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Received: 03/04/2023  Việc sàng lọc, lựa chọn những vi sinh vật có hiệu suất sản xuất ethanol và sức chống 

chịu với các tác nhân gây ức chế là một trong những yếu tố quan trọng trong sản xuất 

ethanol sinh học thế hệ hai. Trong môi trường có sự hiện diện của glucose, xylose và 

furfural ở các mức nồng độ khác nhau, ba (3) nấm men gồm Saccharomyces cerevisiae 

IAM 4125, Saccharomyces cerevisiae YPH 499 và Candida shehatae NBRC 1983 

được lựa chọn khảo sát khả năng chống chịu furfural và sản sinh ethanol. Thí nghiệm 

cho thấy, các nấm men trước tiên phân hủy furfural, sau đó mới chuyển các đường 

thành ethanol. Sự hiện diện của furfural và các đường ở nồng độ cao có ảnh hưởng đến 

khả năng sản xuất ethanol của nấm men. Ở nồng độ cấy ban đầu là 107 CFU/mL, nấm 

men C. shehatae NBRC 1983 cho nồng độ ethanol cao nhất là 29,54 g/L sau 30 h khi 

cấy vào môi trường gồm 2g/L furfural; 70g/L glucose and 35g/L xylose. Ngoài ra, C. 

shehatae NBRC 1983 còn tạo ra xylitol, là sản phẩm phụ của quá trình lên men từ 

đường xylose. Như vậy, C. shehatae NBRC 1983 là nấm men thích hợp trong số 3 nấm 

men cho sản xuất ethanol sinh học thế hệ hai. 
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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received: Apr 3rd, 2023 Screening and selecting microorgansm with high yield and resistance is one of the most 

important tasks for second generation bioethanol production. In medium that presented 

glucose, xylose and furfural, three  yeasts including Saccharomyces cerevisiae IAM 

4125, Saccharomyces cerevisiae YPH 499 and Candida shehatae NBRC 1983 were 

picked to find out the resistance of  furfural  and  ethanol production. The study shows 

the yeasts firstly degraded, then converted sugar to ethanol. The presence of furfural 

and high initial sugar concentration significantly effected  ethanol production of yeasts. 

At 107 CFU/mL of inoculated yeast concentration, C. shehatae NBRC 1983 produced 

highest ethanol concentration (29.54 g/L) after 30 h from medium that contains 2 g/L 

furfural; 70 g/L glucose and 35 g/L xylose. In addition, C. shehatae NBRC 1983 also 

produced xylitol, a by-product of xylose-fermenting. Hence, among three yeasts, C. 

shehatae NBRC 1983 was the most appropriate one for second generation bioethanol 

production. 
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1. Giới thiệu 

Sự phát triển của dân số, sản xuất và giao thông vận tải 

làm cho nhu cầu tiêu thụ nhiên liệu ngày càng tăng. Tuy 

nhiên, với tốc độ sử dụng hiện tại, nhiên liệu hóa thạch hữu 

hạn được dự đoán rằng nó sẽ cạn kiệt vào cuối thế kỷ này [1, 

2]. Do đó, nghiên cứu nhiên liệu thay thế như các nguồn 

nhiên liệu sinh học như cồn sinh học, hydro sinh học,... là 

mục tiêu của nhiều nghiên cứu. Tuy nhiên, sản xuất nhiên 

liệu sinh học thế hệ đầu tiên từ tinh bột đang mâu thuẫn với 

an ninh lương thực [2, 3]. Do đó, sản xuất nhiên liệu sinh học 

thế hệ thứ hai từ chất thải sinh khối là một nguồn nhiên liệu 

thay thế đầy hứa hẹn để giảm gánh nặng về lượng nhiên liệu 

hóa thạch đang bị cạn kiệt và giải quyết chất thải sinh khối 

được thải ra sau khi thu hoạch các vụ mùa. 

Ethanol sinh học là một hợp chất được quan tâm vì nó có 

thể được sử dụng trong nhiều lĩnh vực: y học, thực phẩm, 

nhiên liệu,… Là một nhiên liệu thay thế cho xăng từ nhiên 

liệu hóa thạch, xăng sinh học đã được chú ý cao do nó thải 

ra ít CO2 hơn so với xăng từ nhiên liệu hóa thạch [4, 5]. Do 

những bất lợi của sản xuất ethanol sinh học thế hệ thứ nhất 

như đã đề cập, việc sản xuất ethanol sinh học thế hệ thứ hai 

từ chất thải nông nghiệp giàu lignocellulose đã được quan 

tâm trong thời gian gần đây. Quá trình sản xuất ethanol sinh 

học thế hệ thứ hai bao gồm các bước chính là thủy phân và 

lên men. Quá trình thủy phân (đường hóa) có thể thu được 

đường glucose và xylose cùng với các chất ức chế vi sinh vật 

không mong muốn [6-9]. Một số phương pháp đã được tiến 

hành để loại bỏ các chất độc hại này như sử dụng than hoạt 

tính hoặc vôi hóa (kiềm hóa) [3, 7]. Tuy nhiên, những cách 

này không chỉ gây tốn kém mà còn làm mất đường do các cơ 

chế hấp phụ và/hoặc kết tủa. Do đó, để chuyển hóa đường có 

thể lên men thành ethanol một cách hiệu quả, việc lựa chọn 

vi sinh vật có năng suất ethanol cao (cho cả glucose và 

xylose) và có sức chống chịu với chất ức chế là rất quan 

trọng. 

Trên thực tế, có nhiều loại nấm men có thể chuyển hóa 

glucose thành ethanol với năng suất cao như chủng nấm men 

Saccharomyces cerevisiae; tuy nhiên, nấm men lên men cả 

xylose và glucose rất hiếm và hiệu suất ethanol thấp [3, 7, 

10]. Hơn nữa, khả năng chống chịu các chất ức chế của mỗi 

vi sinh vật là khác nhau. Khả năng chống chịu các chất ức 

chế của mỗi vi sinh vật khác nhau giữa các vi sinh vật. Trong 

số các chất ức chế được tạo ra trong quá trình thủy phân 

thông qua chất đường hóa lignocellulosic, furfural được coi 

là đại diện [3, 7, 11]. Do đó, bài báo này sẽ khảo sát khả năng 

tạo ethanol của ba loại nấm men Saccharomyces cerevisiae 

IAM 4125, Saccharomyces cerevisiae YPH 499 và Candida 

shehatae NBRC 1983, trong môi trường hỗn hợp của xylose 

và glucose và xylose, glucose và furfural. 

2. Nội dung 

2.1 Vật liệu và phương pháp  

Nấm men và hóa chất 

Ba loại nấm men được lựa chọn: Saccharomyces 

cerevisiae IAM 4125 (được chọn trong số một số chủng S. 

cerevisiae IAM, dữ liệu không được hiển thị trong bài báo 

này), Saccharomyces cerevisiae YPH 499 (được chọn trong 

một số giống S. cerevisiae YPH, dữ liệu không được hiển thị 

trong bài báo này) và nấm men thương mại lên men cả đường 

xylose và glucose, Candida shehatae NBRC 1983, được duy 

trì trên môi trường YM rắn bao gồm 10 g/L glucose, 5 g/L 

peptone, 3 g/L, yeast extract, 3 g/L malt extract và 15 g/L 

agar trong 2 ngày ở 30oC. Nhân giống nấm men được chuẩn 

bị bằng cách lấy một vòng đầy đầu que cấy nấm men từ đĩa 

thạch cho vào bình 100ml có môi trường lỏng YM 50ml. Môi 

trường YM lỏng có cùng thành phần với môi trường YM rắn, 

ngoại trừ thạch. Nút silicon được dùng để đậy bình nuôi cấy 

và sau đó đưa bình vào tủ ấm lắc ở 30oC, 120 vòng/phút. 

Nồng độ nấm men là khoảng 108 CFU/ml sau 36 giờ trước 

khi nuôi cấy (hình 1). 

Các hóa chất dùng trong nghiên cứu được cung cấp bởi 

hãng hóa chất Wako, Nhật Bản. 

 Lên men ethanol 

Trong lignocellulose, cellulose là chủ yếu và 

hemicellulose chiếm khoảng một nửa của cellulose về khối 

lượng [2, 3]. Do đó, người ta coi rằng trong quá trình thủy 

phân, glucose thu được thường gấp đôi xylose về khối lượng. 

Khả năng sản xuất ethanol ở nồng độ cao và sức chống chịu 

chất ức chế là điểm cần quan tâm trong sản xuất ethanol sinh 

học thế hệ thứ hai. Chi tiết thí nghiệm về khả năng tạo 

ethanol nồng độ cao và sức chống chịu furfural của các loại 

nấm men được chọn được trình bày trong bảng 1. 
Bảng 1. Bố trí thí nghiệm 

STT 
Thành phần môi 

trường 
Nấm men 

Môi trường 

nhân giống 

(sau 36 h) 

F1 
Glucose: 20 g/L  

Xylose: 10 g/L 

 Peptone: 5g/L 

Yeast extract: 3 g/L 

S. cerevisiae 

IAM 4125 
1 

F2 
S. cerevisiae 

YPH 499 
1 

F3 
C. shehatae 

NBRC 1983 
1 

F4 Glucose: 70 g/L  

Xylose: 35 g/L 

Furfural: 2 g/L 

Peptone: 5g/L 

Yeast extract: 3 g/L 

S. cerevisiae 

IAM 4125 
10 

F5 
S. cerevisiae 

YPH 499 
10 

F6 
C. shehatae 

NBRC 1983 
10 

 

PH của môi trường lên men được điều chỉnh đến khoảng 

5. Bình có thể tích 100ml được cho vào 50ml môi trường sản 

xuất ethanol. Sau khi loại bỏ phần nổi phía trên từ quá trình 

ly tâm một thể tích nhất định môi trường nhân giống, phần 

rắn lắng có chứa nấm men được cấy vào môi trường lên men. 

Thể tích môi trường trước khi nuôi cấy có chứa nấm men 

được trình bày trong bảng 1. Quá trình lên men được tiến 

hành ở 30oC và lắc với tốc độ 120 vòng/phút trong tủ ấm. 

Quá trình sản xuất etanol được minh họa như hình 1. 

 

Hình 1. Quy trình sản xuất ethanol 

Phân tích và tính toán 

Các thông số thí nghiệm của glucose, xylose, xylitol, 

ethanol và furfural được đo bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao 

(HPLC) với cột Shodex sugar SH1011, đầu dò chiết suất RI 

(refractive index). 

Phương pháp đếm khuẩn lạc được sử dụng để xác định 

sự phát triển của nấm men. Thí nghiệm được thực hiện lặp 

lại. 

Hiệu suất lý thuyết của ethanol là 0,51g ethanol/g xylose 

hoặc glucose tiêu thụ được áp dụng để đánh giá hiệu quả của 

quá trình lên men ethanol, theo phản ứng của xylose hoặc 
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glucose với ethanol. Hiệu suất thực tế của ethanol là lượng 

(g) ethanol được tạo ra trên một g xylose và/hoặc glucose 

được tiêu thụ (g/g) [3]. 

Năng suất ethanol được xác định bằng nồng độ ethanol 

sản xuất (g/L) trong 1 giờ (h) [3]. 

2.2 Kết quả và thảo luận 

Sự tạo thành ethanol của các nấm men 

Hoạt động sản xuất ethanol trên môi trường hỗn hợp 

glucose và xylose của S. cerevisiae IAM 4125, S. cerevisiae 

YPH 499 và C. shehatae NBRC 1983 (thí nghiệm từ F1 đến 

F3) được biểu diễn trong hình 2. 

 

Hình 2. Sự tạo thành ethanol và xylitol của các nấm men 
Trong số ba loại nấm men, S. cerevisiae IAM 4125 có 

năng suất ethanol cao nhất (nồng độ cao nhất 8,26 g/L sau 12 

giờ), tiếp theo là C. shehatae NBRC 1983 (nồng độ cao nhất 

8,72 g/L sau 18 giờ) và năng suất thấp nhất là S. cerevisiae 

YPH 499 (nồng độ cao nhất 8,47 g/L sau 18 giờ). Về hiệu 

suất ethanol từ glucose, S. cerevisiae YPH 499 có hiệu suất 

ethanol cao nhất (83%) và sau đó là S. cerevisiae IAM 4125 

(81%). Tuy nhiên, xét đến hiệu suất ethanol từ tổng số đường 

có thể lên men của glucose và xylose, C. shehatae NBRC 

1983 thu được sản lượng ethanol cao nhất (57%) so với S. 

cerevisiae YPH 499 (55%) và S. cerevisiae IAM 4125 

(54%). Sự khác biệt về hiệu suất trong trường hợp này có thể 

giải thích rằng loài S. cerevisiae được gọi là nấm men lên 

men glucose, trong khi loài C. shehatae có thể sản xuất 

ethanol từ cả glucose và xylose [12-15]. Do đó, hiệu suất 

ethanol tính toán của các loài S. cerevisiae chỉ dựa trên 

glucose cho giá trị cao. Tuy nhiên, nếu hiệu suất ethanol tính 

cho cả glucose và xylose, C. shehatae có hiệu suất cao hơn. 

Ngoài ra, xylitol là sản phẩm phụ của quá trình lên men 

ethanol bởi C. shehatae NBRC 1983. Xylitol là sản phẩm 

trung gian của con đường chuyển hóa xylose thành ethanol 

[3, 7]. Sản phẩm phụ này rất được quan tâm trong dược 

phẩm.  

Sau khi đạt đến nồng độ ethanol cao nhất (12 giờ đối với 

S. cerevisiae IAM 4125; 18 giờ đối với S. cerevisiae YPH 

499 và C. shehatae NBRC 1983), nồng độ ethanol đã giảm 

xuống (hình 2). Hiện tượng này có thể được giải thích rằng 

sau khi nấm men tiêu hóa tất cả các loại đường tiêu thụ để 

tạo ra ethanol, chúng cần cơ chất khác làm thức ăn để phát 

triển. Trong trường hợp này, nấm men đã tiêu thụ ethanol. 

Do đó, mật độ tế bào của nấm men được giữ ổn định sau khi 

thí nghiệm đạt được nồng độ ethanol cao nhất (hình 4). Đây 

là điểm cần lưu ý vì kéo dài thời gian thí nghiệm gây lãng 

phí thời gian và làm giảm đi ethanol được tạo ra. 

Khả năng sản xuất ethanol thế hệ hai của nấm men 

Trong sản xuất ethanol sinh học thế hệ thứ hai từ chất thải 

giàu lignocellulose bằng con đường đường hóa, cần quan tâm 

đến tính kháng lại chất ức chế. Furfural là một sản phẩm phụ 

thủy phân không mong muốn. Nó thường được hình thành từ 

quá trình phân hủy xylose trong điều kiện nhiệt độ cao và 

môi trường axit hoặc kiềm. Nồng độ furfural được tạo ra phụ 

thuộc vào nồng độ xylose và điều kiện thủy phân; tuy nhiên, 

nó thường nhỏ hơn 2 g/L [7]. Như đã biết, hầu hết các vi sinh 

vật đều nhạy cảm với furfural. Furfural có thể ảnh hưởng đến 

các enzym trong chuyển hóa carbon trung tâm hoặc làm hỏng 

DNA của vi sinh vật. Những chất này gây ra ảnh hưởng đến 

hoạt động của vi sinh vật, ví dụ, lên men ethanol trong nghiên 

cứu này. Khả năng chống chịu của vi sinh vật đối với furfural 

khác nhau giữa các vi sinh vật khác nhau [3]. Sức đề kháng 

của vi sinh vật đối với furfural cũng khác nhau. Trong môi 

trường hỗn hợp của thí nghiệm F4 đến F6 (bảng 1), khả năng 

chịu đựng furfural của cả ba loại nấm men là hơn 2 g/L (hình 

3). 

  

 

Hình 3. Sản xuất ethanol và xylitol của ba loại nấm men trong 

môi trường có fufural 

Khi có furfural (2 g/L) trong môi trường lên men ethanol, 

trước hết nấm men sẽ phân huỷ furfural trong vòng 6 giờ. Do 

sự hiện diện của furfural và nồng độ cơ chất cao, quá trình 

sản xuất ethanol bị chậm lại (hình 2 và hình 3) mặc dù mật 

độ nấm men ban đầu đã tăng từ 106 CFU/mL lên 107 

CFU/mL (bảng 1 và hình 4). Năng suất ethanol bị giảm 

nhưng không đáng kể. Nấm men S. cerevisiae IAM 4125 cho 

năng suất cao 1,19 g/L/h sau 24 giờ. C. shehatae NBRC 1983 

thu được nồng độ ethanol cao nhất (29,54 g/L) sau 30 giờ khi 

cấy vào môi trường chứa 2 g/L furfural, 70 g/L glucose và 

35 g/L xylose. Mặc dù nồng độ ethanol tạo ra bởi C. shehatae 

NBRC 1983 chưa đạt kỳ vọng về quá trình sản xuất ethanol 

hiệu quả (khoảng 40 g/L) [7], nhưng so với 2 nấm men còn 

lại, C. shehatae NBRC 1983 cho nồng độ ethanol cao hơn. 

Ngoài ra, xylitol là sản phẩm phụ từ quá trình sản xuất 

ethanol của C. shehatae NBRC 1983 (3,53 g/L) như đã trình 

bày ở trên. Do đó, để sản xuất ethanol sinh học thế hệ thứ hai 

từ chất thải giàu lignocellulose, trong số ba loại nấm men 

được chọn, C. shehatae NBRC 1983 có nhiều ưu điểm hơn 
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so với hai loại nấm men còn lại. Một lần nữa, việc suy giảm 

ethanol sau khi đạt đến nồng độ cao nhất được thể hiện (thí 

nghiệm F4 - S. cerevisiae IAM 4125). Vì lý do này, thời gian 

sản xuất ethanol (thời gian phản ứng hoặc thời gian lưu) là 

một điểm quan trọng cần lưu ý để thu được nồng độ ethanol 

cao nhất. 

Sự sinh trưởng của nấm men 

Khi môi trường sản xuất ethanol có chứa furfural ở mức 

có thể chịu được, sự phân huỷ furfural trước là cách chống 

lại và/hoặc vượt qua các chất ức chế của vi sinh vật sản xuất 

ethanol [3, 7]. Axit furoic và furfuryl lần lượt là các sản phẩm 

chuyển hóa của quá trình lên men furfural của quá trình lên 

men hiếu khí và lên men kỵ khí [3]. Trong trường hợp này, 

furfural đóng vai trò chất nền cho sự phát triển và trao đổi 

chất của nấm men. Điều này được thể hiện bằng sự gia tăng 

mật độ tế bào nấm men trong những giờ đầu tiên đối với quá 

trình lên men phân hủy furfural. Tuy nhiên, tốc độ phát triển 

của nấm men thấp hơn so với trường hợp không có furfural 

trong môi trường lên men (hình 4). 

 

 

Hình 4. Sự phát triển của nấm men trong môi trường sản xuất 

ethanol 

Trong môi trường không có thêm furfural, sự phát triển 

của nấm men rất nhanh. Mật độ tế bào của các loại nấm men 

này gần như đạt giá trị cao nhất trong vòng 12 giờ. Trong số 

đó, S. cerevisiae IAM 4125 có mật độ tế bào cao nhất (Log 

mật độ tế bào vào khoảng 9,27). Trong trường hợp môi 

trường bổ sung furfural, như đã biết, furfural là một chất độc 

đối với vi sinh vật, mặc dù cả ba loại nấm men đều có thể 

phân hủy để vượt qua sự ức chế furfural, tốc độ phát triển 

của nấm men đã giảm so với trường hợp không thêm furfural 

vào môi trường. Phải mất 18 giờ để ba loại nấm men chạm 

đến mật độ tế bào cao nhất (hình 4). Do đó, quá trình sản xuất 

ethanol của ba loại men bị chậm lại. Cụ thể, ba nấm men tạo 

ra nồng độ ethanol cao nhất sau 24 giờ (S. cerevisiae IAM 

4125) và 30 giờ (C. shehatae NBRC 1983 và S. cerevisiae 

YPH 499). Nó dài hơn khoảng 12 giờ (hình 2 và 3). Như vậy, 

nồng độ cao của furfural và các đường lên men có ảnh hưởng 

đến thời gian chuyển hóa các đường thành ethanol. 

3. Kết luận 

Tìm kiếm các vi sinh vật có triển vọng là một nhiệm vụ 

quan trọng đối với sản xuất ethanol sinh học thế hệ thứ hai 

từ chất thải giàu lignocellulose. Khảo sát hoạt tính tạo 

ethanol và khả năng chống chịu chất ức chế của ba loại nấm 

men: S. cerevisiae IAM 4125, S. cerevisiae YPH 499 và C. 

shehatae NBRC 1983, C. shehatae NBRC 1983 cho thấy 

rằng tất cả các loại nấm men trên cây đều có khả năng kháng 

furfural cao (2 g/L). S. cerevisiae IAM 4125 có năng suất cao 

nhất. Tuy nhiên, C. shehatae NBRC 1983 lại thu được nồng 

độ ethanol cao nhất (29,54 g/L) sau 30 giờ từ môi trường 

chứa 2 g/L furfural, 70 g/L glucose và 35 g/L xylose. Mặt 

khác, xylitol là sản phẩm trung gian thu được từ quá trình sản 

xuất ethanol của C. shehatae NBRC 1983. Những ưu điểm 

này của C. shehatae NBRC 1983 đã cho thấy đây là nấm men 

tiềm năng trong 3 nấm men được khảo sát cho sản xuất 

ethanol sinh học thế hệ thứ hai từ chất thải giàu 

lignocellulose. 

4. Cảm ơn 
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