn đông khô 

Để hoạt hóa lại mẫu, dùng sữa gầy tiệt trùng và hình 

ảnh hoạt hóa lại sau khi đông khô 3 tháng được trình bày ở 

Hình 5 và Hình 6. 

  

Hình 5. Hình ảnh khuẩn lạc nấm men trước và sau khi đông khô 

  

Hình 6. Hình ảnh khuẩn lạc vi khuẩn trước và sau khi đông khô 

- Các khuẩn lạc mọc trên đĩa thạch có đặc điểm hình 

thái giống hệt hình thái của chủng nấm men và vi khuẩn 

trước khi đông khô, số lượng khuẩn lạc nhiều. Điều này 

chứng tỏ phương pháp đông khô với những những chất bảo 

vệ này phù hợp với quá trình bảo quản hai chủng vi khuẩn 

và nấm men nghiên cứu. 

3.3. Kiểm tra khả năng sống sót và đặc tính sinh học của 

các chủng nghiên cứu sau khi đông khô và bảo quản 

3.3.1. Khả năng sống sót nấm men bánh mì S.cerevisiae, vi 

khuẩn A.xylinum sau khi đông khô và bảo quản 

Chúng tôi tiến hành xác định số lượng tế bào nấm men 

và vi khuẩn sống sót bằng cách đếm khuẩn lạc mọc trên 

môi trường thạch, thu được kết quả biểu diễn ở đồ thị Hình 

7 và Hình 8. 

 
Hình 7. Đồ thị biểu diễn khả năng sống sót của S.cerevisiae theo thời gian bảo quản bằng phương pháp đông khô 
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Hình 8. Đồ thị biểu diễn khả năng sống sót của A.xylinum theo thời gian bảo quản bằng phương pháp đông khô 

Bảng 3. Đặc tính sinh học của các chủng vi sinh vật sau thời gian bảo quản bằng phương pháp đông khô 

Thời gian khảo sát 
Hoạt lực làm nở khối bột nhào của 

S.cerevisiae trong 2 giờ 
Khả năng tạo khối đông của A.xylinum 

 Thể tích, ml % so với ban đầu Khối đông tạo thành, g % so với ban đầu 

Trước khi đông khô 88 100 2,4 100 

Sau 3 tháng 84 95,4 2,2 91,6 

Sau 2 năm 83 94,3 2,2 91,6 

❖ Nhìn vào đồ thị Hình 8 ta có một số nhận xét 

như sau: 

- Sau quá trình đông khô, khả năng sống sót của các tế 

bào nấm men đã giảm xuống đáng kể, số lượng ban đầu là 

2,7.108 CFU/ml giảm chỉ còn 106 – 8.106 CFU/ml trong 

hầu hết các trường hợp, với kết quả thu được tốt nhất khi 

đông khô với chất bảo vệ sữa gầy là 8.106 CFU/ml. 

- Sau khi đông khô, khả năng sống sót của tế bào nấm 

men khi không có chất bảo vệ thấp, chỉ 106 CFU/ml còn 

khả năng sống sót của nấm men sau khi đông khô trong 

trường hợp có 10% sữa gầy là 8.106 CFU/ml. 

Theo tài liệu tham khảo [2] thì việc bổ sung các chất 

bảo vệ, chẳng hạn như các loại đường, làm giảm lượng 

nước liên kết trên bề mặt của các protein nấm men. Các 

chất bảo vệ có thể hình thành liên kết hydro với protein, do 

đó thay thế cho nước để duy trì sự ổn định của các protein. 

Khi sử dụng đường saccarose kết hợp với cao nấm men thì 

thấy hiệu quả bảo vệ tăng lên đáng kể, khả năng sống sót 

sau đông khô là 5.106 CFU/ml. 

- Với chất bảo vệ là tinh bột, ta nhận thấy khả năng sống 

sót của nấm men sau khi đông khô là 6.106 CFU/ml, chỉ 

thấp hơn so với chất bảo vệ là sữa gầy. Kết quả này có thể 

được giải thích do tinh bột có khả năng giữ lại một được 

một lượng nước nhiều hơn. Nước này chỉ ở dạng liên kết 

nên vi sinh vật không thể nào hoạt động được nhưng lượng 

nước này đảm bảo khả năng sống sót của vi sinh vật. 

- Trong tất cả các chất bảo vệ thì sau quá trình đông 

khô, sữa gầy cho kết quả tốt nhất, số lượng tế bào nấm men 

sống là 8.106 CFU/ml. Sự hiện diện của một lượng lớn 

protein và các muối phosphate trong sữa có thể đã cung cấp 

một bổ sung lớp phủ bảo vệ cho các tế bào trong quá trình 

lạnh đông và sấy khô. Đồng thời, sữa gầy cho khả năng 

sống sót tốt nhất vì nó tạo ra sản phẩm đông khô có cấu 

trúc xốp làm cho việc bù nước dễ dàng hơn [2]. 

- Sau thời gian bảo quản 1 tháng, khả năng sống sót của 

nấm men tiếp tục giảm nhưng tỉ lệ giảm không đáng kể với 

các mẫu có chất bảo vệ. 

Và sau 3 tháng bảo quản, kiểm tra lại mẫu có chất bảo 

vệ là sữa gầy thì thấy tỉ lệ sống sót là 0,88%, mẫu không 

chất bảo vệ là 0,09%, Như vậy tỉ lệ sống sót sau 3 tháng 

giảm đi rất ít so với 1 tháng. Còn mẫu không chất bảo vệ 

thì sau 3 tháng bảo quản nấm men không còn sống sót nữa. 

Sau 2 năm bảo quản, đem kiểm tra lại thì thấy, mẫu sữa 

gầy số lượng tế bào sau khi hoạt hoá vẫn còn 106CFU/ml 

và mẫu saccarose + cao nấm men là 5,7.105CFU/ml. Với tỉ 

lệ sống sót như thế này đã đảm bảo được vai trò bảo quản 

giống. 

❖ Trên đồ thị hình 8 biểu diễn khả năng sống sót của 

vi khuẩn A.xylinum ta có nhận xét như sau: 

- Số lượng tế bào vi khuẩn cũng giảm đi sau quá trình 

đông khô nhưng tỉ lệ giảm ít hơn so với nấm men. Ví dụ 

như với mẫu vi khuẩn đông khô trong chất bảo vệ là sữa 

gầy thì tỉ lệ sống sót sau đông khô là 12%, cao hơn so với 

nấm men là 2,96%. Cơ chế bảo vệ của các chất bảo vệ cũng 

có hiệu quả tương tự như đối với chủng nấm men. Các mẫu 

có chất bảo vệ khác của chủng vi khuẩn cũng đều cao hơn 

so với nấm men. Điều này có thể là do sự khác nhau ở cấu 

trúc màng tế bào của vi khuẩn và nấm men. Kết quả này 

một lần nữa khẳng định lại nghiên cứu của tài liệu [5] cho 

rằng: Nấm men, vi khuẩn có khả năng sống sót khác nhau 

sau quá trình đông khô. Trong nghiên cứu này thì tỉ lệ sống 

sót của nấm men S.cerevisiae sau đông khô là 8%, của vi 

khuẩn Enterococcus faecium là 85%, của Pseudomonas 

putida 33%. 
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Và sau 3 tháng bảo quản thì tỉ lệ sống sót của vi khuẩn 

giảm không đáng kể so với sau khi đông khô. Mẫu không 

có chất bảo vệ thì tế bào vi khuẩn không còn sống sót nữa. 

Đến sau 2 năm bảo quản, chúng tôi hoạt hoá lại thì thấy 

kết quả là mẫu có chất bảo vệ sữa gầy và hỗn hợp saccarose 

+ cao nấm men lần lượt có số lượng tế bào là 4,6.107 CFU/ml 

và 106 CFU/ml, chứng tỏ lượng tế bào vi khuẩn vẫn còn sống 

sót ở mức cao đảm bảo thành công cho việc bảo quản giống. 

3.3.2. Ảnh hưởng của quá trình đông khô và bảo quản đến 

đặc tính sinh học của nấm men bánh mì S.cerevisiae và vi 

khuẩn A.xylinum 

Sau khi hoạt hoá lại các mẫu đông khô và bảo quản, 

đem mẫu này kiểm tra đặc tính sinh học của chúng, thu 

được kết quả như ở Bảng 3. 

Kết quả ở Bảng 3.4 cho thấy hoạt lực làm nở bột nhào 

của nấm men S.cerevisiae và khả năng tạo cellulose của 

A.xylinum có bị giảm sau khi đông khô và bảo quản 3 tháng 

và 2 năm nhưng giảm không đáng kể, thậm chí với vi khuẩn 

thì không hề giảm, tất cả đều đạt trên 90% so với hoạt lực 

ban đầu. Điều này chứng tỏ rằng hai chủng nghiên cứu này 

thích hợp với phương pháp đông khô. 

3.4. Sử dụng vi khuẩn A.xylinum sau đông khô để sản 

xuất sản phẩm thạch dừa 

Sau khi có được các chủng giống vi sinh vật như trên 

và tìm ra được phương pháp bảo quản thích hợp, chúng tôi 

đã tiến hành lên men thử nghiệm tạo sản phẩm thạch dừa 

từ vi khuẩn Acetobacter xylinum được bảo quản bằng 

phương pháp đông khô theo quy trình công nghệ sau và so 

sánh sản phẩm thu được với thạch dừa lên men từ vi khuẩn 

trước khi đông khô. 

Sơ đồ quy trình công nghệ lên men thạch dừa: 

 Vi khuẩn A.xylinum → Đông khô và bảo quản ở 40C → Hoạt hoá lại 

Nước dừa→ Lọc→ Trộn đều→ Đun sôi 15 phút→ Để nguội→ Cho axit axetic vào→ Cấy giống→ Lên men→ Thạch dừa

 
Hình 8. Hình ảnh sản phẩm thạch dừa 

Sau thời gian bảo quản chúng tôi hoạt hoá giống và lên 

men thạch dừa, sản phẩm tạo thành vẫn giống như ban. 

Điều này chứng tỏ rằng, đặc tính sinh học của chủng giống 

này không bị thay đổi, không bị thay đổi đặc tính di truyền 

trong quá trình bảo quản. Đây là một trong hai tiêu chí quan 

trọng của việc bảo quản giống. 

4. Kết luận 

- Phương pháp đông khô thích hợp để bảo quản hai 

chủng nấm men bánh mì S. cerevisiae và vi khuẩn A. 

xylinum với thời gian bảo quản 2 năm vẫn đảm bảo tỉ lệ 

sống sót trên 106CFU/ml, hoạt lực sinh học của chúng thay 

đổi không đáng kể. 

- Chất bảo vệ tốt nhất cho quá trình đông khô là sữa gầy 10%. 

- Chúng tôi đã sử dụng vi khuẩn sau đông khô để lên 

men thử nghiệm tạo sản phẩm thạch dừa từ vi khuẩn 

Acetobacter xylinum. 
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