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TÓM TẮT 
Probiotic là những vi sinh vật sống khi được bổ sung vào cơ thể với liều lượng đủ lớn sẽ tạo ra lợi ích đối với 

sức khỏe của vật chủ. Mục đích nghiên cứu này là phân lập được vi khuẩn lactic từ các mẫu thực phẩm lên men 

đánh giá một số đặc tính probiotic của chúng để ứng dụng tạo chế phẩm probiotic bổ sung vào thức ăn chăn 

nuôi. Mười chủng vi khuẩn đã được phân lập sử dụng môi trường MRS (de Man, Rogosa & Sharpe). Sử dụng 

phương pháp khuếch tán đĩa thạch, 3 chủng C2, LA6 và LT7 có khả năng đối kháng tốt nhất với cả 3 loại vi 

khuẩn gây bệnh: E. coli, Samonella sp, Shigella sp. Những chủng này tiếp tục được đánh giá khả năng sinh 

enzyme ngoại bào (protease, cellulase, amylase). Kết quả cho thấy, chủng LT7 và C2 có khả năng sinh enzyme 

ngoại bào cao hơn chủng LA6. Hai chủng LT7 và C2 được đánh giá khả năng chịu pH thấp (từ 2 đến 4), chịu 

muối mật (0,5 - 3%), kháng 3 loại kháng sinh ((Tetracycline, Gentamycin, Streptomycin) nồng độ 10 - 50 

µg/ml, nhận thấy chủng LT7 có khả năng chịu, pH thấp, muối mật và kháng sinh cao hơn chủng C2. Chủng 

LT7 đã được lựa chọn là chủng probiotic tiềm năng và được định danh là Lactobacillus plantarum dựa trên 

trình tự gen 16S rRNA (1445 bp) đã được phân tích. Nghiên cứu đặc tính sinh lý, sinh hóa của chủng này cho 

kết quả: tế bào hình que dài, không sinh catalase, có khả năng lên men lactose. 

Từ khóa: Lactobacillus plantarum, muối mật, probiotics thức ăn chăn nuôi, thực phẩm lên men. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Probiotics đóng một vai trò quan trọng, là 

chất thích hợp nhất để thay thế kháng sinh vì 

nhiều lợi ích của nó và được sử dụng như chất 

kích thích tăng trưởng cho người và động vật 

bao gồm gia cầm và thủy sản (Palamidi I, 

2016). Probiotics được định nghĩa là “các sinh 

vật sống mà khi được đưa vào cơ thể với lượng 

đủ lớn sẽ tạo ra lợi ích về sức khỏe cho vật 

chủ” (FAO/WHO, 2002). Probiotics cũng được 

định nghĩa như là thức ăn bổ sung vi sinh vật 

sống có lợi đối với vật chủ thông qua tăng 

cường sự cân bằng trong đường ruột và do đó 

nâng cao hiệu quả sử dụng thức ăn, hấp thụ 

chất dinh dưỡng, tốc độ tăng trưởng và mang 

lại hiệu quả kinh tế cho ngành chăn nuôi gia 

cầm (Abd El-Hack ME, 2017). 

Các loài vi sinh vật phổ biến được tìm thấy 

trong các sản phẩm probiotics hiện nay là một 

số loài vi khuẩn có lợi, nấm hoặc nấm men và 

thường gặp nhất là các chủng Bacillus subtilis, 

Lactobacillus, Bifidobacterium và 

Streptococcus, ngoài sự gia tăng hoạt động của 

chúng cũng làm giảm số lượng vi khuẩn có hại 

như: Salmonella typhimurium, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Clostridium 

perfringens... (Iannitti T, 2010). 

Vi khuẩn lactic (LAB - Lactic Acid 

Bacteria) là vi sinh vật phổ biến được phân lập 

từ một số nguồn chính như: thực phẩm lên 

men, đất và thực vật. Chúng cũng là một phần 

của nhóm vi khuẩn có lợi sống trong đường 

tiêu hóa của động vật trên cạn và thủy hải sản. 

LAB là vi khuẩn Gram dương, tế bào hình que 

hoặc cầu; Chúng không di động, không sinh 

bào tử, không khử nitrate và catalase, oxidase 

âm tính. Những vi khuẩn này sử dụng 

carbonhydrate như là năng lượng chính và tạo 

ra axit lactic là sản phẩm duy nhất hoặc như là 

sản phẩm chính khi kết thúc quá trình của quá 

trình trao đổi chất. LAB gồm các chủng 

Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, 

Aerococcus, Carnobacterium, Leuconostoc, 

Lactococcus và Pediococcus (Ringø E, 1998). 

LAB có thể sản xuất axit, hydrogen 

peroxide, bacteriocin và có tiềm năng ứng 

dụng lớn làm chất bảo quản sinh học trong 

thực phẩm (Aslim, 2005). Đã có các nghiên 

cứu sử dụng các chủng LAB khác nhau để tạo 

chế phẩm probiotics, chủ yếu là Lacobacillus 
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và Bifidobacteria (nhóm vi khuẩn hội sinh 

sống trong đường ruột của người và động vật), 

cho thấy khả năng điều trị bệnh tốt (Lavanya, 

2011). 

LAB được coi như là một nhóm vi khuẩn 

probiotic chính cho con người và động vật 

(Chen, 2005). Vì chúng an toàn, có thể chịu 

được axit và muối mật. Chúng bám dính tốt 

vào biểu mô ruột của các vật chủ và có thể ức 

chế sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh như 

Escherichia coli và Salmonella đó là những vi 

sinh vật gây bệnh chính trong đường ruột của 

gà (Murry, 2004). Chúng có thể duy trì khả 

năng tồn tại trong quá trình chế biến và bảo 

quản thức ăn gia súc (Lin, 2007). Vì vậy, nỗ 

lực để giảm kháng sinh trong chăn nuôi bằng 

cách sử dụng probiotic đang ngày càng được 

quan tâm, như một giải pháp thay thế hiệu quả 

về chi phí kiểm soát bệnh động vật và cải tiến 

năng suất vật nuôi (Reuter, 2001). 

Mục tiêu của nghiên cứu này là tuyển chọn 

được các dòng LAB từ nguồn thực phẩm lên 

men để lựa chọn các chủng vi sinh vật tiềm 

năng có thể ứng dụng làm chế phẩm vi sinh bổ 

sung vào thức ăn chăn nuôi, chúng tôi đã thực 

hiện những thí nghiệm sàng lọc như: thử 

nghiệm hoạt tính đối kháng với vi khuẩn gây 

bệnh, khả năng sinh emzyme ngoại bào, khả 

năng chịu axit và chịu muối mật, khả năng 

kháng kháng sinh. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 
Các mẫu thực phẩm lên men (dưa muối, cà 

muối, măng chua, nem chua...) được thu mua 

tại khu vực Xuân Mai, Chương Mỹ, Hà Nội 

vào thời gian từ tháng 4 - 12/2017. 

Các chủng vi khuẩn kiểm định: E. coli, 

Samonella sp, Shigella sp nằm trong bộ sưu 

tập giống vi sinh vật của Bộ môn Công nghệ 

Vi sinh - Hóa sinh, Viện Công nghệ Sinh học 

Lâm nghiệp. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phân lập vi khuẩn lactic  
Pha loãng mẫu đến các nồng độ khác nhau: 

10-1, 10-2, 10-3, 10-4… hút 0,05 ml dịch mẫu ở 

mỗi nồng độ nhỏ lên đĩa peptri chứa môi 

trường thạch MRS (pH = 6,5; khử trùng 

1210C/15 phút). Nuôi ở 370C trong 48 giờ. 

Kiểm tra sự xuất hiện các khuẩn lạc trên đĩa 

petri, tách và thuần khiết các khuẩn lạc có 

vòng trong suốt xung quanh chúng (axit phân 

giải CaCO3 tạo vòng trong). 

2.2.2. Khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh 
Ba chủng vi khuẩn kiểm định sử dụng là: E. 

coli, Salmonella sp, Shigella sp được nuôi qua 

đêm ở 28ºC trong môi trường Meat-Peptone 

(MP) lỏng. Sau đó, vi khuẩn kiểm định được 

cấy trải trên môi trường MP agar và đục những 

lỗ thạch đường kính 9 mm. LAB được nuôi 

trong 2 ml MRS lỏng, dưới điều kiện yếm khí 

tránh hình thành H2O2, tới giai đoạn pha tĩnh 

(khoảng 48 - 36 giờ). Dung dịch được ly tâm 

10.000 vòng/phút trong 15 phút ở 40C. Loại bỏ 

phần cặn chứa xác tế bào vi khuẩn, lấy phần 

nước trong của dung dịch sau ly tâm, điều 

chỉnh pH tới 6,5 bằng NaOH 0,1 N thu được 

dung dịch bacteriocin thô. Lấy 0,1 ml dung 

dịch bacteriocin thô nhỏ vào mỗi giếng của đĩa 

thạch đã chứa dòng vi khuẩn chỉ thị. Ủ mẫu ở 

40C trong 30 phút. Sau đó, ủ ở 370C cho vi 

khuẩn chỉ thị phát triển. Đối chứng: Giếng 

chứa 0,1 ml môi trường MRS lỏng. Hoạt tính 

kháng khuẩn của những dòng phân lập được 

tính bằng vùng vô khuẩn quanh miệng giếng 

trên đĩa (Buntin N, 2008). 

2.2.3. Khả năng sinh enzyme ngoại bào 
Thử nghiệm khả năng sinh một số enzyme: 

amylase, protease và cellulase thông qua các 

cơ chất tương ứng: tinh bột, casein, CMC 

(Carboxymethyl cellulose) bằng phương pháp 

đục lỗ thạch. 

Chuẩn bị môi trường thạch (15% w/v) có bổ 

sung 1% chất cảm ứng thích hợp (tinh bột, 

casein, CMC), đục lỗ thạch có đường kính 0,9 

cm. Nuôi các chủng vi LAB trên môi trường 

MRS lỏng trong khoảng 48 - 72 giờ, ly tâm 

8.000 vòng/phút thu dịch enzyme thô. Nhỏ 0,1 

ml dịch enzym vào các lỗ đã đục, để ở 40C 

trong vòng 30 phút, sau đó ủ ở 370C trong 24 

giờ. Nhuộm bằng thuốc thử lugol, coomassie 

brilliant blue, congo đỏ để phát hiện vòng phân 

giải cơ chất tương ứng là: tinh bột, casein, 
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CMC. Đo vòng phân giải D-d (mm), D là 

đường kính vòng ngoài, d là đường kính lỗ nhỏ 

dịch (Trần Thanh Thủy, 1998). 

2.2.4. Thử nghiệm hhả năng chịu axit và 

muối mật 
a. Khả năng chịu pH thấp 

Các chủng LAB được nuôi qua đêm 16 - 18 

giờ. Ly tâm 5000 vòng/10 phút ở 40C, thu cặn 

và huyền phù lại trong PBS (photphatse 

buffered saline) pH 7,0 tạo thành huyền dịch 

có độ đục McFarland 0,5 (0,5 ml dung dịch 

BaCl2 1% và 99,5 ml dung dịch H2SO4 1%, 

OD625 = 0,08 - 0,1) tương đương 108 CFU/mL. 

Chuyển dịch vi khuẩn vào bình nón chứa nước 

muối sinh lý (0,9% w/v) và chỉnh pH có giá trị 

lần lượt là: 1,5; 2; 2,5. Ủ ở 370C. Ở mỗi thời 

điểm 1 giờ, 2 giờ và 3 giờ lấy 1 ml dung dịch 

mẫu thử trung hòa về pH = 7. Tiến hành pha 

loãng đến mật độ thích hợp đếm được trong 

dung dịch đệm và trải trên đĩa peptri chứa môi 

trường MRS agar. Ủ ở 370C, trong 24 - 48 giờ. 

Đếm khuẩn lạc và tính số đơn vị sống của vi 

khuẩn khảo sát. Mỗi thí nghiệm tiến hành 3 lần 

(Cukrowska B, 2009). 

b. Khả năng chịu muối mật  

Các chủng LAB được hoạt hóa trong môi 

trường MRS, ủ qua đêm khoảng 16 - 18 giờ. 

Vi khuẩn được pha loãng đến độ đục 

McFarland 0,5 tương đương 108 CFU/mL. Lấy 

1ml dịch vi khuẩn ly tâm, cho tiếp xúc với dịch 

muối mật với các nồng độ lần lượt  0,5%, 1%, 

2%, 3% trong 1 giờ, 2 giờ, 3 giờ. Sau đó ly tâm 

rửa sạch và huyền phù tế bào vi khuẩn bằng 

dịch PBS (pH = 7). Tiến hành pha loãng đến 

mật độ thích hợp và cấy trải trên đĩa peptri 

chứa môi trường MRS agar. Ủ ở 370C, trong 

24 - 48 giờ và đếm khuẩn lạc và tính số đơn vị 

sống của vi khuẩn khảo sát. Mỗi thí nghiệm 

tiến hành 3 lần.  

Phần trăm sống sót = Ni/Nx ×100, Ni: Số 

lượng khuẩn lạc đếm được tại thời điểm nuôi 

cấy (1, 2, 3 giờ), Nx: Số lượng khuẩn lạc đếm 

được tại thời điểm 0 giờ (Cukrowska B, 2009). 

2.2.5. Đánh giá độ nhạy cảm kháng sinh 
Độ nhạy cảm kháng sinh của các chủng vi 

khuẩn đã phân lập được đánh giá bằng phương 

pháp khuếch tán trên thạch theo hướng dẫn của 

CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, 2014). Các kháng sinh được sử dụng 

bao gồm: Gentamycin nồng độ: 10 μg/ml; 

Streptomycin, Tetracylin nồng độ: 10, 50 

μg/ml. Đo kích thước vòng vô khuẩn và đánh 

giá độ nhạy cảm kháng sinh (kháng R, trung 

gian I và nhạy cảm S). 

2.2.6. Phương pháp định danh chủng vi khuẩn 
a. Định danh bằng phương pháp sinh học 

phân tử 

Tách chiết DNA và khuyếch đại gen 16S 

rRNA bằng phản ứng PCR (polymerase chain 

reaction). Vùng gen 16S rRNA được khuếch 

đại bằng cặp mồi phổ biến: 

Mồi xuôi 27F: 5’- AGA GTT TGA TCC 

TGG CTC AG - 3’;  

Mồi ngược 1525R: 5'-AAA GGA GGT 

GAT CCA GCC - 3'. 

Thành phần phản ứng PCR: 
Thành phần Thể tích (μl) 

Master mix 2x 10 

Primer xuôi (20 pmol/μl) 2 

Primer ngược (20 pmol/μl) 2 

DNA khuôn 2 

H2O vừa đủ 20 

Chu trình nhiệt cho phản ứng PCR: 

 

Bước 1 Bước 2: lặp lại 40 chu kỳ Bước 3 

940C: 5 phút 940C: 45 giây 54,50C: 45 giây 720C: 1 phút 720C: 7 phút 40C: ∞ 

 

b. Phương pháp nghiên cứu sử dụng công cụ 

BLAST và phân tích phát sinh loài 

Dữ liệu trình tự nucleotide 16S rRNA của 

chủng vi khuẩn được gửi vào cơ sở dữ liệu trên 

NCBI để xác định loài gần nhất đã biết của 

một phần trình tự 16S rRNA thu được, tìm 

kiếm các trình tự tương đồng bằng công cụ 

BLAST (Saeedi M, 2015).  

Cây phát sinh loài được xây dựng bởi 

phương pháp thống kê "neighbor-joining" với 

phiên bản Mega 6.0 (Kumar M, 1980). 
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c. Xác định đặc tính sinh lý, sinh hóa: Nhuộm 

Gram; Quan sát hình dạng khuẩn lạc, tế bào; 

phản ứng catalase, khả năng lên men các loại 

đường (Trần Thanh Thủy, 1998). 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả phân lập các chủng vi khuẩn 
Từ các mẫu thực phẩm lên men (rau quả lên 

men, nem chua, thịt chua) đã phân lập được 10 

chủng vi khuẩn. Mười chủng này được quan 

sát hình thái khuẩn lạc và một số đặc tính sinh 

hóa, sinh lý cho kết quả: khuẩn lạc có màu 

trắng sữa, tròn, nhẵn, mép trơn, bề mặt ướt và 

xung quanh có vòng trong suốt do CaCO3 bị 

phân giải bởi axit lactic, tế bào hình que dài, 

gram dương, không sinh bào tử, catalase âm tính. 

3.2. Kết quả khảo sát hoạt tính đối kháng 

với vi sinh vật kiểm định 
Để hạn chế sự phát triển của vi khuẩn gây 

bệnh, ngoài việc cạnh tranh vị trí bám dính thì 

khả năng đối kháng với vi khuẩn gây bệnh là 

một đặc tính rất quan trọng của các chủng vi 

sinh vật được chọn làm probiotics. Từ 10 

chủng phân lập được, tuyển chọn chủng có 

hoạt tính đối kháng mạnh với 3 chủng vi khuẩn 

kiểm định gồm E. coli (gây tiêu chảy, viêm 

ruột, tạo độc tố đường ruột ở động vật), 

Salmonella sp (sốt thương hàn, gây tiêu chảy ở 

người và vật nuôi) và Shigella sp (trực khuẩn lị 

gây bệnh đường ruột, tiêu chảy ở người và vật 

nuôi). Kết quả thu được ở bảng 1 và hình 1. 
 

Bảng 1. Kết quả vòng kháng vi sinh vật kiểm định 

STT Kí hiệu chủng 
Đường kính vòng kháng khuẩn ( D-d) mm 

E. coli Salmonella Shigella 

1 LA1 10 ± 0,01 11,5 ± 0,01 10 ± 0,01 

2 LA2 13 ± 0,02 9 ± 0,01 12,5 ± 0,01 

3 C2 20 ± 0,01 19 ± 0,01 17,5 ± 0,01 

4 LA4 10,5 ± 0,01 14 ± 0,02 9,5 ± 0,01 

5 LA5 12,5 ± 0,01 10 ± 0,01 6 ± 0,01 

6 LA6 19 ± 0,02 16,5 ± 0,01 18 ± 0,01 

7 LT7 22 ± 0,01 18 ± 0,01 18,5 ± 0,01 

8 LA8 15,5 ± 0,01 13 ± 0,02 14,5 ± 0,01 

9 LA9 15,5 ± 0,01 12 ± 0,01 16 ± 0,01 

10 LA10 14 ± 0,01 13,5 ± 0,02 15 ± 0,01 

D: Đường kính vòng kháng khuẩn; d: đường kính lỗ thạch; n = 3 

 

       
 

Hình 1. Khả năng đối kháng với vi khuẩn kiểm định của các chủng Lactic 

a. E. coli  b. Samonella sp  c. Shigella sp 
 

Hầu hết các chủng phân lập được điều có 

khả năng kháng các vi sinh vật kiểm định. 

Trong đó, có 7 chủng kháng từ yếu đến trung 

bình: vòng kháng khuẩn đo được từ 6 ÷ 16 mm 

và 3 chủng C2 , LA6 và LT7 có khả năng 

kháng mạnh với hầu hết các chủng vi sinh vật 

gây bệnh từ 16,5 ÷ 22 mm. Cụ thể, vòng kháng 

khuẩn đo được của 3 chủng C2, LT7, LA6 đối 

với Ecoli sp là: 18 ÷ 22 mm, đối với 2 chủng 

Samonella sp và Shigella sp là: 16,5 ÷ 19 mm. 

Như vậy, 3 chủng vi khuẩn: C2, LA6, LT7 

được chọn lọc để thực hiện những nghiên cứu 

tiếp theo. 

a b c 
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3.3. Kết quả xác định khả năng sinh enzyme 

ngoại bào 
Khả năng sinh enzyme ngoại bào của các 

chủng probiotics có vai trò rất quan trọng, 

nhằm hỗ trợ tiêu hóa thức ăn, chuyển hóa các 

chất khó tiêu thành các chất dễ tiêu, phân hủy 

các thức ăn dư thừa trong chuồng nuôi làm 

giảm mùi hôi thối của chuồng trại. 

Từ 3 chủng lactic đã được chọn lọc ở bước 

trên, khảo sát khả năng sinh enzyme ngoại bào 

(amylase, protease, cellulase). Kết quả thu 

được như bảng 2 và hình 2. 
 

Bảng 2. Hoạt tính enzyme ngoại bào của các chủng vi sinh vật 

STT Kí hiệu chủng 
Đường kính vòng phân giải (D-d) mm 

Tinh bột CMC Casein 

1 C2 20 ± 0,01 25 ± 0,01 19,5 ± 0,01 

2 LT7 20 ± 0,01 30 ± 0,01 30 ± 0,01 

3 LA6 16 ± 0,01 16,5 ± 0,01 16,5 ± 0,01 

D: Đường kính vòng phân giải; d: đường kính lỗ thạch 
 

 
  

Hình 2. Khả năng sinh enzyme ngoại bào của các chủng Lactic 
a, a’: Amylase          b. Cellulase             c. Protease 

  

Cả 3 chủng đều có khả năng sinh enzyme 

ngoại bào ở mức từ trung bình đến mạnh. Cụ 

thể vòng phân giải cơ chất của các chủng: LA6 

từ 16 ÷ 16,5 mm (khả năng sinh enzyme ở mức 

trung bình); C2 từ 19,5 ÷ 25 mm (khả năng 

sinh enzyme ở mức cao); LT7 từ 20 ÷ 30 mm 

(khả năng sinh enzyme ở mức rất cao). Do vậy, 

chọn lựa 2 chủng là: C2, LT7 để tiếp tục 

nghiên cứu tiếp theo. 

3.3. Kết quả xác định khả năng chịu pH 

thấp và muối mật 
Tiến hành thử nghiệm các chủng trên ở 3 

mức pH 2, 3, 4 và muối mật ở các nồng độ 

0,5%, 1%, 2%, 3% trong khoảng thời gian từ 1 

đến 3 giờ. Theo hình 3, dưới tác động của pH 

thấp và muối mật cả 2 chủng khảo sát đều có 

xu hướng giảm tỉ lệ sống khi kéo dài thời gian 

xử lý (0 đến 3 giờ), giảm độ pH (4 xuống 2) và 

tăng nồng độ muối mật (từ 0,5% đến 3%).  

Ta thấy, sau 3 giờ nuôi ủ, số lượng tế bào 

sống sót ở pH 2 của 2 chủng là khá cao: đạt > 

50% (chủng LT7) và 45% (chủng C2), ở pH 3 

và 4 thì tỉ lệ này lần lượt là: > 60% và > 70% 

đối với 2 chủng. Ở nồng độ muối mật 0,5%, 

sau 3 giờ nuôi ủ, 2 chủng có tỷ lệ sống cao trên 

90% (chủng LT7) và gần 90% (chủng C2). 

Còn ở nồng độ muối mật cao 3% thì sau 3 giờ 

tỷ lệ sống  là > 50% đối với cả 2 chủng (Hình 

3). Nhận thấy chủng LT7 có khả năng chịu pH 

thấp và muối mật tốt hơn chủng C2. 

Theo Zhou và cộng sự (2007) cho rằng giá 

trị pH 2 và pH 3 được xem là giới hạn quyết 

định trong sàng lọc các chủng vi sinh vật có 

tiềm năng sử dụng làm probiotic. Kết quả 

nghiên cứu của Kim và cộng sự (2007) cho 

thấy khi xử lý bằng dịch dạ dày pH 2,5 có 3/7 

chủng vi khuẩn có khả năng chịu môi trường 

acid, tuy nhiên, tỉ lệ sống của các chủng này 

giảm mạnh chỉ còn 0,8% đến 8% sau 30 phút 

xử lý và tiếp tục giảm mạnh sau 2 giờ xử lý (từ 

0,04% đến 0,2% so với ban đầu). Nhóm tác giả 

Dương Nhật Linh và cộng sự (2011) khi phân 

lập được các chủng probiotic có tỷ lệ sống ≥ 

60% sau 3 giờ ở pH 2,5 và ở nồng độ muối mật 

0,3% sau 3 giờ các chủng có tỷ lệ sống > 90%. 

a b c a’
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Tương tự kết quả nghiên cứu của chúng tôi, 

nghiên cứu của Kim và cộng sự (2007), Trần 

Quốc Việt và cộng sự (2009) cũng cho thấy 

các chủng vi sinh vật thử nghiệm đều có khả 

năng tồn tại trong môi trường chứa muối mật 

với nồng độ 0,3%. 

 

 
 

 
 

 
Hình 3. Tỷ lệ sống của các chủng vi khuẩn Lactic thử nghiệm theo thời gian 1, 2 và 3 giờ ở pH 2; 3; 4 

và muối mật ở các nồng độ 0,5%; 1%; 2%; 3% 

 
3.4. Kết quả khả năng đề kháng kháng sinh 

Tiến hành thử nghiệm với 3 loại kháng sinh: 

Gentamycin, Tetracycline, Streptomycin là 3 

loại kháng sinh được dùng phổ biến để chữa 

các bệnh thường gặp ở gia súc và gia cầm 

(Lavanya, 2011).             

Sử dụng với liều tối thiểu có khả năng ức 

chế sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh (5 - 30 

µg/ml): Gentamycin (Ge) nồng độ 10 µg/ml; 

Tetracycline (TT) nồng độ 50 µg/ml, 10 µg/ml 

Streptomycin (St) nồng độ 50 µg/ml, 10 µg/ml. 

Kết quả thu được ở bảng 3. 

 

Bảng 3. Kết quả kháng kháng sinh của các chủng vi khuẩn lactic 

STT 
Kí hiệu 

mẫu 

Tetracycline 

(µg/ml) 

Gentamycin 

(µg/ml) 

Streptomycin 

(µg/ml) 

10 50 10 10 50 

1 C2 R S R R S 

2 LT7 R R R R R 

         Ghi chú: R: Kháng; S: Nhạy cảm. 
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Hình 4. Khả năng kháng kháng sinh của các chủng vi khuẩn Lactic 

  

Hầu hết các chủng vi sinh vật được tuyển 

chọn đều có khả năng kháng mạnh cả 3 loại 

kháng sinh khảo sát: Streptomycine, 

Tetramycline, Gentamycin ở nồng độ 10 

µg/ml. Như vậy, trong quá trình điều trị bệnh 

thường gặp cho vật nuôi, có thể phối hợp sử 

dụng các chủng vi sinh vật này với các chất 

kháng sinh (Tetracycine, Streptomycin, 

Gentamycin) do các kháng sinh này không có 

khả năng tiêu diệt và làm mất đi hoạt tính của 

các chủng vi sinh vật hữu ích đã tuyển chọn 

trên trong đường ruột của vật nuôi. 

Chủng LT7 có khả năng sinh enzyme ngoại 

bào cao, khả năng chịu pH thấp và muối mật 

và kháng kháng sinh tốt nhất trong số các 

chủng phân lập được. Chủng LT7 được chọn là 

chủng probiotic tiềm năng ứng dụng tạo chế 

phẩm sinh học bổ sung vào thức ăn chăn nuôi. 

Chủng LT7 được nghiên cứu đặc điểm sinh 

học và định danh đến loài. 

3.4. Kết quả định danh chủng 
Đặc điểm sinh lý, sinh hóa của chủng LT7 

thể hiện ở bảng 4 và hình 5. 

 

Bảng 4. Đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa của chủng LT7 

Hình dạng khuẩn lạc Hình dạng tế bào Gram Catalase 

Khuẩn lạc hình tròn, 

trắng sữa, bề mặt lồi 

trơn, mép nhẵn, kích 

thước 1,5 – 2,5 mm. 

Trực khuẩn (hình que 

dài), đứng riêng rẽ 

hoặc thành đám. 
+ - 

Khả năng lên men  các loại đường 

Glucose Manitol Fructose Sucrose Lactose 

+ + + + + 

 

  
Hình 5. Hình thái tế bào và khuẩn lạc chủng LT7 

a: Hình thái tế bào; b: Hình thái khuẩn lạc 
Hình 6. Kết quả điện di sản phẩm PCR  

Giếng M: Thang DNA 100bp, Giếng 1: Chủng 

LT7. Giếng 2: Mẫu âm tính vi khuẩn 

b a 

1500bp 
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Kết quả ở hình 6 cho thấy hệ gen của chủng 

LT7 đã được tách chiết và đoạn gen 16S rRNA 

được khuếch đại thành công với sản phẩm 

PCR thu được có chất lượng tốt: một băng 

sáng rõ duy nhất trên gel điện di với kích thước 

đoạn gen khoảng 1500 bp.  

Sản phẩm PCR của chủng LT7 được gửi 

đến Công ty TNHH Phát Triển Công Nghệ 

Ứng Dụng Việt Nam, để giải trình tự định 

danh đến loài. Kết quả giải trình tự đoạn gen 

16S rRNA của LT7 cho thấy đoạn gen gồm 

1445 bp. Cây phát sinh loài được xây dựng 

(hình 7), chủng LT7 nằm trên cùng một nhánh 

với nhóm Lactobacillus plantarum. Tiến hành 

so sánh trên Genbank của NCBI trình tự gen 

16s rRNA của chủng LT7 có độ tương đồng là 

100% với loài Lactobacillus plantarum 

MH33186.1 khi tiến hành BLAST. 
 

 
Hình 7. Cây phát sinh loài của chủng LT7 

 

Lactobacillus plantarum, một trong những 

vi khuẩn lactic khá phổ biến được tìm thấy 

trong các thực phẩm lên men và trong đường 

ruột của người và động vật. Chúng được sử 

dụng làm probiotic ngày càng nhiều trong 

những năm gần đây. Hơn nữa, chúng được 

nghiên cứu là không những an toàn tuyệt đối 

cho con người và động vật mà còn có nhiều ưu 

điểm trong việc điều trị chứng rối loạn tiêu hóa 

liên quan đến kháng sinh (Alba I.P, 2011). Do 

vậy, chủng tuyển chọn LT7 có tiềm năng sử 

dụng làm probiotic bổ sung vào thức ăn chăn 

nuôi. Tuy nhiên, cần phải có các nghiên cứu 

thêm khi ứng dụng vào thực tiễn. 

4. KẾT LUẬN 

Từ các mẫu thực phẩm lên men (rau quả lên 

men, nem chua, thịt chua) đã phân lập 10 

chủng vi khuẩn lactic (khuẩn lạc có màu trắng 

sữa, tròn, nhẵn, mép trơn, bề mặt ướt và xung 

quanh có vòng trong suốt và có một số đặc tính 

sinh lý, sinh hóa là: là trực khuẩn, gram dương, 

không sinh bào tử, catalase âm tính).  

Chọn lọc được 3 chủng C2, LT7 và LA6 có 

hoạt tính kháng khuẩn tốt nhất với cả 3 loại vi 

khuẩn gây bệnh: E. coli, Samonella sp, 

Shigella sp, đường kính vòng vô khuẩn từ 16,5 

÷ 22 mm. Ba chủng này được đánh giá khả 

năng sinh enzyme ngoại bào (protease, 

cellulase, amylase). Kết quả cho thấy, chủng 

LT7 và C2 (đường kính vòng phân giải 19,5 ÷ 

30 mm) có khả năng sinh enzyme ngoại bào 

cao hơn chủng LA6 (đường kính vòng phân 

giải từ 16 ÷ 16,5 mm).  

Hai chủng LT7 và C2 được đánh giá khả 

năng chịu pH thấp (2 ÷ 4), chịu muối mật (0,5 

÷ 3%), kháng 3 loại kháng sinh (Tetracycline, 

Gentamycin, Streptomycin) nồng độ 10 ÷ 50 

µg/ml, nhận thấy chủng LT7 có khả năng chịu 

pH thấp, muối mật và kháng sinh cao hơn 

chủng C2. Chủng LT7 đã được lựa chọn là 

chủng probiotic tiềm năng và được định danh 

là Lactobacillus plantarum dựa trên trình tự 

gen 16S rRNA (1445 bp) đã được phân tích. 

Nghiên cứu đặc tính sinh lý, sinh hóa của 

chủng này cho kết quả: tế bào hình que dài, 

không sinh catalase, có khả năng lên men 

lactose. 
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SUMMARY 
Probiotics are defined as "Live microorganisms which when administered in adequate amounts confer a health 
benefit on the host". This study aimed to isolate lactic acid bacteria from fermented foods and evaluate their 
probiotic properties for application as probiotic additives in animal feed. Ten bacteria strains were isolated 
using MRS (de Man, Rogosa & Sharpe) media. Using an agar well diffusion method, three strains, LT7, C2 
and LA6, showed the best antagonistic activities against all test pathogens belonging to E. 
coli, Salmonella sp, Shigella sp. These strains were evaluated the potential production of extracellular enzymes. 
The results showed that LT7 and C2 strains were able to higher extracellular enzyme production than LA6 
strain. Two strains, LT7 and C2, were evaluated tolerance to low pH (2 - 4), bile salt tolerance (0.5 - 3%), 
resistance to 3 antibiotics (Tetracycline, Gentamycin, Streptomycin) 10 - 50 μg/ml, found that strain LT7 
displayed higher tolerance than strain C2. Thus, strain LT7 was selected as a probiotic candidate and identified 
as Lactobacillus plantarum based on the sequences determined in 16S rRNA gene (1445 bp) analysis. It was 
observed to be ovoid in shape and to be catalase-negative, to be able to fermented lactose. 
Keywords: Animal feed, bile salt, fermented food, Lactobacillus plantarum, probiotics.  
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