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trị  [61] ....................................................................................................................... 21 
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3.5.1. Ảnh hưởng của nồng độ muối ......................................................................... 40 

3.5.2. Ảnh hưởng của sốc nhiệt ................................................................................. 41 

3.5.3. Ảnh hưởng của pH .......................................................................................... 43 

3.6. Đánh giá khả năng sử dụng prebiotic từ tảo S. platensis ................................... 44 
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DANH MỤC TỪ VIẾT TẮT 1 
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NTTS  Nuôi trồng thủy sản 
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TSV Taura Syndrome Virus bệnh Taura 

AHPND Acute Hepatopancreatic 

Nerosis Disease  

Bệnh hoại tử gan tụy cấp 

EMS Early Mortality Syndrome Hội chứng chết sớm 

WHO World Health Organization Tổ chức y tế thế giới 

TFA  Total fatty acid  Tổng số axit béo 

CFU Colony forming units Đơn vị hình thành khuẩn lạc 

NCBI National Center for 

Biotechnology Information 

Trung tâm Thông tin Công 

nghệ sinh học Quốc gia 
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EPA Eicosapentaenoic  
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MỞ ĐẦU 

 Lý do chọn đề tài  

Trong những năm gần đây, ngành nuôi trồng thủy sản, đặc biệt là nuôi tôm, 

đã nổi lên như một lĩnh vực kinh tế chủ lực, đem lại giá trị cao và thu nhập ổn định 

cho người dân. Tuy nhiên, nó cũng đang phải đối mặt với nhiều thách thức lớn, bao 

gồm chi phí thức ăn cao, dịch bệnh, việc lạm dụng kháng sinh và hóa chất, cùng với 

vấn đề ô nhiễm môi trường. Để giải quyết những khó khăn này, việc bổ sung các 

sản phẩm sinh học có giá trị vào thức ăn cho động vật thủy sản không những giúp 

cung cấp đầy đủ dinh dưỡng, kích thích tăng trưởng và nâng cao sức đề kháng cho 

vật chủ mà còn tiết kiệm nguồn thức ăn, giảm thiểu ô nhiễm, an toàn vệ sinh thực 

phẩm đang trở thành hướng đi mới đầy triển vọng, được nhiều nông dân lựa chọn 

và cũng là tiêu chí của Chính phủ ta. 

Probiotic là nhóm vi sinh vật có lợi, mang đến những cải thiện đáng kể cho 

sức khỏe vật nuôi bằng cách hỗ trợ chuyển hóa thức ăn và cạnh tranh hoặc ức chế vi 

khuẩn gây bệnh. Cùng với đó, tảo cũng được công nhận là nguồn nguyên liệu quý  

nhờ thành phần dinh dưỡng phong phú, không chỉ giúp chống oxy hóa, kháng viêm 

và kháng khuẩn, mà còn cung cấp sắc tố tự nhiên và các axit amin thiết yếu cho cả 

người và vật nuôi. Đặc biệt, một số loại polysaccharides từ tảo, như β-glucans từ 

Chlorella vulgaris và Spirulina platensis, đã được đề xuất là prebiotic tiềm năng. 

Tảo và probiotic đã được sử dụng rộng rãi trong nuôi trồng thủy sản, nhưng 

thường chỉ được áp dụng một cách riêng rẽ. Điều này làm hạn chế hiệu quả của 

từng sản phẩm, do chưa có nhiều nghiên cứu đồng bộ. Một số nghiên cứu đã cho 

thấy việc sử dụng sinh khối tảo làm môi trường nuôi probiotic có thể cải thiện sự 

sinh trưởng, tồn tại và hoạt tính sinh học của các chủng vi khuẩn. Đồng thời, sản 

phẩm từ quá trình lên men này vẫn giữ được các axit béo không bão hòa đa nối đôi 

như omega-3, omega-6, omega-7... có trong tảo, giúp hỗ trợ tiêu hóa và nâng cao 

giá trị dinh dưỡng cho vật nuôi. 

Tại Việt Nam, nghiên cứu ứng dụng sinh khối tảo làm môi trường nuôi cấy 

vi khuẩn còn trong phạm vi hẹp, trong khi nhu cầu về các công nghệ lên men mới 

ngày càng cao từ phía cộng đồng khoa học và doanh nghiệp. Từ thực tế đó, đề tài 

"Nghiên cứu một số đặc tính sinh học của vi khuẩn có lợi sinh trưởng trong 

môi trường chứa tảo" được thực hiện, với mục tiêu sàng lọc các chủng vi khuẩn 

và loại tảo phù hợp cho lên men, nhằm tạo ra một sản phẩm kết hợp hoạt tính sinh 

học quý của vi khuẩn và giá trị dinh dưỡng có trong tảo, giúp cải thiện sức khỏe vật 

nuôi và cung cấp thêm sản phẩm chăn nuôi giá trị sinh học, góp phần phát triển bền 

vững cho ngành thủy sản. 
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 Mục đích nghiên cứu 

Lựa chọn được chủng lợi khuẩn có hoạt tính sinh học cao và có khả năng tồn 

tại trong các điều kiện cực trị khi sinh trưởng trong môi trường chứa tảo khô. 

 Nội dung nghiên cứu 

(1) Sàng lọc một số chủng vi khuẩn có lợi có khả năng sinh các enzym ngoại bào, 

kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh đường ruột trên tôm thẻ chân 

trắng. 

(2) Sàng lọc một số loài tảo khô phù hợp làm môi trường lên men cho vi khuẩn 

lựa chọn. 

(3) Đánh giá khả năng chịu đựng của vi khuẩn lựa chọn khi sinh trưởng trên môi 

trường chứa tảo ở một số điều kiện cực trị (độ mặn, nhiệt độ, pH…).  

(4) Đánh giá khả năng sinh các enzym ngoại bào (amylase, protease, cellulase), 

kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus của vi khuẩn sau khi lên men trong môi 

trường chứa tảo và khả năng sử dụng prebiotic từ tảo lựa chọn.   
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tình hình nuôi trồng thủy sản ở Việt Nam 

Trong quá trình nuôi tôm, do ảnh hưởng bởi biến đổi khí hậu, hoặc sử dụng 

nguồn gốc các chế phẩm sinh học chưa rõ ràng... đã làm cho môi trường nuôi bị ô 

nhiễm và hình thành các mầm bệnh, dịch bệnh gia tăng và diễn biến phức tạp. Một 

số bệnh phổ biến trên tôm như bệnh đốm trắng, bệnh Taura (Taura Syndrome Virus 

- TSV), đầu vàng, hoại tử cơ quan tạo máu, hoại tử cơ, hội chứng chết sớm, hội 

chứng hoại tử gan tụy cấp. Tất cả các bệnh này được phát hiện với nguyên nhân chủ 

yếu đều do vi khuẩn gây bệnh thuộc chi Vibrio, gây thiệt hại nghiêm trọng trên 

nhiều đối tượng thuỷ sản [1]. Trong đó, phổ biến nhất là chủng V. parahaemolyticus 

có khả năng ký sinh trong đường ruột vật chủ và tiết ra độc tố khiến gan sưng hoặc 

teo lại, gây chết tôm/cá hàng loạt từ 90 – 100% ao nuôi. V. parahaemolyticus được 

xem là tác nhân chính gây ra bệnh hoại tử gan tụy cấp (Acute Hepatopancreatic 

Nerosis Disease - AHPND), gây nên hội chứng chết sớm (Early Mortality 

Syndrome - EMS) trên tôm nuôi trong giai đoạn dưới 1 tháng tuổi, gây thiệt hại 

nghiêm trọng cho nghề nuôi tôm ở Việt Nam và trên thế giới do bệnh lý diễn ra 

nhanh chóng, nguyên nhân phức tạp và đặc điểm lan rộng của bệnh [2]. Để kiểm 

soát các vi khuẩn gây hại này, người ta thường sử dụng các loại kháng sinh như 

Tetracycline, Oxytetracyline, Rifamycine cùng với các hóa chất như Iodin, KMnO4  

[3]. Tuy nhiên, thói quen sử dụng và lạm dụng kháng sinh trong nuôi thủy sản đã 

dẫn đến những hệ lụy như kháng thuốc, tồn dư kháng sinh trong động vật thủy sản, 

trong môi trường nuôi gây ảnh hưởng trực tiếp đến sức khỏe người tiêu dùng. 

Bên cạnh vấn đề về kiểm soát dịch bệnh thì yếu tố về dinh dưỡng cũng là 

một trong những nguyên nhân quan trọng giúp đảm bảo năng suất thu hoạch. Mặc 

dù ngành công nghiệp thức ăn chăn nuôi đã đạt được những tiến bộ đáng kể để cung 

cấp sản phẩm chất lượng cao cho các trang trại, nhưng những chế độ ăn này vẫn dựa 

trên các thành phần đa lượng có sẵn như cá, đậu tương, bột mì và dầu thực vật, 

được bổ sung bởi hỗn hợp vitamin và khoáng chất. Thực tế, thức ăn cho tôm chứa 

hàm lượng protein thô khoảng từ 25% - 40% cao hơn so với thức ăn được sử dụng 

cho gia súc và gia cầm [4]. Trước đây, bột cá là loại protein được lựa chọn phổ biến 

để bổ sung vào thức ăn nuôi thủy sản do chứa hàm lượng các chất dinh dưỡng cao 

và giúp kích thích sự thèm ăn của tôm, nhưng nguồn cung cấp bột cá trên thế giới từ 

việc đánh bắt ngoài tự nhiên đang bị suy giảm sản lượng, do vậy thúc đẩy việc tìm 

kiếm các nguyên liệu thay thế cho bột cá trong nuôi thủy sản [5]. 
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1.2. Tổng quan về probiotic ứng dụng trong nuôi trồng thủy sản 

1.2.1. Định nghĩa probiotic 

 Theo Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), probiotic được định nghĩa là những vi 

sinh vật sống mà khi được cung cấp với lượng đủ, chúng có thể mang lại những lợi 

ích cho sức khỏe của người hoặc vật nuôi, bằng cách duy trì hoặc cải thiện sự cân 

bằng của hệ vi sinh đường ruột. Các vi sinh vật này thường là vi khuẩn lactic, 

Bacillus hay nấm men, ... Chúng được đề xuất như một liệu pháp bổ trợ vào chế độ 

ăn giúp chống lại các bệnh liên quan đến rối loạn tiêu hóa đường ruột đồng thời có 

thể cạnh tranh nơi ở và dinh dưỡng với vi khuẩn gây bệnh [6]. Probiotic được áp 

dụng như một phương pháp phòng ngừa, nhằm giảm nguy cơ mắc bệnh của vật chủ 

thay vì chỉ điều trị khi bệnh đã xảy ra. 

 Trong nuôi trồng thủy sản (NTTS), việc sử dụng probiotic ngày càng trở 

nên phổ biến bởi chúng đóng vai trò đặc biệt quan trọng trong việc duy trì sức khỏe 

và sự phát triển của các loài thủy sản. Bổ sung probiotic vào môi trường nuôi trồng 

thủy sản giúp cải thiện chất lượng nước, tăng cường khả năng tiêu hóa và giảm 

nguy cơ mắc bệnh cho các loài thủy sản, giúp tạo ra một môi trường nuôi trồng hiệu 

quả và bền vững. Các vi sinh vật probiotic được sử dụng phổ biến trong nuôi trồng 

thủy sản bao gồm các chủng Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus và 

Saccharomyces, mỗi loại có những đặc điểm và lợi ích riêng biệt [7]. Như vi khuẩn 

thuộc chi Lactobacillus có khả năng sản sinh các hợp chất kháng khuẩn tốt như axit 

lactic, hydrogen peroxide và bacteriocin, một số khác thuộc chi Bacillus hay nấm 

thì lại có khả năng sản sinh các enzym tiêu hóa và hoạt chất bacteriocin... Chúng có 

thể được dùng như các kháng sinh tự nhiên thay thế cho kháng sinh tổng hợp giúp 

ngăn ngừa sự bùng phát của vi khuẩn gây bệnh. Hơn nữa, tăng cường các lợi khuẩn 

trong đường ruột còn có tác dụng cải thiện quá trình tiêu hóa, hấp thụ dinh dưỡng 

và chuyển hóa thức ăn cho các động vật thủy sản. 

1.2.2 Một số nhóm vi sinh vật probiotic   

1.2.2.1 Vi khuẩn lactic: Chi Lactobacillus  

 Vi khuẩn thuộc chi Lactobacillus là vi khuẩn Gram dương, không sinh bào 

tử, có dạng hình que (rod) hoặc que ngắn (cocco-bacili). Về phân loại, Chi 

Lactobacillus thuộc Ngành Firmicutes, Lớp Bacili, Bộ Lactobacillales, Họ 

Lactobacillaceae. Họ vi khuẩn này cũng bao gồm các chi có quan hệ gần gũi với 

Paralactobacillus và Pediococcus. Chúng là vi sinh vật yếm khí, cần môi trường 

giàu dinh dưỡng để sinh trưởng. Trong quá trình lên men, vi khuẩn Lactobacillus 

chuyển hóa một số loại đường thành acid lactic. Nhóm vi khuẩn này nổi bật với khả 

năng sản xuất các chất kháng khuẩn và hình thành màng sinh học giúp bảo vệ niêm 
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mạc ruột. Chúng còn tạo ra các chất ức chế như acid béo mạch ngắn, giúp đảm bảo 

cân bằng pH đường ruột, làm giảm khả năng phát triển của vi sinh vật gây bệnh. 

Ngoài ra, Lactobacillus chịu ảnh hưởng từ các điều kiện lý hóa trong ruột, như pH 

và thế oxy hóa khử, giúp hạn chế vi khuẩn có hại phát triển. Nhóm vi khuẩn này 

cũng tác động đến quá trình chuyển hóa acid mật, thúc đẩy hấp thu chất béo, và hỗ 

trợ biểu mô ruột để tăng cường khả năng hấp thụ chất dinh dưỡng. Lactobacillus 

thường sinh trưởng trong khoảng nhiệt độ từ 35 – 40 oC, đây là điều kiện lý tưởng 

để chúng tăng sinh khi được đưa vào đường ruột vật nuôi. Ở nhiệt độ phòng, 

lactobacillus ít hoạt động, chính vì vậy, các chế phẩm vi sinh có thành phần 

lactobacillus rất dễ bảo quản  [8]. 

1.2.2.2 Vi khuẩn Gram dương sinh bào tử: Chi Bacillus 

Chi Bacillus được phân vào ít nhất 8 nhóm loài trong cây phát sinh loài của 

Ngành Firmicutes. Thành viên của chi Bacillus đều là các vi khuẩn dị dưỡng, có tế 

bào hình que, hiếu khí hoặc kỵ khí tùy ý, sản sinh các sản phẩm trao đổi chất (CO2, 

diacetyl, bacteriocin) và một số loài sản sinh acid lactic. Đặc điểm nổi bật nhất của 

chúng là khả năng sinh nội bào tử (endospore) và đây cũng là một lợi thế quan trọng 

của một chủng Probiotic. Các enzym mà vi khuẩn nhóm này sinh ra có khả năng 

chống lại các yếu tố bất lợi bên ngoài. Chi Bacillus là một trong những dạng 

probiotic chính được sử dụng trong NTTS.  Rengpipat và cộng sự chỉ ra rằng việc 

sử dụng các sản phẩm chứa vi khuẩn Bacillus sp. sẽ kích hoạt hệ miễn dịch tế bào 

và miễn dịch dịch thể ở tôm sú (Penaeus monodo). Trong điều kiện môi trường 

thích hợp, vi khuẩn thuộc chi Bacillus sẽ phát triển nhanh với số lượng rất lớn, đồng 

thời cạnh tranh với các vi sinh vật khác và động vật nguyên sinh về nguồn thức ăn 

nên phần nào ngăn cản được sự phát triển của Vibrio và các vi sinh vật có hại, từ đó 

giảm được các tác nhân gây bệnh [9]. Bacillus subtilis có khả năng sinh nhiều 

enzym nhưng quan trọng nhất là sinh enzym amylase và protease là hai loại enzym 

tiêu hóa. Vi khuẩn này thường tồn tại trong sản phẩm dưới dạng bào tử, nhờ vậy khi 

đưa vào dạ dày không bị ảnh hưởng bởi acid cũng như các men tiêu hóa ở dịch dạ 

dày phá hủy. Trong môi trường ruột, bào tử “nảy mầm” và phát triển thành thể sinh 

dưỡng giúp cân bằng hệ vi sinh có ích trong đường ruột, cải thiện hệ tiêu hóa nhất là 

sau khi sử dụng chất kháng sinh kéo dài  [10].  

1.2.2.3 Nấm men: Chi Saccharomyces 

 Nấm men là các vi sinh vật đơn bào có nhân điển hình. Chi Saccharomyces 

được xếp trong Lĩnh giới Eukaryota, Giới Nấm (fungi), Ngành Ascomycota, Phân 

ngành Saccharomycotina, Lớp Saccharomycetes, Bộ Saccharomycetales, Họ 

Saccharomycetaceae. Tế bào của nấm men S. cerevisiae sinh sản vô tính bằng cách 
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nảy chồi đa phương và được chuyển trực tiếp đến túi bào tử, có chứa bào tử túi. 

Ngoài ra, một đặc tính của Chi Saccharomyces là khả năng lên men mạnh mẽ các 

loại đường. Đây cũng là đặc tính mong muốn của các chủng nấm men S. cerevisiae 

được sử dụng trong sản xuất thực phẩm, từ nướng bánh mỳ đến sản xuất đồ uống có 

cồn dựa trên nhiều loại thực vật thô. Trong NTTS, S. cerevisiae giúp cân bằng hệ vi 

sinh đường ruột, bảo vệ niêm mạc, phòng ngừa nhiều bệnh lý liên quan đến đường 

ruột và hệ tiêu hóa, nâng cao khả năng hấp thu chất dinh dưỡng từ thức ăn. Ngoài 

ra, nhóm này có thể sinh trưởng tốt ở pH 4,5 - 5,5, nên nó chịu được tác dụng của 

môi trường acid trong ruột, chúng có khả năng phát triển tốt trong điều kiện môi 

trường chứa rỉ đường, amonisulfat, DAP, MgSO4, acid H2SO4  [11]. 

1.2.3. Các cơ chế tác động của probiotic 

1.2.3.1. Cạnh tranh với các vi sinh vật gây bệnh 

 Trong một số nghiên cứu trước đây phát hiện ra rằng việc sử dụng vi khuẩn 

có lợi làm giảm số lượng vi khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus trong ruột tôm thẻ 

chân trắng [12]. Probiotic cũng đã được sử dụng trong thử nghiệm để kiểm soát 

bệnh do vi khuẩn ở cá [13]. Ngoài ra, probiotic còn là nguồn kháng sinh giá rẻ và 

phần lớn không độc hại, tổng hợp nhiều chất chuyển hóa có chức năng kháng 

khuẩn, do đó có lợi cho sản xuất thương mại. Probiotic xâm nhập vào đường tiêu 

hóa của vật nuôi và đối kháng với các tác nhân gây bệnh thông qua việc sản xuất ra 

các chất kháng khuẩn, cạnh tranh chất dinh dưỡng và vị trí bám dính với các vi sinh 

vật gây bệnh  [14]. Một số nghiên cứu đã cho biết  Lactobacillus 

rhamnosus  và Lactobacillus plantarum có thể ức chế sự phát triển của vi 

khuẩn Escherichia coli gây bệnh đường ruột trong đường tiêu hóa [15]. 

 Probiotic có thể ngăn ngừa nhiễm trùng đường tiêu hóa do sản xuất các chất 

kháng khuẩn ức chế sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh bằng cách cải thiện chức 

năng hàng rào niêm mạc ruột do tiết ra các chất bảo vệ ruột chẳng hạn như 

bacteriocin, ethanol, axit hữu cơ, diacetyl, acetaldehyde, hydrogen peroxide và 

peptide. Các hợp chất này, đặc biệt là peptide và bacteriocin, làm tăng tính thấm 

màng của các tế bào đích, làm phân cực màng và cuối cùng dẫn đến chết tế bào 

[15]. Hầu hết các bacteriocin tiêu diệt các tế bào đích bằng cách tạo ra các lỗ hổng 

và xâm nhập vào màng tế bào chất. Một số ít nghiên cứu đã được tiến hành về quá 

trình lên men của probiotic sử dụng các chất xơ prebiotic không hòa tan dẫn đến sự 

hình thành các axit béo chuỗi ngắn và trung bình nên cũng làm giảm độ pH trong 

ruột, do đó ức chế vi khuẩn gây bệnh [16]. 

1.2.3.2. Tăng cường chuyển hóa thức ăn 

 Các chủng probiotic có khả năng sản sinh các enzym ngoại bào như 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polysaccharide
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proteases, lipase, amylase, celullase... là các enzym tiêu hóa cũng như các yếu tố 

kích thích sinh trưởng, từ đó nâng cao hiệu quả chuyển hóa và hấp thụ thức ăn của 

động vật thủy sản. Nhiều nghiên cứu về probiotic thuộc nhóm Bacteroides và 

Clostridium sp. sinh trưởng trong đường tiêu hóa giúp cung cấp các vitamin, acid 

béo và các acid amin cần thiết cho vật chủ [17]. Theo nghiên cứu của Zheng và 

Wang, việc bổ sung Lactobacillus pentosus đã làm tăng hiệu quả sử dụng thức ăn ở 

tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei). Bổ sung Lactobacillus plantarum với 

liều lượng 50, 100, hoặc 1000 mg/kg thức ăn trong 12 tuần đã cải thiện đáng kể hoạt 

động của các enzym amylase, lipase và protease trong hệ tiêu hóa của cá rô phi sông 

Nile, bên cạnh đó hiệu quả sử dụng thức ăn tăng lên theo liều lượng probiotic [18]. 

Việc bổ sung Bacillus subtilis vào thức ăn với liều lượng 107 và 109 CFU/kg thức ăn 

trong vòng năm tuần đã làm tăng đáng kể sự tăng trưởng của tôm thẻ chân trắng 

(Litopenaeus vannamei)  [19]. Cua bùn (Scylla paramamosain) đã tăng trọng lượng 

và có tốc độ tăng trưởng nhanh hơn nhiều sau khi được bổ sung chế độ ăn với 

Enterococcus faecalis và Pediococcus acidilacti  [20]. 

1.2.3.3. Điều hòa hệ miễn dịch 

 Probiotic có thể ngăn ngừa nhiễm trùng do tác nhân gây bệnh bằng cách 

tăng cường hệ thống miễn dịch của vật chủ và khả năng miễn dịch tế bào không đặc 

hiệu trong cơ thể. Nhiều báo cáo cho thấy việc sử dụng các nhóm probiotic có thể 

ảnh hưởng đến hoạt động của các thực bào đơn nhân (bạch cầu đơn nhân, đại thực 

bào) và bạch cầu đa nhân trung tính (bạch cầu trung tính), tế bào tiêu diệt tự nhiên 

(NK), v.v trong hệ thống miễn dịch không đặc hiệu: Chủng Bacillus subtilis S11 

ảnh hưởng tích cực đến khả năng miễn dịch tế bào và dịch thể ở tôm sú Penaeus 

monodon, giúp chống lại bệnh tật, bảo vệ sức khỏe [9]. Lactobacillus rhamnosus bổ 

sung trong chế độ ăn làm tăng khả năng hô hấp ở cá hồi vân [21]. Do đó, probiotic 

là vi khuẩn có lợi không chỉ có khả năng ức chế mầm bệnh mà còn điều chỉnh hệ 

thống miễn dịch của vật chủ bởi khả năng sở hữu các phân tử tạo liên kết như 

peptidoglycan (PGN), axit lipoteichoic (LTA), exopolysaccharides (EPS) và các 

axit nucleic có thể được nhận biết bởi các thụ thể nhất định tạo ra một dòng tín hiệu 

có thể dẫn đến việc sản xuất các cytokine, chemokine và các phân tử tác động khác  

[22]. 

1.2.4. Tình hình nghiên cứu về probiotic gần đây 

 Ở Đồng bằng sông Cửu Long, người nuôi tôm cá thâm canh và bán thâm 

canh đã sử dụng probiotic để cải thiện đường ruột của tôm cũng như cải thiện môi 

trường nước từ nhiều thập kỉ qua. Những dòng vi khuẩn được sử dụng trong NTTS 
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được biết đến như là các dòng thuộc Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, 

Pseudomonas và Saccharomyces [7]. Trần Thị Ngọc Phương và Đặng Thị Hoàng 

Oanh đã phân lập được loài Lactobacillus reuteri và Lactobacillus fermentum trong 

ruột cá tra có khả năng đối kháng với Edwardsiella ictalurid  [23]. Nghiên cứu của 

Nguyễn Thị Trúc Linh cho thấy, loài Litopenaeus vannamei được bổ sung vào thức 

ăn, tỉ lệ sống của tôm được cải thiện có ý nghĩa sau khi cảm nhiễm với vi khuẩn V. 

parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính trên tôm thẻ chân trắng  [24]. 

 Nhóm nghiên cứu của TS. Hoàng Phương Hà ở Viện Công nghệ sinh học 

đã tạo ra sản phẩm chứa probiotic, bao gồm Bacillus subtilis, và Lactobacillus 

acidophilus, có khả năng sinh các enzym tiêu hóa, kháng lại V. parahaemolyticus, 

tạo biofilm tốt, được  lên men với khô đậu nành để bổ sung vào thức ăn nuôi tôm 

thẻ chân trắng, tạo ra sản phẩm có khả năng cân bằng hệ vi sinh đường ruột, kích 

thích để làm tăng cường hệ miễn dịch, tăng cường sự chuyển hóa thức ăn từ đó làm 

tăng sản lượng tôm [25]. Ngoài ra Viện Sinh học Nhiệt đới đã thành công trong việc 

nghiên cứu và sản xuất chế phẩm probiotic BioII gồm hỗn hợp các vi sinh vật và 

enzym tiêu hóa dùng trong NTTS, chế phẩm này đã được khảo nghiệm trên ao nuôi 

tôm sú ở các tỉnh cho kết quả khả quan và được Công ty thuốc thú y và NTTS đưa 

ra thị trường [26]. 

1.3. Tổng quan về tảo  

1.3.1. Giới thiệu về tảo và tiềm năng ứng dụng trong NTTS 

Một số loại tảo như Chlorella sp., Nannochloropsis sp., Spirulina sp.… hay 

rong biển chứa hàm lượng cao các hoạt chất sinh học như: protein, lipid, 

carbonhydrate, axit amin thiết yếu, sắc tố, các vitamin và khoáng chất. Một số loài 

vi tảo đang sử dụng hiện nay có hàm lượng protein cao hơn so với gạo, đậu nành, 

bột mỳ, sữa và thậm chí cả thịt [27]. Các hoạt chất này là nguồn nguyên liệu quý, có 

thể sử dụng trong y dược, mỹ phẩm phục vụ nhu cầu chăm sóc sức khỏe cho con 

người. Trong đó, carotenoid có hoạt tính kháng oxy hóa, kháng viêm, chống béo 

phì, chống u và ung thư. Sinh khối tảo chủ yếu là Spirulina spp. có thể sử dụng làm 

thực phẩm, thực phẩm chức năng bảo vệ sức khỏe, dược, mỹ phẩm… [28] 

Trong lĩnh vực thủy sản, việc sản xuất vi tảo là bước quan trọng để cung cấp 

nguồn thức ăn sơ cấp cho hầu hết đối tượng nuôi trong các trang trại. Vi tảo đóng 

vai trò không thể thay thể trong cơ cấu thức ăn của ấu trùng nhuyễn thể hai mảnh 

vỏ, ấu trùng giáp xác và một số loài cá ở giai đoạn sớm nhờ giàu dinh dưỡng và có 

kích thước phù hợp với miệng của ấu trùng. Giá trị dinh dưỡng quan trọng nhất của 

vi tảo đối với động vật thủy sản là các axit béo, đặc biệt là Eicosapentaenoic (EPA), 

Arachidonic acid (AA) và Docosahexaemoic acid (DHA). Do không thể tự tổng 
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hợp một số axit béo thiết yếu nên ấu trùng động vật thủy sản phải lấy chúng thông 

qua chuỗi thức ăn vi tảo. Hàm lượng protein ở tảo có thể chiếm tới 60% sinh khối 

khô (SKK), carbohydrate chiếm tới 60% SKK, lipit chiếm tới 70% SKK, phụ thuộc 

vào từng loài tảo và điều kiện nuôi. Các chất thứ cấp từ vi tảo như carotenoid giúp 

thúc đẩy tăng trưởng và kích thích sinh trưởng, có khả năng chống oxy hóa, kháng 

khuẩn, chống viêm và đặc tính kích thích miễn dịch cho cả sinh vật nước ngọt và 

biển. Các axit béo không no đa nối đôi (polyunsaturated fatty acid - PUFA) có trong 

lipid vi tảo bao gồm axit arachidonic (ARA) (C20: 4n-6) và DHA (C22: 6n −3). Các 

loài vi tảo như Cryptothecodinium và Schizochytrium chứa DHA; Phaeodactylum, 

Nitzschia, Isochrysis và Diacronema chứa EPA (C20: 5n-3), còn 

Cryptothecodinium và Schizochytrium chứa ARA. Hàm lượng EPA của các loài vi 

tảo chiếm từ 7 đến 34% TFA (Total fatty acid – tổng số axit béo). Các axit béo này 

rất hiếm và khó tổng hợp trong phòng thí nghiệm, chúng được tìm thấy trong dầu cá 

và một lượng nhỏ có trong dầu thực vật bao gồm cọ, đậu tương, hạt cải dầu. Vi tảo 

có thể tích lũy một lượng lớn lipit chứa thành phần axit béo có lợi về mặt dinh 

dưỡng khi phát triển trong điều kiện nuôi cấy tối ưu [29]. 

Tác giả Zhang và cộng sự đã cho thấy, bổ sung PUFA trong khẩu phần ăn, 

đặc biệt là các omega-3 và omega-6 có thể tăng cường khả năng miễn dịch không 

đặc hiệu, giúp cải thiện hiệu suất tăng trưởng và phát triển buồng trứng khi so sánh 

với các chế độ thức ăn khác của tôm thẻ chân trắng. Vi tảo giúp cải thiện thành 

phần axit béo của cá và tôm bằng cách cải thiện tỷ lệ omega-3 hay omega-6, tăng 

cường hàm lượng PUFA. Động vật thủy sản có giá trị dinh dưỡng cao hơn khi thành 

phần axit béo của chúng được cải thiện, mang lại lợi ích cho người tiêu dùng  [30]. 

Các nghiên cứu đã chứng minh rằng, sử dụng kết hợp hai loài vi tảo 

Nannochloropsis oculata và Schizochytrium sp. làm thức ăn nuôi cá trê Nile 

(Oreochromis niloticus) có thể cải thiện chất lượng dinh dưỡng và chỉ số tăng 

trưởng của chúng [31] Trong một nghiên cứu khác, Nannochloropsis sp. và 

Isochrysis sp. đã được sử dụng để thay thế trong chế độ ăn của cá hồi cầu vồng 

(Oncorhynchus mykiss). So với thức ăn truyền thống là bột cá và dầu cá thì sử dụng 

sinh khối Isochrysis sp. làm thức ăn đã giúp làm tăng đáng kể hệ số tiêu hóa cho 

protein thô, axit amin, lipid và các axit béo [21]. 

Ngoài việc sử dụng thức ăn trực tiếp, vi tảo còn được sử dụng gián tiếp thông 

qua tăng cường dinh dưỡng cho động vật phù du (Copepods, luân trùng, Artemia), 

làm thức ăn cho ấu trùng tôm, cá hoặc bổ sung vào thành phần thức ăn để cải thiện 

màu sắc của đối tượng nuôi. Các sắc tố vi tảo rất quan trọng đối với hiệu suất dinh 

dưỡng của chúng trong NTTS. Carotenoid, chlorophyll và phycobilin là ba loại sắc 
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tố quang hợp cơ bản của vi tảo. Sắc tố vi tảo có màu sắc tự nhiên bắt mắt bao gồm 

các thành phần có giá trị cao với các phẩm chất tăng cường sức khỏe bao gồm chất 

chống oxy hóa, tiền chất vitamin, bảo vệ thần kinh và chất tăng cường miễn dịch. 

Những sắc tố này có thể đáp ứng nhu cầu gia tăng đối với tự nhiên màu sắc do lo 

ngại về sức khỏe về tác dụng phụ của chất màu tổng hợp. NTTS sử dụng hàm lượng 

carotenoid cao như carotene và astaxanthin, do tạo thêm sắc tố đỏ có tác dụng 

chống oxy hóa và làm tăng giá trị trên thị trường trong nước và xuất khẩu của chúng 

[32]. 

1.3.2. Một số loại tảo có tiềm năng ứng dụng trong NTTS. 

1.3.2.1. Isochrysis galbana 

 Isochrysis galbana (I. galbana) là loài vi tảo đơn bào có màu nâu vàng, 

kích thước 4 – 6 μm, hình bầu dục có hai roi bằng nhau, chủ yếu sống trong môi 

trường nước mặn, tuy nhiên cũng có một số loài sống trong môi trường nước lợ hay 

nước ngọt. Trong nhiều thập kỷ trở lại đây, loại tảo này đã được sử dụng làm thức 

ăn trong NTTS và thức ăn gia cầm bởi các giá trị dinh dưỡng mà nó mang lại. 

Thành phần dinh dưỡng của I. galbana chứa từ 50 - 56% protein, hàm lượng lipid 

chiếm 12 - 14% và 10- 17% carbohydrate. Đặc biệt, I. galbana rất giàu các acid béo 

không no đa nối đôi omega 3 như EPA và DHA, carotenoid và các hợp chất hoạt 

chất sinh học khác  [33]. 

 

Hình 1.1: Tảo Isochrysis galbana [34] 

Hiện nay, I. galbana đang được ứng 

dụng rộng rãi như một chất bổ sung vào 

thức ăn NTTS do kích thước tế bào nhỏ, 

dễ tiêu hóa, có giá trị dinh dưỡng cao, 

chất chống oxy hóa, kích thích sự phát 

triển của động vật. Theo Oostlander và 

cộng sự, vi tảo là nguồn dinh dưỡng 

chính ở giai đoạn ấu trùng của tôm, cá 

và là nguồn thức ăn ở tất cả các giai 

đoạn của nhuyễn thể hai mảnh vỏ.  

Nó được sử dụng làm nguồn thức ăn duy nhất trong giai đoạn đầu đời của nhím 

biển [35]. Molina Grima và cộng sự đã phát triển nhiều chủng từ chi Isochrysis để 

tạo các axit eicosapentaenoic (EPA) [36].  
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1.3.2.2. Nannochloropsis   

Nannochloropsis oculata (N. oculata) 

là một thành viên của chi 

Nannochloropsis. Đây là một loại tảo 

đơn bào có thể sống được ở cả vùng 

nước ngọt và nước biển. Nó có các tế 

bào hình cầu hoặc hơi hình trứng với 

đường kính 2–5 μm, chỉ chứa diệp lục 

A với sắc tố violaxanthin [37].  

 

Hình 1.2: Tảo Nannochloropsis oculata [38] 

 Thành phần dinh dưỡng của N. oculata chứa 28,7 - 40,4% carbohydrate, 

22,2 - 37,4% protein thô và 15,1 - 21,7% tổng lượng lipid theo trọng lượng khô, 

cũng như các khoáng chất, vitamin và chất chống oxy hóa như carotenoid. 

Chúng chứa hàm lượng axit béo không no đa nối đôi (PUFA), chủ yếu là axit 

eicosapentaenoic (EPA) chiếm 3,2% khối lượng khô, chất chống oxy hóa (0,8% 

ascorbic acid ) và hàm lượng vitamin B12 có thể đáp ứng nhu cầu phát triển của các 

động vật thủy sản ở giai đoạn đầu của quá trình phát triển [38]. 

 N. oculata có thành tế bào rất dày. Loài tảo này đã được xác định là một 

trong những loài triển vọng nhất để sản xuất biodiesel do chúng phù hợp với nuôi 

cấy thâm canh, tốc độ tăng trưởng lý tưởng, khả năng thích nghi với môi trường tốt, 

khả năng chống ô nhiễm, thành phần axit béo lý tưởng, dễ biến đổi gen và khả năng 

mở rộng quy mô [38]. 

2.3.2.3. Spirulina platensis 

 Spirulina (hay Artthrospira) thuộc ngành vi khuẩn lam 

(Cyanobacteriophyta) đa bào, dạng sợi. Chi Spirulina với hai loài quan trọng là 

Spirulina maxima và Spirulina platensis. 

 

Hình 1.3: Tảo Spirulina platensis [39] 

Spirulina platensis (S. platensis) nổi bật 

với hàm lượng dinh dưỡng cao, chiếm 

60-70% protein, 15- 20% cacbohydrate, 

4-7% lipit, 0,76% chlorophyll a, 0,23% 

carotenoit theo trọng lượng sinh khối 

khô. Bên cạnh đó, nó còn cung cấp đáng 

kể các axit béo thiết yếu như axit oleic và 

γ-linolenic, cùng với lượng vitamin B12, 

-carotene, sắt, canxi và phốt pho, đã 

được xác nhận là an toàn cho sức khỏe 

người tiêu dùng. 

Việc thiếu cenlulose trong thành tế bào của S. platensis giúp tiêu hóa loại thực 
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phẩm này dễ dàng hơn so với vi tảo hoặc tảo lớn.  S. platensis từ lâu đã được sử 

dụng làm thực phẩm chức năng cho con người, động vật nuôi trồng thủy sản và sản 

xuất các loại thức ăn cho gia súc, gia cầm, chúng được trồng ở nhiều nước như Mỹ, 

Trung Quốc, Đài Loan, Thái lan, Ấn Độ. Đến nay diện tích nuôi trồng đã mở rộng 

hơn lên tới hàng trăm hecta như ở Sosa Texcoco (Mexico), Hawai (Mỹ), Siam (Thái 

Lan), Hainan (Trung Quốc) [40]. 

1.3.3. Các công nghệ nuôi trồng tảo  

 Theo thống kê của Cục Thủy sản vào năm 2023, Việt Nam có hơn 827 loài 

rong tự nhiên, trong đó có 88 loài có giá trị kinh tế, tổng diện tích nuôi trồng rong, 

tảo biển của nước ta ước đạt 16.000 ha với sản lượng 150 nghìn tấn. Các chuyên gia 

thủy sản nhận định rằng rong và tảo biển có tiềm năng phát triển lớn, đặc biệt là ở 

các khu vực như Quảng Ninh, Hải Phòng, Quảng Ngãi, Phú Yên, Khánh Hòa, Ninh 

Thuận, Bình Thuận, Bà Rịa-Vũng Tàu, Cà Mau và Kiên Giang. Do đó, trong chiến 

lược phát triển ngành thủy sản, Việt Nam đặt mục tiêu đạt sản lượng rong và tảo 

biển khoảng 180 nghìn tấn vào năm 2025 và 500 nghìn tấn vào năm 2030 [41]. 

Công nghệ nuôi vi tảo ở Việt Nam hiện nay đã có bước phát triển vượt bậc 

và đã dần làm chủ được công nghệ nuôi. Các nghiên cứu nuôi tảo I. galbana và N. 

oculata trong các hệ thống nuôi kín dạng tấm đã giúp nâng cao chất lượng sinh khối 

tảo, giảm khả năng lây nhiễm với mật độ tảo N. oculata lên tới 200-500 triệu tế 

bào/mL, với năng suất trung bình đạt 0,9 g/L/ngày. Ngoài ra, một hệ thống kín dạng 

ống với dung tích 20L đã được sử dụng để nuôi sinh khối N. oculata với mật độ tế 

bào cao nhất đạt 197 triệu tế bào/mL [42]. Viện Nghiên cứu hải sản đã thiết kế các 

hệ nuôi kín dạng ống, dạng tấm, dạng bể kính với mật độ tảo N. oculata ổn định từ 

200-250 triệu tế bào/mL [43].  

Cho đến nay, nước ta đã có nhiều cơ sở nuôi trồng S. platensis (tên địa 

phương là tảo xoắn) lớn như Công ty CP Tảo Vĩnh Hảo ở Bình Thuận với năng suất 

15 -17 tấn tảo/năm; Công ty tảo xoắn Đại Việt  có 2 nhà máy nuôi trồng tảo lớn tại 

Lạng Sơn và Thanh Hóa với công suất đạt 66 tấn tảo/ năm. Tuy nhiên, trong quá 

trình nuôi tảo xoắn trên quy mô công nghiệp và bán công nghiệp chỉ có khoảng 60 - 

70% tảo thu hoạch đạt tiêu chuẩn để sử dụng cho người và khoảng 30 - 40% sinh 

khối tảo bị tạp nhiễm khác nhau trong quá trình nuôi [44].  Bên cạnh đó, các hình 

thức nuôi tảo trong các hệ thống hở với ưu điểm chi phí đầu tư thấp, dễ áp dụng với 

trại quy mô nhỏ như bể kính, trụ đứng túi nilon PE trong lồng sắt, túi nilon PE treo 

khung, trụ polycarbonate (PC) và bể raceway hay nghiên cứu sử dụng môi trường 

nuôi rẻ tiền nhưng vẫn đảm bảo chất lượng sinh khối S. platensis nuôi trồng đã 
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được công bố [45]. Vì vậy, các loại tảo này có thể được dùng làm nguồn cung cho 

động vật thủy sản để giảm thiểu lãng phí. 

Sở Khoa học và công nghệ tỉnh Nam Định đã phối hợp với viện Công nghệ 

Môi trường (Viện Hàn lâm KH và CN Việt Nam) thực hiện đề tài khoa học và công 

nghệ cấp tỉnh, thu thập và tuyển chọn được 2 loại chủng tảo là vi tảo 

Nannochoropsis oculata và vi tảo Isochrysis galbana có sự sinh trưởng, phát triển 

tốt trong môi trường nước biển Nam Định để sử dụng cho quy trình sản xuất tảo 

sinh khối làm thức ăn cho ngao giống [43]. 

Phòng công nghệ Tảo - Viện công nghệ sinh học là đơn vị đi đầu trong việc 

xây dựng, triển khai và chuyển giao công nghệ nuôi trồng, chế biến và sử dụng một 

số loài vi tảo kinh tế, giàu dinh dưỡng trên quy mô khác nhau (từ phòng thí nghiệm, 

pilot, quy mô bán công nghiệp, công nghiệp) như Spirulina platensis, 

Haematococus pluvialis, Nannochloropsis occulata, Chlorella sp., Isochrysis 

galbana,... phục vụ cho cuộc sống. Nghiên cứu đặc điểm sinh học của một số loại vi 

tảo quang tự dưỡng và dị dưỡng giàu axit béo được dùng làm thực phẩm bảo vệ sức 

khỏe cho người, cho động vật nuôi, đặc biệt trong nuôi trồng thủy sản (ấu trùng và 

nuôi tôm thương phẩm). 

1.4. Lên men vi sinh vật có lợi trong môi trường chứa tảo 

1.4.1. Lợi thế của tảo  

Bên cạnh các hợp chất giàu dinh dưỡng có trong tảo như đã nói ở trên thì nó 

còn chứa một lượng chất xơ thực phẩm khá cao, chiếm khoảng 25–75% trọng lượng 

khô đối với tảo biển, trong đó có khoảng 50–85% chất xơ hòa tan [46]. 

Gần đây, đã có nhiều nghiên cứu chuyên sâu về sự tồn tại của các probiotic 

khi có mặt prebiotic (chất xơ thực phẩm) để phục vụ cho NTTS. Khi có mặt của 

prebiotic thì vai trò của probiotic có thể được tăng lên rõ ràng trong việc cải thiện 

hệ vi sinh đường ruột, cải thiện các chỉ tiêu huyết học, tăng trưởng, miễn dịch và 

sức đề kháng chống lại vi khuẩn gây bệnh. Prebiotic hoạt động như một cái bẫy đối 

với vi khuẩn gây hại. Nhiều loại vi khuẩn gây hại sử dụng các thụ thể 

oligosaccharide trong ruột để bám vào bề mặt niêm mạc ruột, từ đó gây ra các bệnh 

lý đường ruột. Tuy nhiên, các prebiotic có khả năng mô phỏng các thụ thể này, 

khiến vi khuẩn gây hại liên kết với prebiotic thay vì bám vào niêm mạc ruột, giúp 

bảo vệ niêm mạc và ngăn ngừa các bệnh đường ruột  [47]. 

Prebiotic là chất xơ thực phẩm không tiêu hóa được nhưng có lợi cho vật 

chủ, có khả năng chịu đựng môi trường axit trong dạ dày, thúc đẩy sự phát triển của 

hệ vi khuẩn đường ruột từ đó giúp cải thiện sức khỏe của vật chủ.  β-glucan, inulin, 

arabinoxylan oligosaccharide (AXOS), mannan oligosaccharide (MOS), 
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galactooligosaccharide (GOS), fructooligosaccharides (FOS) và oligosaccharides là 

những prebiotic thường được sử dụng trong NTTS với các tác dụng thúc đẩy hiệu 

suất tăng trưởng, tăng hiệu quả sử dụng thức ăn, tăng cường hệ thống miễn dịch và 

kích thích khả năng kháng bệnh của các loài NTTS [47].  

Các thành phần polysaccharides trong tảo có thể bị phân hủy thành các đoạn 

ngắn (oligosaccharide) nhờ quá trình lên men của vi sinh vật có lợi. Quá trình này 

tạo ra các axit béo chuỗi ngắn và các hợp chất hữu cơ, kích thích sự phát triển của 

các vi khuẩn có lợi như Lactobacillus và Bifidobacteria khi chúng đến ruột kết, hỗ 

trợ sức khỏe của vật chủ  [47].  

 Polysaccharides từ tảo, ví dụ như β-glucan của chủng Chlorella vulgaris và 

sinh khối tảo xoắn đã được công nhận là prebiotic trong chế độ ăn uống. Việc bổ 

sung prebiotic như fructan trong chế độ ăn uống có thể thúc đẩy sự phát triển của 

các vi khuẩn có lợi. Quá trình lên men của vi khuẩn probiotic với sự có mặt của chất 

xơ sẽ tạo ra một nhóm axit béo chuỗi ngắn và trung bình. Những axit này làm giảm 

độ pH trong ruột, từ đó cũng có thể ức chế sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh  

[48]. Tóm lại, các thành phần prebiotic trong vi tảo có tác động tích cực lên hệ vi 

sinh vật của vật chủ.  

Prebiotic chỉ tác động tích cực khi cơ thể đã có sẵn các vi sinh vật hữu ích 

chứ bản thân prebiotic không tự sản sinh ra các vi sinh vật này. Do đó, việc kết hợp 

prebiotic và probiotic để tăng cường chất dinh dưỡng và hoạt động trao đổi chất góp 

phần tăng trọng lượng và hiệu quả sử dụng thức ăn. Sự cải thiện này dễ dàng nhận 

thấy nhất khi động vật thủy sản được nuôi trong điều kiện môi trường không tối ưu 

hoặc có sự hiện diện của các vi sinh vật gây bệnh  [49].  

1.4.2. Kết hợp lên men sinh khối vi khuẩn trong môi trường tảo 

Thời gian gần đây, đã có nhiều nghiên cứu về việc kết hợp vi khuẩn 

probiotic và vi tảo cả trong môi trường thực tế (như trong nuôi trồng thủy sản) và 

trong phòng thí nghiệm. Sự kết hợp này tạo ra hiệu ứng hiệp đồng, giúp tăng tốc độ 

phát triển của cả probiotic và tảo, đồng thời kích thích sản xuất ra các axit béo chuỗi 

ngắn và các hợp chất hữu cơ. Người ta thấy vi tảo I. galbana có thể phát triển nhanh 

hơn khi được nuôi cấy cùng với các vi sinh vật probiotic khác  [50]. 

Trong NTTS, việc bổ sung vi tảo cùng với probiotic đã chứng tỏ có thể cải 

thiện chức năng ruột và tăng sản lượng sản xuất, như trong các thí nghiệm với cá, 

trai và tôm. Cũng đã có nghiên cứu cho thấy, việc kết hợp Chlorella sorokiniana 

với Lactobacillus plantarum và Bifidobacterium longum có thể kéo dài thời gian 

sống của các probiotic này trong sản phẩm thực phẩm bảo quản lạnh (ở 4°C) và 

tăng cường khả năng chống virut của chúng đối với rotavirus [51]. 
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Đã có bằng chứng cho thấy Spirulina platensis thúc đẩy sự phát triển của các 

vi khuẩn có lợi Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus 

thermophilus và Bifidobacteria trong đường tiêu hóa. Đồng thời, vi tảo còn ức chế 

sự phát triển của các vi khuẩn gây bệnh như Proteus vulgaris hay Klebsiella 

pneumoniae [52]. Nghiên cứu của Abuzer và cộng sự vào năm 2019 đã chứng minh, 

tảo Spirulina platensis có tác dụng như một chất kích thích sinh trưởng khi bổ sung 

vào môi trường lên men của Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii 

spp., Lactobacillus acidophilus và Bifidobacterium lactis làm tăng sinh trưởng và tỷ 

lệ sống cho các chủng probiotic này, do tảo chứa nhiều hợp chất dinh dưỡng (như 

protein, axit amin tự do, và peptide), khoáng chất, vitamin B, EPS, adenine, 

hypoxanthine và tất cả các chất dinh dưỡng hữu cơ và vô cơ [53]. Ngoài ra, vi 

khuẩn lam S. platensis được coi là chất mang protein và chất xơ đóng vai trò quan 

trọng trong việc duy trì độ ổn định của sản phẩm lên men tạo thành. Một số nghiên 

cứu khác về quá trình lên men vi khuẩn lactic với môi trường chứa vi tảo đã cho 

thấy, vi khuẩn lactic có thể thủy phân các polyme thành tế bào của vi tảo thành các 

hợp chất đơn giản hơn thông qua các hoạt động trao đổi chất của chúng, tạo ra các 

phân tử có đặc tính dinh dưỡng cao hơn [54]. Hơn nữa, sinh khối tươi của tảo S. 

platensis được sinh trưởng trong môi trường chứa Lactobacillus plantarum đã giúp 

tăng hàm lượng các hợp chất phenolic, C-phycocyanin và methionine tự do, cũng 

như cải thiện khả năng thu gom gốc oxy hóa tự do và khả năng phân hủy protein 

giải phóng các đơn phân peptide tốt hơn so với mẫu không có mặt vi khuẩn [55]. 

Nghiên cứu của Pereira và cộng sự cũng cho thấy, S. platensis là cơ chất phù hợp 

cho tăng trưởng của vi khuẩn Lactobacillus plantarum, sản phẩm sau lên men đã 

cho thấy hoạt tính chống oxy hóa và hàm lượng phenolic tăng rõ rệt, cũng như hàm 

lượng acid lactic tăng hơn so với mẫu đối chứng dẫn đến độ pH trong môi trường 

giảm, từ đó giúp ngăn ngừa sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh, sản phẩm sau lên 

men cho hàm lượng nitơ trong sinh khối vi tảo tăng lên, nên sự phân hủy và khả 

dụng sinh học của protein cao hơn và giảm hàm lượng chất béo so với đối chứng 

không lên men [56]. Vì vậy tảo S. platensis có thể được đưa vào các công thức sản 

xuất chế phẩm sinh học mới để thúc đẩy sự ổn định của thành phần vi sinh vật trong 

sản phẩm tạo thành. Chlorella pyrenoidosa và Chlorella ellipsoidea cũng có khả 

năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh Listeria monocytogenes và nấm 

Candida albicans nhờ chứa polysaccharides [57].  

Trong một nghiên cứu khác, Kaga và cộng sự đã sử dụng 10 loài vi tảo và vi 

khuẩn lam (Notophryxus lobatus, Nostoc commune, Nostoc flagelliforme, Nostoc 

verrucosum, Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta, Chlorogonium spp., 
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Pennisetum purpureum, Pleurochrysis carterae, và Euglena spp.) để thử nghiệm 

trong quá trình lên men của Lactococcus lactis spp. và Lactiplantibacillus 

plantarum. Kết quả thu được chỉ ra, không phải tất cả các loài vi tảo hay vi khuẩn 

lam đều có thể hỗ trợ quá trình lên men của vi khuẩn lactic, chỉ có dịch chiết của N. 

commune và Euglena spp. cho hiệu quả tốt trong việc tăng hoạt tính thu hồi chất 

oxy hóa tự do và hoạt động anti-glycation của vi khuẩn [58]. Do vậy, việc lựa chọn 

loại tảo thích hợp làm nguồn cung cấp dinh dưỡng cho vi sinh vật có lợi, đồng thời 

khai thác các hoạt chất sinh học của chúng là hướng đi phù hợp và có tính khả thi 

cao.  
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

2.1.1. Chủng giống 

Bốn chủng vi khuẩn có lợi ký hiệu: P1, P2, P3, P4 thuộc bộ chủng giống vi 

khuẩn có lợi phân lập từ ruột tôm, chủng Lactobacillus acidophilus LB và chủng vi 

khuẩn gây bệnh Vibrio parahaemolyticus được lưu giữ trong bộ chủng giống của 

phòng CNSH tái tạo môi trường – Viện Công nghệ sinh học. 

Sinh khối các loại tảo khô gồm: Nannochoropsis oculata, Isochrysis 

galbana, Spirulina platensis sử dụng trong các thí nghiệm do phòng Công nghệ tảo 

- Viện Công nghệ sinh học cung cấp. 

2.1.2. Hóa chất 

 Một số hóa chất sử dụng trong thí nghiệm: Cao thịt (Trung Quốc), Cao men 

(Trung Quốc), Pepton (Trung Quốc), NaCl (Trung Quốc), KH2PO4 (Trung Quốc), 

K2HPO4 (Trung Quốc),... và một số hóa chất khác. 

2.1.3. Môi trường và dung môi 

Môi trường MPA (Meat Pepton Agar) (g/L): Cao thịt (5); pepton (10); NaCl 

(5); pH~7 

Môi trường MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) (g/L): Glucose (20); Cao thịt 

(10); Cao nấm men (5); Pepton (10); K2HPO4 (2); MgSO4. 7H2O (0,5); CH3COONa 

(5); Triamoniumcitrat (2); MnSO2. 4H2O (0,2); Tween80 (1mL);  pH ~7. 

Môi trường cơ bản: K2HPO4 (2), NH4Cl (2), MgSO4 (0,2), Tween80 (100μl); 

Môi trường thử hoạt tính enzym amylase : Tinh bột (1%), Agar (2%) 

Môi trường thử hoạt tính enzym protease: Casein (0,1%), Agar (2%) 

Môi trường thử hoạt tính enzym cellulase: CMC (1%), Agar (2%) 

Dung dịch đệm PBS (Phosphate Buffered Saline) (g/L): KH2PO4 (9,3); 

K2HPO4 (6,3); pH~7 

2.1.4. Trang thiết bị, dụng cụ 

Các thiết bị, dụng cụ được sử dụng trong thí nghiệm: Cân kỹ thuật (Ohaus, 

Mỹ), máy ly tâm lạnh (Thermo Fisher, Mỹ), máy lắc (Trung Quốc), lò vi sóng 

(Rolex, Trung Quốc), tủ cấy vô trùng (Biosharp, Trung Quốc), pipet các loại 

(Effendoft, Mỹ) và một số vật tư tiêu hao khác như đĩa Petri, bình tam giác, ống 

Falcon, ống Effendoft... 
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Sàng lọc các chủng vi khuẩn có khả năng sinh enzym ngoại bào, kháng vi 

khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus. 

Từ bộ sưu tập chủng giống của phòng Công nghệ sinh học tái tạo môi 

trường, tiến hành hoạt hóa các chủng vi khuẩn có lợi trên đĩa môi trường thạch, 

quan sát đặc điểm hình thái. Sau 24 - 48 giờ nuôi các chủng vi khuẩn nghiên cứu 

trong môi trường dịch MPA đặc trưng cho từng nhóm vi khuẩn, tiến hành đánh giá 

hoạt tính sinh enzym ngoại bào và kháng vi khuẩn V. Parahaemolyticus theo 

phương pháp mô tả ở mục 2.2.3, 2.3.4. 

* Định danh vi khuẩn nghiên cứu theo phương pháp sinh học phân tử   

Các chủng vi khuẩn lựa chọn được nuôi cấy qua đêm trong môi trường MPA 

lỏng trước khi tiến hành tách ADN. ADN tổng số được tách chiết theo hướng dẫn 

của bộ Kit Thermo Fisher (Mỹ). Gen 16S rRNA của vi khuẩn được khuếch đại bằng 

cặp mồi 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') và 1492R (5'-

TACGGTTACCTTGTTACGACT-3'), với chu trình nhiệt cho phản ứng PCR: biến 

tính 95℃ trong 5 phút; 30 chu kì nhiệt với mỗi chu kì là 95℃ trong 1 phút, 55℃ 

trong 1 phút và 72℃ trong 1 phút; cuối cùng là 72℃ trong 10 phút.  Sản phẩm thu 

được sau quá trình PCR được kiểm tra bằng việc điện di trên gel agarose 1%, điện 

áp 100V trong 30 phút. Sau đó gửi đến Apical Scientific (Singapore) để tiến hành 

giải trình tự. Trình tự gen 16S rRNA của các chủng vi khuẩn được phân tích và so 

sánh với các chủng tương đồng trên cơ sở dữ liệu ngân hàng dữ liệu gen của NCBI 

bằng công cụ BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Cây phát sinh 

chủng loại được xây dựng dựa trên mức độ tương đồng của các trình tự nucleotide 

giữa các loài bằng phần mềm MEGA 6.0 (The Molecular Evolution Genetics 

Analysis), thiết lập trên cơ sở khoảng cách di truyền theo Kimura, sử dụng thuật 

toán Neighbor-Joining với hệ số bootstrap 1000 lần lặp lại [59].  

2.2.2. Sàng lọc loài tảo khô làm môi trường lên men vi khuẩn có lợi 

Sinh khối các loại tảo có nguồn gốc Việt Nam như Spirulina platensis (S. 

platensis), Nannochoropsis oculata (N. oculata), Isochrysis galbana (I. galbana) 

sau khi thu hoạch được sấy khô và nghiền thành bột, hòa riêng rẽ từng loại bột tảo 

trong dung dịch đệm PBS với các nồng độ bột tảo khác nhau: 1%, 2%, 3%, 3,5% 

(w/v) sử dụng làm môi trường nuôi các chủng vi khuẩn đã sàng lọc. Bổ sung dịch 

nuôi các chủng vi khuẩn nghiên cứu với tỷ lệ 1%, nuôi lắc 100 vòng/phút ở 35 oC. 

Lấy mẫu theo ngày trong 3 ngày liên tiếp.  Đánh giá khả năng sinh trưởng của vi 

khuẩn nghiên cứu trong các môi trường chứa tảo khô và môi trường MPA (để so 
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sánh) bằng cách trang mẫu trên đĩa thạch và sử dụng phương pháp đếm khuẩn lạc 

theo phương pháp nêu ở mục 2.2.8. Hoạt tính sinh enzym ngoại bào và hoạt tính 

kháng khuẩn của vi khuẩn nghiên cứu cũng được kiểm tra theo phương pháp mô tả 

ở mục 2.2.3, 2.3.4. 

Chủng Lactobacillus acidophilus LB cũng được tiến hành đánh giá ảnh 

hưởng của loại tảo và nồng độ tảo bổ sung đến sinh trưởng và hàm lượng axit lactic 

tạo thành, bằng cách nuôi cấy chủng vi khuẩn trong môi trường đệm PBS có bổ 

sung 3%, 3,5%, 4%, 5% (w/v) sinh khối các loại tảo khô. Lấy mẫu theo ngày trong 

5 ngày liên tiếp và kiểm tra mật độ vi khuẩn theo phương pháp nêu ở mục 2.2.9 và 

kiểm tra hàm lương axit lactic theo phương pháp ở mục 2.2.5. 

2.2.3. Đánh giá hoạt tính enzym ngoại bào. 

Khả năng sinh enzym ngoại bào của các chủng vi khuẩn thử nghiệm được 

xác định thông qua phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch [59]. Chuẩn bị đĩa môi 

trường thạch (1% agar) có bổ sung cơ chất tinh bột (1%), casein (0,1%) và 

carboxymethyl cellulose (CMC) (1%) tương ứng cho enzym amylase, protease, 

cellulase. Lấy 1 mL dịch vi khuẩn nuôi đến mật độ 107 CFU/mL vào các ống 

Effendoft, ly tâm 9000 vòng/phút trong 2 phút, sau đó đục lỗ thạch rồi bổ sung 

riêng biệt vào từng lỗ thạch các dung dịch như sau: 100µL dịch vi khuẩn, 100 µL 

dịch môi trường dùng để nuôi vi khuẩn  (đối chứng âm).  Các đĩa được nuôi tĩnh 

trong tủ nuôi qua đêm ở 35oC sau đó nhuộm màu với thuốc thử Lugol 1% để xác 

định khả năng sinh enzym ngoại bào thông qua đường kính vòng phân giải.  

Kích thước vòng phân giải (mm) = D - d 

(D là đường kính vòng thủy phân; d: đường kính lỗ thạch). 

2.2.4. Đánh giá khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus. 

Hoạt tính kháng khuẩn được xác định bằng phương pháp khuếch tán trong 

môi trường thạch [59]. Chủng nghiên cứu được nuôi ở 35oC trong 24 giờ, ly tâm 

loại tế bào và thu dịch nuôi cấy. Chủng vi khuẩn gây bệnh V. parahaemolitycus 

cũng được nuôi ở 35oC trong 24 giờ. Chuẩn bị đĩa thạch môi trường MPA có chứa 

chủng gây bệnh bằng cách trang 100 µL dịch vi khuẩn V. parahaemolyticus mật độ 

105 lên bề mặt môi trường sau đó đục lỗ thạch. Nhỏ 100 µL dịch ly tâm của chủng 

nghiên cứu vào các lỗ thạch đó. Sau 24h nuôi tĩnh ở 35oC, quan sát sự tạo thành của 

vòng kháng khuẩn. Nếu trên mặt thạch xuất hiện vòng kháng khuẩn hoặc nhận thấy 

sự sinh trưởng cạnh tranh của các chủng vi khuẩn có lợi thử nghiệm, chứng tỏ 

chúng có hoạt tính kháng khuẩn hoặc cạnh tranh sinh trưởng với chủng vi khuẩn 

gây bệnh V.  parahaemolyticus.  
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Kích thước vòng kháng khuẩn (mm) =  D - d 

(D là đường kính vòng kháng khuẩn; d: đường kính lỗ thạch). 

2.3.5. Xác định hàm lượng axit lactic trong môi trường  

Thu mẫu dịch sinh khối vi khuẩn, ly tâm ở 9000 vòng/phút trong 2 phút loại 

cặn và sử dụng dịch thu được để kiểm tra hàm lượng axit lactic sinh ra. Cụ thể, 

dung dịch NaOH 0,1 N được sử dụng để chuẩn độ dịch khuẩn sau ly tâm. Bổ sung 

phenolphthalein làm chất chỉ thị màu trong quá trình chuẩn độ. Dựa vào lượng 

NaOH sử dụng để xác định hàm lượng axit lactic, với quy ước, 1 mL NaOH (0,1N) 

sử dụng tương đương với 9,008 mg axit lactic [60]. 

- Ảnh hưởng của nguồn cacbon: Sử dụng lần lượt các nguồn cacbon khác 

nhau như fructose, saccharose, glucose và mật rỉ đường với nồng độ 2 g/L để bổ 

sung vào môi trường chứa sinh khối tảo khô. Bổ sung dịch nuôi sinh khối vi khuẩn 

vào các môi trường đã chuẩn bị. Sau 4 ngày nuôi cấy, tiến hành đánh giá khả năng 

sinh axit lactic của vi khuẩn nghiên cứu. 

2.3.6. Đánh giá khả năng tồn tại của vi khuẩn tuyển chọn trong một số điều kiện 

cực trị  [61] 

- Khảo sát khả năng chịu mặn 

Các chủng vi khuẩn nghiên cứu được nuôi trong môi trường MPA/MRS hoặc 

môi trường chứa sinh khối tảo có bổ sung NaCl với nồng độ khác nhau (0; 1,5; 2; 3; 

4%) ở 35 oC. Sau 2 ngày nuôi cấy, so sánh khả năng sinh trưởng của chúng khi tồn 

tại trong môi trường MPA và môi trường chứa sinh khối tảo trong các độ mặn khác 

nhau này. 

- Khảo sát khả năng chịu sốc nhiệt 

Các chủng vi khuẩn nghiên cứu được nuôi trong môi trường MPA/MRS hoặc 

môi trường chứa sinh khối tảo đến mật độ vi khuẩn đạt 108 CFU/mL. Sau đó, dịch 

nuôi vi khuẩn này được chuyển sang ống Eppendorf và đặt trong bể nước ở các 

nhiệt độ 40, 45 và 50 oC trong 15 phút, ngay sau đó được đưa vào bể chứa đá để sốc 

nhiệt trong 5 phút rồi tiến hành xác định mật độ tế bào sống sót của vi khuẩn lựa 

chọn.  

- Khảo sát khả năng chịu pH axit 

Các chủng vi khuẩn có lợi lựa chọn được nuôi trong môi trường MPA/MRS 

hoặc môi trường chứa sinh khối tảo đến mật độ vi khuẩn đạt 108 CFU/mL. Sau đó, 

dịch nuôi vi khuẩn này được chuyển sang ống Eppendorf và ly tâm 9000 vòng/phút 

trong 2 phút để loại bỏ phần dịch nổi phía trên. Phần sinh khối còn lại được đồng 
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nhất cùng dịch môi trường MPA hoặc môi trường chứa sinh khối tảo ở các pH khác 

nhau: 1, 2 và 3 bằng cách chuẩn độ với HCL 1N. Phần dịch này được nuôi ở 35 oC 

trong các khoảng thời gian 1, 2 và 3 giờ. Sau đó, các mẫu này được ly tâm ở 9000 

vòng/phút trong 2 phút, loại dịch, thu sinh khối. Sinh khối này được hòa tan lại 

trong dung dịch đệm photphat (pH 7) sau đó pha loãng để xác định mật độ vi khuẩn. 

2.2.7. Phương pháp xác định chỉ số prebiotic 

Chỉ số prebiotic (Prebiotic index – Ipreb) được xác định dựa trên mô tả bởi 

Palframan và cộng sự [46]. Trong đó, dịch vi khuẩn probiotic nuôi qua đêm trong 

môi trường MPA được ly tâm để thu sinh khối. Sinh khối từng chủng vi khuẩn được 

rửa và hòa tan lại bằng nước cất khử trùng trước khi được chuyển riêng rẽ vào môi 

trường MT1 (môi trường cơ bản + glucose 1%) và MT2 (môi trường cơ bản + S. 

platensis 1%) với tỷ lệ 10% và nuôi lắc ở 35 °C. Khả năng sinh trưởng của vi khuẩn 

sau 24 giờ nuôi được đánh giá bằng phương pháp xác định mật độ tế bào ở mục 

2.3.9. 

Chỉ số prebiotic được tính toán theo công thức: 

𝐼𝑝𝑟𝑒𝑏 =
𝐺𝑖á 𝑡𝑟ị 𝑚ậ𝑡 độ

𝐶𝐹𝑈
𝑚𝑙

𝑐ủ𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐 𝑡𝑟𝑜𝑛𝑔 𝑀𝑇2 

𝐺𝑖á 𝑡𝑟ị 𝑚ậ𝑡 độ
𝐶𝐹𝑈
𝑚𝑙

𝑐ủ𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐 𝑡𝑟𝑜𝑛𝑔 𝑀𝑇1
 

Chỉ số hoạt động của prebiotic (Prebiotic activity score – Apreb) được xác 

định theo phương pháp được đề cập bởi Huebner và cộng sự  [62]. Trong phương 

pháp này, bên cạnh vi khuẩn probiotic, vi khuẩn gây bệnh V.parahaemolyticus cũng 

được nuôi trên môi trường MT1 và MT2. Giá trị mật độ vi khuẩn probiotic và 

V.parahaemolyticus tại thời điểm 0 và sau 24 giờ nuôi cấy được xác định theo 

phương pháp tại mục 2.2.9 và sử dụng để tính toán giá trị Apreb bằng phương trình: 

𝐴𝑝𝑟𝑒𝑏 =
(𝐿𝑜𝑔𝑃24 − 𝐿𝑜𝑔𝑃0 )𝑀𝑇2

(𝐿𝑜𝑔𝑃24 − 𝐿𝑜𝑔𝑃0 )𝑀𝑇1

−
(𝐿𝑜𝑔𝑉. 𝑝24 − 𝐿𝑜𝑔𝑉0 )𝑀𝑇2

(𝐿𝑜𝑔𝑉. 𝑝24 − 𝐿𝑜𝑔𝑉0 )𝑀𝑇1

 

Trong đó: LogP là giá trị logarit CFU/mL của vi khuẩn probiotic tại 0 giờ 

(P0) và sau 24 giờ (P24) trên môi trường MT1 hoặc MT2. Tương tự, LogV là giá trị 

logarit CFU/mL của vi khuẩn V. parahaemolyticus tại 0 giờ (V0) và sau 24 giờ (V24) 

trên môi trường MT1 hoặc MT2. 

2.2.8. Phân tích sắc ký khí (GC) 

Chuẩn bị ba mẫu gồm: dịch sinh khối L. acidophilus LB nuôi cấy trong môi 

trường MRS, sinh khối tảo S. platensis và sinh khối L. acidophilus LB nuôi trong 

môi trường S. platensis. Tiến hành gửi mẫu phân tích các thành phần axit béo của 

ba mẫu này tại phòng thử nghiệm (Cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng), sử dụng 
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máy sắc ký khí 7890A từ Agilent, mẫu được tiêm vào các cột mao quản SBP-2331 

(Sigma-Aldrich) và sử dụng heli làm khí mang (vận tốc tuyến tính 36,26 cm/s) [60].  

2.2.9. Phương pháp xác định mật độ vi khuẩn 

Pha loãng mẫu đến các nồng độ khác nhau 10-1, 10-2,10-3,... Hút 100 μL dịch 

vi khuẩn pha loãng và nhỏ lên đĩa petri chứa môi trường thạch, trang đều để dung 

dịch trải hết khắp mặt thạch và nuôi ở 35 °C trong 24 giờ. Sau đó, mật độ được xác 

định qua phương pháp đếm khuẩn lạc thông thường 

Mật độ vi khuẩn (Log CFU/mL) = 𝐿𝑜𝑔10
𝑆ố 𝑘ℎ𝑢ẩ𝑛 𝑙ạ𝑐 

𝐻ệ 𝑠ố 𝑝ℎ𝑎 𝑙𝑜ã𝑛𝑔 𝑋 𝑡ℎể 𝑡í𝑐ℎ 𝑚ẫ𝑢 ℎú𝑡 (𝑚𝐿)
 

2.2.10. Phương pháp xử lý số liệu 

Sử dụng phương pháp xử lý thống kê sinh học bằng phần mềm Microsoft 

Excel 2016: tính toán kết quả trung bình của các kết quả thí nghiệm. Mỗi thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần và lấy sai số.  
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Sàng lọc các chủng vi khuẩn có khả năng sinh các enzym ngoại bào, kháng 

vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh đường ruột trên tôm thẻ chân trắng. 

3.1.1. Quan sát đặc điểm hình thái 

Bộ chủng giống vi khuẩn có lợi của phòng Công nghệ sinh học tái tạo môi 

trường được phân lập từ các mẫu ruột tôm, có khả năng sinh các enzym ngoại bào 

và kháng khuẩn, đặc biệt hữu ích trong phát triển sản phẩm probiotic và ứng dụng 

cho nuôi trồng thủy sản. Trong đó có 4 chủng vi khuẩn ký hiệu P1, P2, P3 và P4 có 

đặc điểm hình thái khuẩn lạc hoàn toàn khác nhau nên nhận định ban đầu chúng là 

những chủng khác nhau và được tiến hành đánh giá lại khả năng sinh enzym ngoại 

bào và ức chế vi khuẩn gây bệnh của chúng (Bảng 3.1). 

Bảng 3.1: Đặc điểm hình thái các chủng vi khuẩn nghiên cứu. 

Chủng Hình thái khuẩn lạc        Đặc điểm hình thái 

P1 

 

Khuẩn lạc hình cầu, viền dày, mép răng 

cưa, màu trắng đục, đường kính 2-3 mm. 

P2 

 

Khuẩn lạc dẹt, không nhân, viền mép tua 

rua, màu trắng đục, đường kính 4-5 mm. 

P3 

 

Khuẩn lạc có nhân, viền mỏng, bóng, 

nhớt, màu trắng ngà, đường kính 4 mm. 
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P4 

 

Khuẩn lạc dẹt, không nhân, hơi lõm giữa, 

nhớt, màu trắng ngà, đường kính 3 mm. 

3.1.2. Đánh giá hoạt tính sinh enzym ngoại bào và ức chế vi khuẩn gây bệnh V. 

parahaemolyticus của các chủng vi khuẩn nghiên cứu. 

Bốn chủng vi khuẩn P1, P2, P3 và P4 được nuôi trong dịch môi trường MPA 

ở 35 oC. Sau 24 giờ nuôi cấy, phần dịch nổi thu được sau ly tâm được bổ sung vào 

các đĩa thạch chứa các cơ chất như tinh bột, casein, CMC hoặc đĩa trang dịch vi 

khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus, quan sát các vòng phân giải tạo thành. 

Bảng 3.2: Hoạt tính sinh enzym ngoại bào và ức chế vi khuẩn V. parahaemolyticus 

của các chủng nghiên cứu 

Chủng giống 

Đường kính vòng phân giải cơ chất 

(D-d, mm) 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Amylase Protease Cellulase 

P1 8 ± 1,0 16 ± 1,0 17 ± 1,0 7 ± 1,0 

P2 11 ± 1,0 18 ± 1,0 14 ± 1,0 9 ± 1,0 

P3 - 13 ± 0,8 12 ± 1,0 - 

P4 9 ± 1,0 20 ± 1,0 18 ± 1,0 9 ± 1,0 

 

Kết quả nhận được từ Bảng 3.2 cho thấy, 4 chủng vi khuẩn nghiên cứu đều 

thể hiện được hoạt tính sinh enzym ngoại bào hoặc ức chế vi khuẩn V. 

parahaemolyticus. Trong đó, chủng P3 có hoạt tính sinh học yếu nhất, còn các 

chủng P1, P2 và P4 có hoạt tính sinh enzym ngoại bào và kháng V. 

parahaemolyticus tốt hơn. Đường kính vòng phân giải tinh bột của chủng P2 đạt 

kích thước rộng nhất là 11 mm. Các chủng P1, P2 và P4 có hoạt tính sinh enzym 

protease và cellulase xấp xỉ nhau, nằm trong khoảng từ 18 – 20 mm. Riêng chủng 

P3 không có khả năng phân giải tinh bột, hoạt tính phân giải casein (protein) và 

CMC (cellulase) cũng thấp hơn 3 chủng còn lại (12 - 13 mm). Khi tiến hành đánh 

giá khả năng ức chế vi khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus, 3 trong số 4 chủng 

nghiên cứu có khả năng kháng lại chủng vi khuẩn gây bệnh này, với đường kính 

vòng kháng khuẩn của chủng P1, P2, P4 lần lượt là 7, 9 và 9 mm. Chủng P3 không 
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thể hiện khả năng ức chế V. parahaemolyticus.  

 

Hình 3.1: Vòng hoạt tính của các chủng vi khuẩn nghiên cứu  

(a) Amylase; (b) Protease; (c) Cellulase; (d) vòng kháng V. parahaemolyticus 

3.2. Đánh giá khả năng sinh trưởng của các chủng vi khuẩn nghiên cứu trong 

môi trường chứa tảo. 

3.2.1. Ảnh hưởng của loại tảo và nồng độ tảo đến khả năng sinh trưởng của vi 

khuẩn nghiên cứu. 

Hiện nay, trong nuôi thủy sản, vi khuẩn có lợi được sử dụng phổ biến để bổ 

sung vào chế độ ăn giúp vật nuôi chống lại các bệnh liên quan đến rối loạn tiêu hóa, 

đường ruột bởi khả năng sinh ra các enzym và hợp chất kháng khuẩn tốt  [63]. Nhu 

cầu sử dụng sinh khối của nhóm vi khuẩn này ngày càng tăng để góp phần giảm 

thiểu lượng kháng sinh tổng hợp sử dụng mà vẫn giúp ngăn ngừa sự lây lan của vi 

khuẩn gây bệnh. Tuy nhiên, chất lượng và chi phí trong sản xuất probiotic phụ 

thuộc rất nhiều vào chủng giống vi sinh vật, điều kiện nuôi và thành phần môi 

trường lên men. Vì vậy, việc nghiên cứu lựa chọn được một loại cơ chất phù hợp 

thay thế cho các thành phần dinh dưỡng phức tạp vẫn thường được sử dụng trong 

môi trường lên men, mà vẫn giúp kích thích sinh hoạt chất sinh học cũng như làm 

tăng mật độ của vi sinh vật có lợi trong quá trình sản xuất probiotic là điều cần thiết. 

Trong nghiên cứu này, sinh khối của các loại tảo gồm: Spirulina platensis, 

Nannochloropsis oculata, Isochrysis galbana (ký hiệu trong các hình vẽ tương ứng 

là Spi, Nano, Iso) sau khi thu hoạch được sấy khô và nghiền thành bột để sử dụng 

làm nguồn dinh dưỡng chính trong cho sinh trưởng của các chủng vi khuẩn có lợi. 

Các nồng độ khác nhau của từng loại tảo (1, 2, 3 và 3,5% (w/v)) được hòa riêng rẽ 

trong dung dịch đệm PBS để làm môi trường nhân nuôi vi khuẩn. Thông qua kết 

quả đánh giá sinh trưởng sẽ sàng lọc được loại tảo và hàm lượng phù hợp cho sinh 

trưởng của vi khuẩn nghiên cứu. 

 Sinh trưởng của chủng P1 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

Kết quả thu được từ Hình 3.2 cho thấy, sinh trưởng của chủng P1 khi được 

nuôi cấy trong môi trường chứa tảo đạt mật độ tương đương so với môi trường 
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MPA. Vi khuẩn có mật độ cao nhất sau 2 ngày nuôi cấy, đạt trên 108 CFU/mL ở các 

môi trường chứa tảo thử nghiệm. Cụ thể, môi trường chứa 1% tảo N. oculata hoặc  

I. galbana đạt mật độ vi khuẩn lần lượt là 8,57 và 8,43 Log CFU/mL, cao hơn so 

với môi trường chứa S. platensis. Tuy nhiên, khi tăng nồng độ tảo bổ sung từ 1 đến 

3,5% không làm thay đổi đáng kể số lượng vi khuẩn trong môi trường.  

 

Hình 3.2: Mật độ vi khuẩn của chủng P1 sinh trưởng trong các môi trường tảo  

 Sinh trưởng của chủng P2 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

Môi trường tảo N. oculata và S. platensis có ảnh hưởng tích cực đến sinh 

trưởng của chủng P2 với mật độ vi khuẩn đạt lần lượt là 8,29 và 8,5 Log CFU/mL ở 

ngày thứ 2, cao hơn so với khi được sinh trưởng trong môi trường MPA. Nghiên 

cứu cũng cho thấy I. galbana không phải là môi trường thích hợp để nuôi cấy chủng 

P2, giá trị mật độ vi khuẩn thu được chỉ đạt 7,4 Log CFU/mL (Hình 3.3). 
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Hình 3.3: Mật độ vi khuẩn của chủng P2 sinh trưởng trong các môi trường tảo 

 Sinh trưởng của chủng P3 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

 

Hình 3.4: Mật độ vi khuẩn của chủng P3 sinh trưởng trong các môi trường tảo 

Hình 3.4 cho thấy, 3 loại sinh khối tảo nghiên cứu không phải là nguồn dinh 

dưỡng phù hợp sử dụng làm môi trường để nhân nuôi chủng P3, vì khả năng sinh 

trưởng của chúng trong môi trường chứa tảo này luôn thấp hơn so với khi sinh 

trưởng trong môi trường MPA. Cụ thể, mật độ vi khuẩn thu được sau 2 ngày lên 

men đạt cao nhất ở môi trường tảo I. galbana đạt 6,9 Log CFU/mL trong khi ở môi 

trường MPA tại cùng thời điểm đạt 8,07 Log CFU/mL. Điều này chứng tỏ, không 

phải tảo là môi trường phù hợp cho tất cả các chủng vi khuẩn sinh trưởng. Nghiên 

cứu của Kaga và cộng sự cũng chỉ ra điều này [58]. 
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 Sinh trưởng của chủng P4 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

Số liệu trong Hình 3.5 cho thấy, kết quả sinh trưởng của chủng P4 môi 

trường chứa tảo tương tự với chủng P2. Mật độ vi khuẩn tăng dần theo thời gian 

nuôi cấy và đạt cao nhất ở ngày thứ 2 khi được nuôi trong môi trường chứa 1% 

(w/v) tảo I. galbana hay S. platensis với giá trị mật độ là 10,15 và 10,41 Log 

CFU/mL  cao hơn so với môi trường MPA. Khi thay thế 2 loại tảo này bằng N. 

oculata thì mật độ vi khuẩn thu được giảm xuống 8,86 Log CFU/mL ở ngày nuôi 

cấy thứ 2.  

 

Hình 3.5: Mật độ vi khuẩn của chủng P4 sinh trưởng trong các môi trường tảo 

Nhiều nghiên cứu cho thấy, trong sinh khối tảo khô có chứa nhiều thành 

phần dinh dưỡng như protein , axit amin tự do, các vitamin và khoáng chất cũng 

như thành phần prebiotic có tác dụng kích thích sinh trưởng cho  vi khuẩn probiotic  

[64]. Trong nghiên cứu của chúng tôi kết quả thí nghiệm cũng chỉ ra rằng việc sử 

dụng sinh khối tảo khô 1% (w/v) thay thế cho môi trường MPA không làm ảnh 

hưởng đến sinh trưởng của các chủng vi khuẩn có lợi thử nghiệm. Đồng thời việc 

tăng nồng độ tảo sử dụng không làm thay đổi đáng kể số lượng vi khuẩn thu được 

trong dịch nuôi. Bên cạnh đó, mỗi chủng vi khuẩn lại sinh trưởng tốt trong các môi 

trường tảo khác nhau. Vì vậy, các môi trường tảo 1% sẽ tiếp tục được thử nghiệm 

để đánh giá ảnh hưởng của chúng đến hoạt tính probiotic của vi khuẩn, từ đó có thể 

lựa chọn được loại tảo phù hợp sử dụng trong nhân nuôi các chủng vi khuẩn, có tác 

dụng kích thích sinh trưởng và hoạt tính có lợi của vi khuẩn.  
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3.2.2. Ảnh hưởng của môi trường chứa tảo đến hoạt tính sinh enzym ngoại bào 

và ức chế vi khuẩn V. parahaemolyticus của các chủng vi khuẩn nghiên cứu  

 Bên cạnh khả năng sinh trưởng, trong nghiên cứu này, hoạt tính sinh enzym 

ngoại bào (amylase, protease, cellulase) và khả năng kháng V. parahaemolyticus 

của các chủng vi khuẩn có lợi khi được nuôi cấy riêng rẽ trong ba môi trường 1% 

sinh khối tảo I. galbana, S. platensis hay N. oculata đã được đánh giá.  

 Hoạt tính sinh học của chủng P1 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

Bảng 3.3: Hoạt tính sinh học của chủng P1 trong các môi trường 

Môi trường 

 

Đường kính vòng hoạt tính (D-d, mm) 

Amylase Protease Cellulase Kháng khuẩn 

MPA 8 ± 1,0 16 ± 1,0 17 ± 1,0 7 ± 1,0 

I. galbana + PBS 7 ± 1,0 19 ± 1,0 19 ± 1,0 7 ± 1,0 

N. oculata + PBS 13 ± 1,0 12 ± 1,0 20 ± 1,0 - 

S. platensis+ PBS 9 ± 1,0 13 ± 1,0 20± 1,0 6 ± 1,0 

 Hình 3.6: Hoạt tính sinh học của chủng P1 trong các môi trường 

(a) Amylase; (b) Protease; (c) Cellulase; (d) vòng kháng V. parahaemolyticus 

Kết quả từ Bảng 3.3 và Hình 3.6 cho thấy, chủng P1 khi sinh trưởng trong 

môi trường tảo N. oculata cho hoạt tính sinh enzym amylase tốt nhất với đường 

kính vòng phân giải tinh bột đạt 13 mm, cao hơn cả khi được nuôi cấy trong môi 

trường MPA (8 mm) hoặc các môi trường tảo S. platensis (9 mm) và I. galbana (7 

mm). Kết quả này cho thấy môi trường tảo N. oculata có thể đã kích thích khả năng 

sinh enzym amylase của chủng P1. Trong khi đó, môi trường tảo I. galbana có ảnh 

hưởng tích cực đến hoạt tính sinh protease của chủng P1, với đường kính vòng phân 

giải casein thu được đạt 19 mm, cao hơn so với khi nuôi trong môi trường MPA (16 

mm). Bên cạnh đó, hoạt tính sinh cellulase của chủng P1 cũng cho thấy sự khác biệt 

đáng kể giữa các môi trường. Môi trường N. oculata và S. platensis có vòng phân 

giải enzym cellulase cao nhất, với đường kính thu được đều đạt 20 mm, trong khi I. 

galbana đạt 19 mm. Tất cả các môi trường tảo này đều vượt trội hơn so với MPA 
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(17 mm), cho thấy sự gia tăng hoạt tính cellulase khi vi khuẩn được nuôi trong các 

môi trường tảo.  

Về khả năng kháng khuẩn, chủng P1 khi nuôi trong môi trường I. galbana có 

khả năng kháng V. parahaemolyticus tốt nhất, với đường kính vòng kháng khuẩn 

đạt 7 mm, tương đương với môi trường MPA (7 mm). Môi trường S. platensis cũng 

có khả năng kháng khuẩn, nhưng ở mức độ thấp hơn (6 mm). Đáng chú ý, vi khuẩn 

nuôi trong môi trường N. oculata không thể hiện khả năng kháng khuẩn. 

Dựa trên kết quả đã được trình bày, môi trường tảo N. oculata là môi trường 

thích hợp nhất cho sự phát triển của chủng P1 trong việc kích thích hoạt tính 

amylase và cellulase - hai loại enzym quan trọng trong quá trình tiêu hóa, trong khi 

I. galbana lại hiệu quả hơn trong việc thúc đẩy hoạt tính Protease và khả năng 

kháng V. parahaemolyticus.  

 Hoạt tính sinh học của chủng P2 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

Ảnh hưởng của môi trường MPA và các môi trường tảo gồm: I. galbana, S. 

platensis, N. oculata đến hoạt tính enzym ngoại bào (amylase, protease, cellulase) 

và khả năng ức chế vi khuẩn V. parahaemolyticus của chủng P2 được trình bày 

trong Bảng 3.4 và Hình 3.7.  

Bảng 3.4: Hoạt tính sinh học của chủng P2 trong các môi trường 

Môi trường 

 

Đường kính vòng hoạt tính (D-d, mm) 

Amylase Protease Cellulase Kháng khuẩn 

MPA 11 ± 1,0 18 ± 1,0 14 ± 1,0 9 ± 1,0 

I. galbana + PBS 7 ± 1,0 9 ± 1,0 11 ± 1,0 -  

N. oculata + PBS -  19 ± 1,0 10 ± 1,0 11 ± 1,0 

S. platensis + PBS 9 ± 1,0 20 ± 1,0 16 ± 1,0 16 ± 1,0 

 

 

Hình 3.7: Hoạt tính sinh học của chủng P2 trong các môi trường  

(a) Amylase; (b) Protease; (c) Cellulase; (d) vòng kháng V. parahaemolyticus 
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Kết quả cho thấy, đối với hoạt tính amylase, vi khuẩn P2 nuôi trong môi 

trường S. platensis cho hoạt tính cao nhất, với đường kính vòng phân giải tinh bột 

đạt 9 mm, cao hơn so với I. galbana (7 mm) và gần bằng với môi trường MPA (11 

mm). Ngoài ra, chủng P2 khi nuôi trong môi trường tảo N. oculata không có hoạt 

tính sinh enzym amylase. Về hoạt tính protease, chủng P2 nuôi trong môi trường S. 

platensis tiếp tục cho kết quả cao nhất với đường kính vòng phân giải casein đạt 20 

mm, vượt qua cả MPA (18 mm) và các môi trường khác. N. oculata cũng cho thấy 

hoạt tính protease cao (19 mm), trong khi I. galbana có hoạt tính protease thấp nhất 

(9 mm). Hoạt tính enzym cellulase của chủng P2 trong môi trường I. galbana và N. 

oculata tương đương nhau, đạt lần lượt 11 mm và 10 mm, thấp hơn so với MPA (14 

mm).  

Chủng P2 có khả năng ức chế vi khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus một 

cách vượt trội khi được nuôi trong môi trường S. platensis với đường kính vòng 

kháng khuẩn đạt 16 mm, cao hơn đáng kể so với môi trường MPA (9 mm) và N. 

oculata (11 mm). Trong khi đó, I. galbana không thể hiện hoạt tính kháng khuẩn. 

Từ kết quả nghiên cứu, có thể kết luận rằng môi trường chứa S. platensis là 

thích hợp nhất để tăng cường hoạt tính enzym ngoại bào (amylase, protease, 

cellulase) và ức chế V. parahaemolyticus của vi khuẩn. Đây là môi trường duy nhất 

thể hiện sự vượt trội ở các chỉ tiêu so với môi trường MPA và các môi trường tảo 

khác. N. oculata cũng cho thấy hiệu quả trong việc cải thiện hoạt tính protease ức 

chế vi khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus. I. galbana thể hiện hoạt tính enzym 

ngoại bào ở mức trung bình và không có hoạt tính kháng khuẩn, cho thấy đây không 

phải là loại tảo phù hợp để nuôi cấy chủng P2. 

 Hoạt tính sinh học của chủng P3 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

Nghiên cứu về hoạt tính sinh học của chủng P3 khi được nuôi trong môi 

trường MPA và các môi trường tảo khác nhau, kết quả cho thấy môi trường S. 

platensis là môi trường duy nhất kích thích sự sản sinh amylase, với đường kính 

vòng phân giải tinh bột đạt 5 mm. I. galbana và MPA có hoạt tính sinh enzym 

protease xấp xỉ nhau (13 mm), cao hơn so với N. oculata và S. platensis có vòng 

phân giải đạt lần lượt là 7 mm và 9 mm. Về hoạt tính cellulase, N. oculata vượt trội 

hơn cả với đường kính vòng hoạt tính đạt 16 mm, cao hơn đáng kể so với các môi 

trường khác và MPA. Điều này cho thấy N. oculata có tiềm năng hỗ trợ mạnh mẽ 

cho sự sản sinh enzym này. Khả năng kháng khuẩn của vi khuẩn chỉ thể hiện trong 

hai môi trường MPA và S. platensis với đường kính vòng kháng khuẩn thu được lần 

lượt là 7 mm và 5 mm. Môi trường I. galbana và N. oculata không thể hiện khả 

năng kháng khuẩn. (Bảng 3.5 và Hình 3.8). 
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Bảng 3.5: Hoạt tính sinh học của chủng P3 trong các môi trường 

Môi trường 

 

Đường kính vòng hoạt tính (D-d, mm) 

Amylase Protease Cellulase Kháng khuẩn 

MPA -  13 ± 1,0 12 ± 1,0 7 ± 1,0 

I. galbana + PBS - 13 ± 1,0 13 ± 1,0 - 

N. oculata + PBS -  7 ± 1,0 16 ± 1,0 - 

S. platensis+ PBS 5 ± 1,0 9 ± 1,0 11 ± 1,0 5 ± 1,0 

Hình 3.8: Hoạt tính sinh học của chủng P3 trong các môi trường tảo  

        (a) Amylase; (b) Protease; (c) Cellulase; (d) vòng kháng V. parahaemolyticus 

 Hoạt tính sinh học của chủng P4 trong môi trường MPA và các môi trường tảo: 

Từ kết quả thu được ở Bảng 3.6 và Hình 3.9 cho thấy, S. platensis là môi 

trường thích hợp nhất với hoạt tính sinh amylase và protease của vi khuẩn P4, đồng 

thời cũng có khả năng hỗ trợ kháng khuẩn. Cụ thể,  kích thước vòng phân giải cơ 

chất tinh bột, casein và CMC lần lượt là 10, 21, 18 mm, cao hơn so với khi chúng 

sinh trưởng trong môi trường MPA. Bên cạnh đó, môi trường tảo I. galbana cũng 

cho thấy hoạt tính sinh enzym ngoại bào tốt tương đương với môi trường tảo S. 

platensis và môi trường MPA, nhưng khả năng ức chế vi khuẩn gây bệnh V. 

parahaemolyticus lại thấp hơn (7 mm). Khi nuôi chủng P4 trong tảo N. oculata, 

không thể hiện khả năng kháng khuẩn, đồng thời hoạt tính sinh các enzym amylase 

và cellulase kém hơn các môi trường còn lại. 

Bảng 3.6: Hoạt tính sinh học của chủng P4 trong các môi trường 

Môi trường 

 

Đường kính vòng hoạt tính (D-d, mm) 

Amylase Protease Cellulase Kháng khuẩn 

MPA 9 ± 1,0 20 ± 1,0 18 ± 1,0 9 ± 1,0 

I. galbana + PBS 9 ± 1,0 20 ± 1,0 19 ± 1,0 7 ± 1,0 

N. oculata + PBS 5 ± 1,0 18 ± 1,0 16 ± 1,0 - 

S. platensis+ PBS 10 ± 1,0 21 ± 1,0 18 ± 1,0 8 ± 1,0 
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Hình 3.9: Hoạt tính sinh học của chủng P4 trong các môi trường  

(a) Amylase; (b) Protease; (c) Cellulase; (d) vòng kháng V. parahaemolyticus 

Như vậy, trong bốn chủng vi khuẩn probiotic thử nghiệm chỉ có ba chủng P1, 

P2 và P4 phù hợp để nhân nuôi trong môi trường chứa tảo. Các môi trường này có 

ảnh hưởng tích cực hay tiêu cực đến khả năng sinh trưởng và hoạt tính sinh học của 

vi khuẩn nghiên cứu còn tùy thuộc vào loại môi trường và chủng vi sinh vật nuôi 

cấy. Cụ thể: 

- Chủng P1 cho thấy tiềm năng sử dụng tảo I. galbana và N. occulata làm 

môi trường dinh dưỡng;  

- Chủng P2 và P4 có hoạt tính sinh học tốt hơn so với chủng P1 khi được 

nuôi cấy trong môi trường chứa tảo. Trong đó, chủng P4 có khả năng sử dụng cả 3 

loại môi trường tảo thử nghiệm, nhưng chủng P2 chỉ phù hợp nhân nuôi trong môi 

trường chứa S. platensis hoặc N. oculata.   

Tảo S. platensis thường có giá thành rẻ và dễ thu hồi sinh khối hơn so với vi 

tảo I. galbana/ N. oculata – loại tảo có kích thước nhỏ, sản lượng thấp. Do vậy khi 

xét đến khả năng kích thích sinh trưởng và chi phí sử dụng trong quá trình sản xuất, 

chúng tôi lựa chọn tảo S. platensis là phù hợp để thay thế môi trường MPA trong 

nhân nuôi 2 chủng vi khuẩn P2 và P4 để giúp tiết kiệm chi phí và nâng cao tính khả 

thi của đề tài. 

3.3. Định danh các chủng vi khuẩn lựa chọn 

Hai chủng vi khuẩn ký hiệu P2 và P4 đã được lựa chọn để xác định vị trí 

phân loại của nó bằng gen 16S rRNA. DNA tổng số được tách từ chủng P2 và P4 để 

nhân đoạn gen 16S rRNA bằng cặp mồi 27F/1492R, kết quả là đã khuếch đại được 

đoạn gen 16S rRNA đặc hiệu có kích thước khoảng 1500 bp. Trình tự gen của hai 

chủng P2 và P4 sau khi giải trình tự được so sánh đối chiếu với dữ liệu nguồn gen 

và phân tích bằng BLAST trên GeneBank (NCBI), từ đó xây dựng cây phát sinh 

chủng loại bằng phần mềm MEGA6 (Hình 3.10). 
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Hình 3.10: Cây phát sinh loài của chủng P2 và P4 

Kết quả phân tích và so sánh trình tự 16S rRNA với các trình tự gen công bố 

trên GenBank cho thấy, hai chủng vi khuẩn P2 và P4 đều thuộc chi Bacillus, chủng 

P2 có độ tương đồng 99,09% với chủng Bacillus subtilis BSRNA5 (MZ_798377.1), 

đặt tên là Bacillus subtilis P2 và được đăng ký trên ngân hàng gen với mã số 

PQ282535.1.  Chủng P4 tương đồng 98,89% với chủng Bacillus sp. (OP_268575.1), 

tạm gọi tên là Bacillus sp. P4 và được đăng ký trên ngân hàng gen với mã số 

PQ057067.1. 

Như vậy, các nghiên cứu trên đây đã cho thấy một số chủng vi khuẩn thuộc 

chi Bacillus có khả năng sử dụng tảo làm môi trường nuôi cấy. Cả Bacillus và 

Lactobacillus đều là những probiotic được ứng dụng rộng rãi trong NTTS giúp hỗ 

trợ tiêu hóa,  tăng cường hệ miễn dịch và ngăn chặn sự phát triển của các vi khuẩn 

có hại cho vật nuôi. Trong nghiên cứu tiếp theo, chúng tôi sẽ tiếp tục đánh giá đặc 

tính sinh trưởng của Lactobacillus khi được nuôi cấy trong cùng điều kiện, nhằm 

hướng đến ứng dụng đa chủng trong chế tạo các sản phẩm sinh học phục vụ cho quá 

trình NTTS sau này. 

3.4. Đánh giá đặc tính sinh học của chủng vi khuẩn L. acidophilus LB trong 

môi trường MRS và môi trường chứa tảo. 

Hiện nay, các chế phẩm probiotic đơn chủng hay đa chủng đều được nghiên 

cứu và sử dụng rộng rãi, nhưng các chế phẩm đa chủng có thể hữu ích hơn bởi được 

kết hợp giữa đặc tính sinh học của các chủng riêng lẻ. Các nghiên cứu in vitro cho 
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thấy một số chế phẩm probiotic đa chủng thể hiện tác dụng ức chế các mầm bệnh 

đường ruột tốt hơn so với các chế phẩm đơn chủng. Nuôi cấy đa chủng chế phẩm 

sinh học Lactobacillus pentosus BD6, Lactobacillus fermentum LW2 và Bacillus 

subtilis E20 cũng đã cải thiện sức khỏe và sản lượng tăng trưởng của tôm thẻ chân 

trắng (Litopenaeus vannamei) cao hơn khi so với chế phẩm sinh học đơn chủng 

[65]. Vì vậy, trong nghiên cứu này chúng tôi cũng đồng thời tiến hành đánh giá tác 

dụng có lợi của môi trường chứa tảo đến sinh trưởng và hoạt tính sinh học của 

chủng Lactobacillus acidophilus LB (sau đây gọi tắt là chủng LB). Thông qua đây 

có thể có thêm dẫn liệu về sự đa dạng của các chủng vi khuẩn có lợi khi được sinh 

trưởng trong môi trường chứa tảo, đồng thời có thể định hướng tạo ra chế phẩm 

sinh học probiotic đa chủng được lên men trên nền sinh khối tảo. Nếu như thành 

công sẽ tạo ra được chế phẩm sinh học đa chủng bổ sung vào thức ăn cho vật nuôi, 

vừa phát huy được hoạt tính sinh enzym ngoại bào, cải thiện khả năng sử dụng thức 

ăn từ các chủng B. subtilis P2 và Bacillus sp. P4, lại tạo ra axit lactic giúp tăng 

cường sự ức chế vi khuẩn gây bệnh nhờ chủng L. acidophilus LB và sản phẩm thu 

được có chứa thêm hàm lượng axit béo PUFA cần thiết cho vật nuôi thủy sản.  

Vi khuẩn lactic thường được nhân nuôi trong môi trường MRS có chứa nhiều 

thành phần dinh dưỡng. Trong một số nghiên cứu thăm dò, khi nuôi LB trong môi 

trường chứa sinh khối tảo 1 và 2% không làm kích thích sinh trưởng của vi khuẩn, 

điều này có thể được giải thích bởi hàm lượng tảo này không cung cấp đủ các chất 

dinh dưỡng cần thiết cho sự phát triển của vi khuẩn (kết quả không thể hiện ở đây). 

Vậy nên, chúng tôi tiến hành nhân nuôi chủng LB trong các môi trường chứa tảo S. 

platensis, N. oculata hay I. galbana ở các nồng độ từ 3% đến 5% và so sánh với 

môi trường MRS. Tiến hành lấy mẫu để kiểm tra khả năng sinh trưởng và sinh axit 

lactic theo ngày bằng phương pháp nêu ở mục 2.3.5 và 2.3.9. Kết quả thu được sau 

5 ngày theo dõi được chỉ ra trong Bảng 3.7.  

Bảng 3.7: Mật độ vi khuẩn L. acidophilus trong môi trường nuôi cấy bổ sung các 

loại và nồng độ sinh khối tảo khô khác nhau (Log CFU/mL) 

Nồng độ 

tảo (%) 
Ngày 0 Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5 

 Mật độ vi khuẩn L. acidophilus LB trên MRS (Log CFU/mL) 

0 5,09 ± 0,23 6,32 ± 0,44 8,73 ± 0,17 10,26 ± 0,41 10,57 ± 1,16 8,39 ± 0,65 

 Mật độ vi khuẩn L. acidophilus LB trên I. galbana + PBS (Log CFU/mL) 

3% 5,12 ± 0,51 5,82 ± 0,1 7,62 ± 0,2 8,88 ± 0,11 9,73 ± 0.41 8,03 ± 0,58 

3.5% 5,34 ± 0,87 6,45 ± 0,1 7,94 ± 0,6 9,54 ± 0,83 9,99 ± 0,55 8,45 ± 1,66 
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4% 5,84 ± 0,98 6,69 ± 0,50 8,13 ± 1,54 9,25 ± 0,71 9,93 ± 0,37 7,99 ± 0,64 

5% 5,92 ± 0,29 6,15 ± 0,72 8,35 ± 0,04   9,93 ± 0,9  10,13 ± 0,73  8,98 ± 0,40  

 Mật độ vi khuẩn L. acidophilus LB trên N. oculata + PBS (Log CFU/mL) 

3% 5,16 ± 0,64 6,56 ± 1,1 7,92 ± 0,46 8,05 ± 0,23 8,76 ± 0,1 7,39 ± 0,08 

3.5% 5,22 ± 0,63 6,81 ± 0,90 7,03 ± 0,89 8,93 ± 1,11 8,68 ± 0,02 8,90 ± 1,53 

4% 5,56 ± 0,39 6,45 ± 0,98 6,78 ± 1,53 8,56 ± 0,72 9,64 ± 0,03 9,02 ± 0,75 

5% 5,75 ± 0,09 6,89 ± 0,55 7,77 ± 0,94 9,20 ± 0,84 9,37 ± 0,09 8,72 ± 0,14 

 Mật độ vi khuẩn L. acidophilus LB trên S. platensis + PBS (Log CFU/mL) 

3% 5,69 ± 0,49 7,02 ± 0,01 9,17 ± 0,45 10,42 ± 0,39 10,82 ± 0,38 9,01 ± 0,68 

3.5% 5,38 ± 0,54 7,05 ± 0,09 9,67 ± 0,12 10,45 ± 0,11 10,49 ± 0,37 10,13 ± 0,49 

4% 5,88 ± 0,62 8,73 ± 1,12 9,40 ± 0,69 9,66 ± 0,78 11,16 ± 0,28 10,21 ± 0,44 

5% 5,59 ± 0,43 9,00 ± 0,45 9,58 ± 0,42 10,26 ± 0,49 11,00 ± 0,73 10,78 ± 0,46 

 

Trong môi trường MRS, mật độ vi khuẩn tăng đều đặn và đạt cao nhất vào 

ngày thứ 4 (10,57 Log CFU/mL), sau đó giảm dần vào ngày thứ 5 (8,39 Log 

CFU/mL). Trong các môi trường chứa tảo, vi khuẩn LB có xu hướng phát triển 

mạnh mẽ hơn. Đặc biệt, môi trường chứa S. platensis cho thấy ảnh hưởng tích cực 

đến sự phát triển của L. acidophilus cao hơn so với các môi trường bổ sung tảo I. 

galbana và N. oculata. Khi S. platensis được bổ sung ở nồng độ 3% cho mật độ vi 

khuẩn LB đạt 10,82 Log CFU/mL tương đương với khi được nuôi trong môi trường 

MRS vào ngày thứ 4. Giá trị mật độ này lên đến 11 Log CFU/mL khi tăng nồng độ 

tảo lên 5%. 

Rezvani và cộng sự lưu ý rằng các giai đoạn tăng trưởng của Lactobacillus 

có thể khác nhau tùy thuộc vào mỗi chủng [66]. Thông thường, các chủng 

Lactobacillus thường được nuôi cấy trong 2 ngày, tuy nhiên trong nghiên cứu của 

chúng tôi nồng độ vi khuẩn LB ban đầu đưa vào ở mức thấp (~5 Log CFU/mL) do 

vậy thời gian nuôi vi khuẩn cần kéo dài lên 4 ngày để đạt được mật độ 10,82 Log 

CFU/mL.  

 Hoạt tính sinh axit lactic của chủng L. acidophilus LB trong môi trường MRS 

và các môi trường chứa tảo. 

Bên cạnh giá trị mật độ tế bào, sự thay đổi hàm lượng axit lactic sinh ra trong 

môi trường theo thời gian thí nghiệm cũng được kiểm tra. Kết quả thu được cho 

thấy khi nuôi cấy trong môi trường I. galbana + PBS, vi khuẩn L. acidophilus LB 
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không có khả năng sinh axit lactic. Trong khi, nồng độ axit lactic đo được ở môi 

trường N. oculata và S. platensis đạt cao nhất lần lượt là 2,91 và 6,85 mg/mL sau 4 

ngày. Kết quả này thấp hơn so với khi nuôi trong môi trường MRS (17,5 mg/mL). 

Ngoài ra, không có thay đổi đáng kể nào về nồng độ axit lactic được quan sát thấy 

khi tăng nồng độ sinh khối tảo (Bảng 3.8). Đối với vi khuẩn lactic, cần có thành 

phần đường trong môi trường để vi khuẩn có thể chuyển hóa tạo thành axit lactic. 

Vì vậy khi lên men vi khuẩn L. acidophilus LB trong môi trường tảo không bổ sung 

bất kỳ nguồn đường nào có thể là nguyên nhân làm giảm hàm lượng axit lactic tạo 

thành so với môi trường MRS (chứa 20 g/L glucose).  

Bảng 3.8: Hàm lượng axit lactic tạo thành của L. acidophilus LB trong môi trường 

nuôi cấy bổ sung các loại và nồng độ sinh khối tảo khô khác nhau (mg/mL) 

Nồng độ tảo 

(%) Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5 

 Hàm lượng axit lactic trên môi trường MRS (mg/mL) 

0 12,60 ± 0,47 14,40 ± 0,94 14,81 ± 0,84 17,53 ± 0,13 12,60 ± 0,60 

 Hàm lượng axit lactic trên môi trường I. galbana + PBS (mg/mL) 

 - 

 Hàm lượng axit lactic trên môi trường N. oculata + PBS (mg/mL) 

3% - - 1,02 ± 0,24 2,54 ± 0,51 2,32 ± 0,02 

3.5% - - 0,98 ± 0,83 2,91 ± 0,59 2,88 ± 0,33 

4% - - 0,75 ± 0,26 2,91 ± 0 2,45 ± 0,2 

5% - - 1,22 ± 0,61 2,91 ± 0 2,72 ± 0,84 

 Hàm lượng axit lactic trên môi trường S. platensis + PBS (mg/mL) 

3% 2,96 ± 1,05 3,32 ± 0,40 3,86 ± 0,63 4,26 ± 0,19 3,78 ± 1,46 

3.5% 2,54 ± 0,96 2,87 ± 0,65 3,05 ± 0,85 3,48 ± 1,89 3,38 ± 1,16 

4% 2,60 ± 0,34 3,03 ± 1,35 3,62 ± 0,64 4,20 ± 1,36 3,86 ± 0,95 

5% 2,95 ± 0,89 3,79 ± 0,17 5,13 ± 1,36 6,85 ± 0,20 6,06 ± 1,23 

 Ảnh hưởng của việc bổ sung nguồn cacbon vào môi trường chứa sinh khối tảo 

Trong thí nghiệm tiếp theo, 4 loại đường gồm fructose, glucose, saccharose 

và mật rỉ đường (2 g/L) đã được thử nghiệm bổ sung vào môi trường chứa 3% các 

loại tảo thử nghiệm để đánh giá ảnh hưởng của chúng đến hàm lượng axit lactic tạo 
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thành bởi chủng L. acidophilus LB. Kết quả tại Hình 3.11. cho thấy các nguồn 

đường thử nghiệm khi kết hợp cùng sinh khối tảo S. platensis 3% cho kết quả khả 

quan về hàm lượng axit lactic tạo thành. Cụ thể, khi bổ sung 2 g/L glucose, lượng 

axit lactic tạo thành ở môi trường tảo này đã tăng cao đáng kể, đạt đến 18,24 

mg/mL. Giá trị này không khác biệt nhiều so với hàm lượng axit tạo thành trong 

môi trường MRS, đạt 19,13 mg/mL. Trong khi đó, việc bổ sung nguồn cacbon là 

mật rỉ đường và saccharose không làm tăng khả năng sinh tổng hợp axit lactic, hàm 

lượng axit lactic thu được đạt lần lượt là 13,52 mg/mL và 16,45 mg/mL. Bốn loại 

đường thử nghiệm khi kết hợp với các loại tảo khác như I. galbana hay N. oculata 

không phải là môi trường phù hợp để chủng L. acidophilus LB sinh ra axit lactic. 

Hàm lượng axit lactic tạo thành chỉ dao động từ 2,5 đến 10 mg/mL. 

 

Hình 3. 11: Ảnh hưởng của nguồn đường bổ sung đến hàm lượng axit lactic tạo 

thành trong các môi trường chứa sinh khối tảo 

Tóm lại, qua quá trình khảo sát chúng tôi đã lựa chọn được 3 chủng vi khuẩn 

gồm Bacillus subtilis P2, Bacillus sp. P4 và Lactobacillus acidophilus LB có khả 

năng sử dụng sinh khối tảo S. platensis để hỗ trợ sinh trưởng đồng thời vẫn giữ 

được hoạt tính probiotic vốn có của chúng khi nuôi cấy trong môi trường truyền 

thống như MPA hay MRS. Qua các nghiên cứu này, đã chứng minh được khả năng 

sử dụng nguồn tảo như một môi trường nuôi vi khuẩn để thay thế cho các môi 

trường cơ bản điển hình trong phòng thí nghiệm. Tuy nhiên, nhu cầu dinh dưỡng 

của mỗi loại vi khuẩn có thể dẫn đến sự khác biệt về nồng độ tảo cần bổ sung cho 

môi trường. Đối với 2 chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus là Bacillus subtilis P2 và 
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Bacillus sp. P4, nồng độ sinh khối tảo S. platensis bổ sung trong môi trường là 1% 

trong khi đó, chủng vi khuẩn thuộc chi Lactobacillus  cần sử dụng môi trường chứa 

3% sinh khối tảo S. platensis + 2% glucose. Từ các kết quả thu được nêu trên, để 

tiếp tục tiến hành sử dụng đa chủng vi khuẩn có lợi cho định hướng nghiên cứu tạo 

chế phẩm sinh học sẽ cần phải có các nghiên cứu chuyên sâu hơn về khả năng sống 

sót trong điều kiện cực trị để có thể sử dụng sản phẩm tạo thành trong các điều kiện 

thực tế. Vì vậy nghiên cứu về khả năng tồn tại của 3 chủng vi khuẩn lựa chọn trong 

các điều kiện nhiệt độ, pH và nồng độ muối khác nhau đã được tiến hành. 

3.5. Đánh giá khả năng chịu đựng của vi khuẩn có lợi lựa chọn khi sinh trưởng 

trong môi trường chứa tảo ở một số điều kiện cực trị (độ mặn, nhiệt độ, pH) 

3.5.1. Ảnh hưởng của nồng độ muối  

Các nồng độ muối khác nhau (0; 1,5; 2; 3 và 4%) đã được bổ sung vào môi 

trường tảo S. platensis 1% và môi trường MPA để đánh giá khả năng chịu mặn của 

2 chủng P2 và P4. Kết quả cho thấy, từ nồng độ 0 – 1,5%, mật độ vi khuẩn ở cả 2 

môi trường thí nghiệm xấp xỉ nhau, trong khoảng 10,2 đến 10,4 Log CFU/mL, 

nhưng khi nồng độ muối tăng lên 4% NaCl đã làm giảm khả năng sống sót của hai 

chủng P2 và P4 nuôi trong môi trường MPA. Mật độ vi khuẩn ở điều kiện này chỉ 

đạt 8,5 Log CFU/mL ở chủng P2 và 8,2 Log CFU/mL ở chủng P4, thấp hơn so với 

khi vi khuẩn được nuôi trong môi trường chứa tảo đạt ~10 Log CFU/mL. Theo 

nghiên cứu của M. Ghoul và cộng sự về tảo biển cho thấy các polysaccharides có 

trong tảo như alginate, carrageenan, agar... vừa có tác dụng làm nguồn dinh dưỡng 

cho Escherichia coli cũng như bảo vệ vi khuẩn trong một số điều kiện khắc nghiệt [67]. 

Do vậy, đây cũng có thể là nguyên nhân khiến cho các chủng vi khuẩn P2 và P4 có khả 

năng sinh trưởng tốt hơn trong điều kiện độ mặn cao khi nuôi trong môi trường chứa 

tảo.  

  

Hình 3.12: Ảnh hưởng của nồng độ NaCl đến các chủng thuộc chi Bacillus 
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Ảnh hưởng của các nồng độ NaCl khác nhau (0; 1,5; 2; 3 và 4%) đến sinh 

trưởng của chủng L. acidophilus LB trong môi trường tảo cũng được so sánh với khi 

nuôi trong môi trường MRS được bổ sung các nồng độ muối như trên. Kết quả trình bày 

trong Hình 3.13 chỉ ra, trong môi trường nuôi cấy có bổ sung S. platensis 3% và NaCl 

1,5%, mật độ vi khuẩn đạt cao nhất 12,31 Log CFU/mL, cao hơn khoảng 1,5 lần so với 

môi trường MRS chứa NaCl 1,5%. S. platensis còn có khả năng bảo vệ L. acidophilus 

LB ngay cả khi ở nồng độ muối tăng lên 4%, tại điều kiện này chủng LB vẫn đạt mật độ  

tương đương với môi trường không bổ sung muối. 

 

Hình 3.13: Ảnh hưởng của các nồng độ NaCl đến sinh trưởng của chủng 

L. acidophilus LB 

3.5.2. Ảnh hưởng của sốc nhiệt 

Mật độ vi khuẩn của 2 chủng thuộc chi Bacillus ở nhiệt độ ban đầu (35 oC) 

và khi tiến hành sốc nhiệt ở 40 oC ở môi trường tảo và môi trường MPA có khả 

năng sinh trưởng gần như tương đương, mật độ vi khuẩn nằm trong khoảng 10 Log 

CFU/mL. Khi nghiên cứu đến ảnh hưởng của nhiệt độ thì nhìn chung, các thang 

nhiệt độ cao có thể gây ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng của vi khuẩn nhưng 

không gây chết hoàn toàn do Bacillus là một loài vi khuẩn Gram dương có khả năng 

sống sót trong môi trường bất lợi thông qua quá trình hình thành bào tử [68]. 

Nhưng khi nhiệt độ tăng lên đến 45 oC, mật độ vi khuẩn có giảm nhẹ, tuy nhiên môi 

trường tảo vẫn có số lượng vi khuẩn sống sót cao hơn so với môi trường MPA 

(được coi là môi trường ĐC). Đến 50 oC, vi khuẩn nuôi trong môi trường ĐC đã bị 

ức chế sinh trưởng, mật độ vi khuẩn giảm xuống chỉ còn 6,75 Log CFU/mL, nhưng 

ở môi trường tảo chủng P2 vẫn duy trì mật độ là 7,69 Log CFU/mL. Tương tự, 

chủng P4 khi sốc nhiệt ở 50 oC, mật độ vi khuẩn cũng đạt 7,93 Log CFU/mL khi 

nuôi trong môi trường tảo, còn môi trường MPA mật độ đã giảm xuống còn 5,72 

Log CFU/mL (Hình 3.14). 
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Hình 3.14: Ảnh hưởng của sốc nhiệt đến sinh trưởng của các chủng 

thuộc chi Bacillus 

 

Hình 3.15: Ảnh hưởng của sốc nhiệt đến sinh trưởng của vi khuẩn 

L.acidophilus LB 

Kết quả từ Hình 3.15 cho thấy L. acidophilus LB có khả năng sống sót tốt 

sau khi chịu sốc nhiệt ở 40 °C, tỷ lệ sống của vi khuẩn vẫn đạt trên 99% trong cả 

môi trường MRS và môi trường có bổ sung 3% S. platensis. Nhưng khi sốc nhiệt ở 

45 °C đã có sự thay đổi, mật độ vi khuẩn sống sót của L. acidophilus LB trong môi 

trường MRS giảm xuống còn 8,93 Log CFU/mL, trong khi ở môi trường có bổ sung 

S. platensis, số lượng tế bào vẫn ổn định ở mức 9,68 Log CFU/mL. Đến khi tiến 

hành sốc nhiệt ở nhiệt độ 50 °C, mật độ vi khuẩn trong môi trường MRS giảm mạnh 

còn 1,26 Log CFU/mL, còn trong môi trường chứa S. platensis, mặc dù tỷ lệ sống 

sót của LB giảm xuống nhưng số lượng tế bào sống vẫn đạt 5,72 Log CFU/mL. 

 Như vậy, các chủng vi khuẩn B. subtilis P2, Bacillus sp. P4 và L. 

acidophilus LB có khả năng chịu sốc nhiệt tốt ở các nhiệt độ thử nghiệm khi được 

nuôi trong môi trường chứa sinh khối tảo S. platensis. Khi sốc nhiệt ở 50 oC, có thể 

chủng L. acidophilus LB không có khả năng sinh bào tử nên mật độ vi khuẩn của 

giảm mạnh hơn so với 2 chủng Bacillus - là các chủng có khả năng sinh bào tử. 
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3.5.3. Ảnh hưởng của pH  

Các chủng vi khuẩn nghiên cứu chỉ thể hiện được hoạt tính probiotic của 

chúng nếu có thể chịu được pH axit trong đường tiêu hóa vật nuôi. Trước khi đến 

đường ruột, vi khuẩn phải tồn tại trong môi trường axit của dạ dày khoảng 3 giờ, 

thông thường pH trong dạ dày khác nhau ở mỗi loại vật nuôi và dao động trong 

khoảng từ 2,0 - 4,0  [69]. Để đánh giá ảnh hưởng của pH lên khả năng tồn tại của 3 

chủng vi khuẩn lựa chọn, dịch nuôi 3 chủng vi khuẩn B. subtilis P2, Bacillus sp. P4 

và L. acidophilus LB trong môi trường tảo và  môi trường MPA hay MRS được ly 

tâm thu sinh khối, sau đó bổ sung vào môi trường có các giá trị pH khác nhau (1, 2 

hoặc 3) và được theo dõi sự thay đổi mật độ vi khuẩn trong 3 giờ.  Kết quả được chỉ 

ra ở Bảng 3.9; 3.10 và 3.11 cho thấy lợi ích của việc sử dụng môi trường tảo được 

biểu hiện rõ rệt, vi khuẩn khi được nuôi trong môi trường chứa sinh khối tảo được 

bảo vệ ở các môi trường pH axit rất thấp. Sau 3 giờ thử nghiệm, mật độ vi khuẩn 

chủng P2 ở pH=2 và pH=1 vẫn đạt lần lượt là 6,58 và 4,92 Log CFU/mL, trong khi 

ở môi trường MPA của các pH tương ứng vi khuẩn gần như bị ức chế hoàn toàn. 

Kết quả tương tự cũng thu được ở chủng Bacillus sp. P4, khi pH môi trường 

giảm xuống pH1 - pH2 và thời gian tiếp xúc kéo dài đã làm giảm khả năng sống sót 

của vi khuẩn, tại các điều kiện pH này vi khuẩn nuôi trong môi trường MPA không 

có khả năng sống sót, trong khi đó vi khuẩn khi được nuôi trong môi trường tảo mật 

độ vi khuẩn đạt lần lượt là 4,96 và 6,58 Log CFU/mL. 

Bảng 3.9: Ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng của B. subtilis P2 

 B. subtilis  P2 trong môi trường MPA B. subtilis P2 trong môi trường chứa  S. platensis 

(1%) 

 pH 7 pH 3 pH 2 pH 1 pH 7 pH 3 pH 2 pH 1 

0 h 9,78 ± 0,35 9,13 ± 0,27 

1 h 10,02 ± 1,56 8,01 ± 0,1 4,19 ± 1,32 1,34 ± 0,2 9,86 ± 0,64 8,87 ± 1,22 8,05 ± 0,11 7,01 ± 1,09 

2 h 10,49 ± 1,11  7,56 ± 0,21 3,84 ± 1,17 - 9,55 ± 1,43 8,62 ± 0,43 7,76 ± 0,43 5,68 ± 1,28 

3 h 10,77 ± 1,09 6,85 ± 0,46 2,52 ± 0,65 - 10,81± 1,78 7,95 ± 0,28 6,58 ± 0,25 4,92 ± 0,67 

Bảng 3. 10: Ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng của Bacillus sp. P4 

 Bacillus sp. P4 trong môi trường MPA Bacillus sp. P4 trong môi trường chứa  S. platensis 

(1%) 

 pH 7 pH 3 pH 2 pH 1 pH 7 pH 3 pH 2 pH 1 

0 h 10,04 ± 0,52 9,88 ± 0,32 

1 h 10,25 ± 1,72 9,61 ± 0,15 4,59 ± 0,37 1,15 ± 0,5 9,97 ± 0,43 9,17 ± 0,31 7,07 ± 0,63 6,56 ± 0,11 

2 h 10,43 ± 1,03  8,82 ± 0,45 3,36 ± 0,29 - 10,19 ± 1,02 8,92 ± 1,45 6,90 ± 0,51 5,52 ± 0,21 

3 h 10,67 ± 1,85 7,71 ± 0,52 2,22 ± 0,16 - 10,54 ± 0,78 8,93 ± 0,26 6,58 ± 0,29 4,96 ± 0,09 
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Bảng 3.11. Ảnh hưởng của pH đến khả năng tồn tại của L. acidophilus LB 

 L. acidophilus LB trong môi trường MRS L. acidophilus LB trong môi trường chứa  S. 

platensis (3%) 

 pH 7 pH 3 pH 2 pH 1 pH 7 pH 3 pH 2 pH 1 

0 h 8,20 ± 0,5 8,00 ± 0,32 

1 h 8,20 ± 1,49 8,10 ± 0,11 2,38 ± 0,58 1,34 ± 1,28 8,37 ± 0,45 7,80 ± 1,38 3,50 ± 0,72 3,26 ± 0,35 

2 h 8,29 ± 2,16  2,30 ± 3,99 1,60 ± 1,40 - 8,35 ± 1,02 8,49 ± 1,51 4,41 ± 0,28 2,72 ± 1,05 

3 h 8,42 ± 2,30 2,23 ± 1,07 0,83 ± 1,43 - 8,24 ± 1,58 7,13 ± 1,84 3,85 ± 0,65 2,45 ± 0,32 

Đối với chủng L. acidophilus LB, kết quả khảo sát ảnh hưởng của pH đến 

khả năng sống của chúng được trình bày trong Bảng 3.11. Ở mức pH thấp nhất là 

pH 1, LB không thể sống sót trong môi trường MRS sau 2 giờ xử lý. Ngược lại, khi 

vi khuẩn được nuôi trong môi trường tảo S. platensis, mật độ vi khuẩn vẫn duy trì ở 

mức 2,45 Log CFU/mL ngay cả sau 3 giờ xử lý. Ở pH 2, khả năng sống cao hơn 

cũng được quan sát thấy trong môi trường tảo, đạt 3,85 Log CFU/mL sau 3 giờ. 

Mặc dù số lượng vi khuẩn trong hai môi trường ở pH 3 là tương tự nhau sau 1 giờ 

xử lý, nhưng mật độ vi khuẩn trong môi trường MRS đã giảm đáng kể khi thời gian 

thử nghiệm tăng lên 2 và 3 giờ. Trong khi đó, khả năng sống sót của L. acidophilus 

LB trong môi trường S. platensis vẫn ổn định ở 7,13 Log CFU/mL ngay cả sau 3 

giờ xử lý.  

Các kết quả này cho thấy, việc sử dụng S. platensis làm nguồn dinh dưỡng 

chính trong môi trường nuôi cấy của các chủng vi khuẩn nghiên cứu B. subtilis P2, 

Bacillus sp. P4 và L. acidophilus LB có tác dụng bảo vệ chúng trong các điều kiện 

khắc nghiệt như nồng độ muối cao 4%, pH thấp từ 1 -2 trong 3 giờ hay sốc nhiệt ở 

50 oC. Trong khi ở những điều kiện này khả năng sống sót của vi khuẩn đã bị ảnh 

hưởng nhiều nếu nuôi trong môi trường MPA hay MRS. Kết quả tương tự cũng 

được thấy ở nghiên cứu của Sylwia và cộng sự khi sử dụng tảo Chlorella vulgaris 

giúp tăng khả năng sống sót của các chủng Lactobacillus spp. ở pH 2,5 [61]. 

3.6. Đánh giá khả năng sử dụng prebiotic từ tảo S. platensis 

Prebiotic là chất xơ sinh học được lên men bởi hệ vi sinh vật đường ruột của 

vật chủ, giúp kích thích sự phát triển, cải thiện hoạt động và sự khỏe mạnh của vật 

chủ. Sinh khối tảo cũng được chứng minh có chứa thành phần prebiotic, vì vậy nó 

có thể đóng vai trò kích thích sinh trưởng của vi khuẩn khi bổ sung vào môi trường  

[47]. 
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3.6.1. Xác định chỉ số prebiotic  

Trong nghiên cứu này, chỉ số prebiotic của tảo S. platensis được xác định 

bằng cách nuôi 3 chủng vi khuẩn lựa chọn gồm P2, P4 và LB, thu sinh khối rửa và 

hòa tan lại bằng nước cất khử trùng trước khi được chuyển riêng rẽ vào môi trường 

MT1 (môi trường cơ bản + Glucose 1%) và MT2 (môi trường cơ bản + S. platensis 

1%) với tỷ lệ 10% và nuôi lắc ở 35°C. Khả năng sinh trưởng của các vi khuẩn lựa 

chọn sau 24 giờ nuôi được xác định thông qua mật độ tế bào và được sử dụng để 

tính toán chỉ số prebiotic.  

Theo Palframan và cộng sự, chỉ số prebiotic lớn hơn 1 tức là nguồn prebiotic 

sử dụng có tác dụng kích thích sự sinh trưởng của probiotic. Trái lại, chỉ số 

prebiotic có giá trị nhỏ hơn 1 thể hiện nguồn prebiotic nghiên cứu không có tác 

động rõ rệt đến sinh trưởng của probiotic [46]. Kết quả thể hiện ở Hình 3.16. cho 

biết, tảo S. platensis đạt giá trị Ipreb là 3,15 đối với chủng P2; 3,57 đối với chủng P4 

và 3,68 đối với chủng LB. Kết quả nghiên cứu của Đặng Thu Hương và cộng sự khi 

đánh giá hoạt tính prebiotic chiết xuất từ các loại hạt trái cây cũng cho thấy chất xơ 

trong hạt nhãn có chỉ số prebiotic đạt 3,38 đối với chủng Lactobacillus casei PK2 

[70]. Như vậy, dựa trên kết quả thí nghiệm có thể kết luận rằng chất xơ có trong tảo 

S. platensis có tác dụng kích thích đến sự sinh trưởng của các chủng vi khuẩn P2, 

P4 và LB nghiên cứu. Hay nói cách khác, các chủng vi khuẩn nghiên cứu có thể đã 

sử dụng prebiotic có trong tảo cho sự sinh trưởng của chúng. 

 

 

Hình 3.16: Chỉ số prebiotic của vi khuẩn nghiên cứu sinh trưởng trong môi trường 

tảo S. platensis 
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3.6.2. Xác định chỉ số hoạt động prebiotic  

Bên cạnh chỉ số prebiotic, điểm hoạt động prebiotic (Apreb) của các vi khuẩn 

nghiên cứu cũng được tính toán để khẳng định thêm khả năng sử dụng prebiotic 

trong tảo S. platensis. Chỉ số hoạt động prebiotic (Apreb) của tảo S. platensis được 

xác định và thể hiện thông qua kết quả ở Hình 3.17. Các giá trị Apreb  đạt được là 

0,37; 0,42 và 0,56 tương ứng với chủng P2; P4 và LB.  

Huebner và cộng sự nhận định rằng, nếu chỉ số Apreb của một prebiotic có giá 

trị âm thì sự sinh trưởng của probiotic thử nghiệm trên môi trường chứa prebiotic là 

thấp hơn so với đối chứng (glucose) và đồng thời với đó, sự phát triển của probiotic 

kém hơn so với vi khuẩn gây bệnh thử nghiệm (ví dụ như V. parahaemolyticus) 

[62]. Vì vậy, trong nghiên cứu hiện tại, kết quả Apreb thu nhận được đều có giá trị 

dương, điều này đã chứng minh rằng prebiotic từ tảo S. platensis có tác dụng tích 

cực đến sinh trưởng của 3 chủng probiotic nghiên cứu.  

   

Hình 3.17: Chỉ số hoạt động prebiotic của vi khuẩn nghiên cứu sinh trưởng trong 

môi trường chứa tảo S. platensis 

3.7. Hàm lượng axit béo của sinh khối tảo sau khi lên men với L. acidophilus LB 

Trong nghiên cứu này việc sử dụng sinh khối tảo thay cho các thành phần 

môi trường truyền thống để nhân nuôi vi khuẩn probiotic không chỉ nhằm mục đích 

tạo ra được sản phẩm có mật độ các chủng vi khuẩn có lợi cùng các hoạt chất sinh 

học của chúng mà còn chứa các hợp chất axit béo không no đa nối đôi có trong sinh 

khối tảo, các axit béo này rất hiếm và khó tổng hợp trong phòng thí nghiệm. Tác giả 

Hoseinifar và cộng sự cho thấy có một tỉ lệ phù hợp của PUFA trong khẩu phần ăn, 

đặc biệt là các omega-3 và omga-6 có thể tăng cường khả năng miễn dịch không 

đặc hiệu, giúp cải thiện hiệu suất tăng trưởng khi so sánh với các chế độ thức ăn 
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khác của tôm thẻ chân trắng [71]. Tuy nhiên hàm lượng axit béo chứa trong sinh 

khối tảo này có bị ảnh hưởng trong quá trình lên men với vi khuẩn hay không là 

một vấn đề cần tìm hiểu. Do vậy, trong nghiên cứu này bước đầu tiến hành khảo sát 

thành phần axit béo trong hỗn hợp lên men giữa vi khuẩn L. acidophilus LB và sinh 

khối tảo để so sánh với hàm lượng axit béo có sẵn trong môi trường tảo ban đầu. 

Phân tích sắc ký khí (GC) đã được thực hiện để so sánh hàm lượng axit béo 

của ba mẫu, bao gồm sinh khối L. acidophilus LB nuôi cấy trong môi trường MRS, 

sinh khối S. platensis và hỗn hợp lên men của L. acidophilus LB với sinh khối S. 

platensis. Kết quả trình bày trong Bảng 3.12. cho thấy sự khác biệt đáng kể về thành 

phần axit béo giữa hỗn hợp lên men của L. acidophilus LB trong môi trường MRS 

và trong môi trường chứa tảo. Mẫu nuôi cấy trong môi trường MRS chủ yếu chứa 

các axit béo bão hòa, như axit decanoic (C10:0), hexadecanoic (C16:0) và 

eicosanoic (C20:0), chiếm 97,48% tổng hàm lượng axit béo. Tuy nhiên, khi lên men 

trong môi trường chứa tảo, hàm lượng axit decanoic giảm đáng kể từ 83,93% xuống 

còn 40,71%. Trong khi đó, axit hexadecenoic (C16:1n-7) không có mặt trong mẫu 

MRS hay sinh khối tảo, nhưng lại được phát hiện với lượng đáng kể, chiếm 12,53% 

TFA trong hỗn hợp lên men vi khuẩn và tảo. Điều này cho thấy vi khuẩn này có thể 

kích hoạt quá trình chuyển hóa hợp chất no C16:0 thành dạng không no (không bão 

hòa) trong quá trình lên men với sinh khối tảo. 

Ngoài ra, việc nuôi cấy L. acidophilus LB trong môi trường chứa S. platensis 

cũng làm tăng đáng kể lượng axit linoleic (C18:2n-6, omega-6) trong sinh khối tảo 

lên 1,62 lần, từ 22,76 % đến 36,29 % TFA. Hơn nữa, các axit béo khác bao gồm 

axit pentadecanoic (C15:2n-6), axit heptadecadiene (C17:2n-6), axit octadecenoic 

(C18:1n-9) và axit eicosanoic (C20:0) có thể đã trải qua quá trình chuyển đổi sang 

các dạng khác, dẫn đến sự giảm hoặc không còn trong mẫu lên men vi khuẩn/tảo. 

Những thay đổi này đã làm tăng đáng kể hàm lượng axit béo không no đa nối đôi 

(PUFAs) lên 48,82 % TFA, cao hơn lần lượt 1,39 và 22,5 lần so với mẫu nuôi cấy 

trong môi trường MRS và sinh khối tảo ban đầu. 

Bảng 3. 12: Thành phần axit béo (% trên TFA) trong hỗn hợp lên men của L. 

acidophilus LB và S. platensis  

Loại axit béo Tên thường gọi 

L. 

acidophilus 

sinh trưởng 

trong MRS 

Sinh khối S. 

platensis  

Hỗn hợp lên men của  

L. acidophilus LB trong 

môi trường tảo  S. 

platensis 

PUFAs (% TFA)  2,16 ± 0,52 35,14 ± 1,31 48,82 ± 0,72 

C15:2n-6   Pentadecanoic acid  - 10,86 ± 0,19 - 

C16:1n-7  Hexadecenoic acid Omega-7 - - 12,53 ± 0,69 

C17:2n-6  Heptadecadiene  acid  - 1,52 ± 0,46 - 
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C18:1n-9 Octadecenoic acid Omega-9 2,16 ± 0,52 - - 

C18:2n-6  All cis-9, 12- 

octadecadienoic acid 
Omega-6 - 22,76 ± 0,67 36,29 ± 0,03 

SFAs (% TFA)  97,48 ± 0,34 64,84 ± 1,86 51,16 ± 3,47 

C10:0  Decanoic acid Capric acid 83,93 ± 0,22 58,33 ± 0,48 40,71 ± 0,21 

C15:0  Pentadecanoic acid Pentadecylic acid - - 6,46 ± 1,35 

C16:0 Hexadecanoic acid  9,63 ± 0,25 - - 

C18: 0  Octadecanoic acid Steatic acid - 2,78 ± 0,78 2,06 ± 0,69 

C20:0 Eicosanoic acid  3,92 ± 0,15 - - 

C24:0  Tetracosanoic acid Lignoceric acid - 3,73 ± 0,60 1,93 ± 1,50 

https://en.wikipedia.org/wiki/Pentadecylic_acid
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 KẾT LUẬN 

1. Sàng lọc được 03 chủng vi khuẩn từ bộ chủng giống của phòng CNSH Tái tạo 

môi trường: B. subtilis P2 và Bacillus sp. P4 có hoạt tính enzyme tiêu hóa và ức chế 

V. parahaemolyticus; L. acidophilus LB sinh axit lactic. 

2. Đã chọn được tảo S. platensis làm môi trường thích hợp thay thế cho MPA/MRS, 

giúp B. subtilis P2 và Bacillus sp. P4 đạt mật độ > 9,2 Log CFU/mL, đường kính 

phân giải amylase (8–10 mm), protease, cellulase (18–21 mm) và ức chế V. 

parahaemolyticus (~ 9mm); L. acidophilus LB đạt 10,57 Log CFU/mL và tạo 18,24 

mg/mL axit lactic khi bổ sung 2 g/L glucose.  

3. Ba chủng vi khuẩn lựa chọn khi nuôi trong S. platensis giúp tăng khả năng sống 

sót trong điều kiện cực trị: nhiệt độ 50°C, pH (1 - 3), NaCl 4% so với khi nuôi trong 

môi trường truyền thống MPA/MRS. 

4. S. platensis còn là nguồn prebiotic cho sinh trưởng của vi khuẩn được thể hiện 

thông qua chỉ số prebiotic (Ipreb) của B. subtilis P2, Bacillus sp. P4, và L. 

acidophilus LB lần lượt đạt 3,15; 3,57; 3,68 và chỉ số hoạt động prebiotic (Apreb) 

đạt 0,37; 0,42; 0,56 tương ứng. 

5. Lên men L. acidophilus LB trong 3% S. platensis tăng hàm lượng axit béo không 

no đa nối đôi (PUFAs) lên 48,82% TFA, cao hơn so với khi nuôi trong môi trường 

MRS và với sinh khối tảo ban đầu, đồng thời vẫn giữ được hợp chất ɷ 6, ɷ 7. 

 KIẾN NGHỊ 

 Tiếp tục nghiên cứu tối ưu các môi trường cũng như điều kiện phù hợp cho 

sự kết hợp đa chủng giữa Bacillus và Lactobacillus cho định hướng tạo chế phẩm 

sinh học bổ sung vào thức ăn cho vật nuôi.  
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Nam.<https://thuysanvietnam.com.vn/trong-rong-bien-ky-vong-but-

pha/>, accessed: 09/04/2024. 

42. Pham D.T., Dang D.H., Pham Q.K., .Nguyen T.T.,  2015, Đánh giá tác động 

sinh học của nguyên liệu sinh khối vi khuẩn tảo biển Nannochloropsis oculata 
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PHỤ LỤC 

Trình tự 16S rRNA của chủng vi khuẩn P2: 

TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTT

AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGG

GATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCA

TGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCG

CGGCGCATTAGCTAGGTGGTGAGGAAACGGCTCACCAAGGAAAAGATG

CGTAGCCGACCTGAGAAGGGTGATCGGCCACCACTGG 

GACTGAGAAACCGGCCCAGACTCCTTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG

AAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGT

TCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA

ATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTGAGT

GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG

ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGAC

GCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA

GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT

TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC

AAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG

CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA

TCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGAC

AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG

TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG

CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC

GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG

GACAGAACAAAGGGCACCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAA

TCTGTTCTCNAGTTCGGAACCCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTG

GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG

GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG

TCGGTGAGGTAACCTTTAGGAGCCAGCCGCCGAANNNNCCAGA 

 

Trình tự 16S rRNA của chủng vi khuẩn P4: 



 

 

 

 

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTA

GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG

ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCAT

GGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGC

GGCGCATTTAGCTAGTGGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATN

GCGTAGCCGACCTGAGAGGCGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA

CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATC

GTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGC

ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG

CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA

AGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA

CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTAGTGCAGAAGAGGAGAG

TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC

CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAA

GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA

CGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA

ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCA

AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC

GAAGCAACGCGAAGAACCTTACNNCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATC

CTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAATGACAGGTGGTGCATG

GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG

CGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG

ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA

TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTTACAATGGACAGAACAAA

GGGCACCGAAACCGCGCAGGTTAACCCAATCCCACAAATCNTGTTCTCA

TGTTCGGAACGCAATCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAG

TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA

CACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGT

AACCTTTATGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGAC 
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Abstract
Lactobacillus acidophilus is a probiotic commonly used in aquaculture to enhance the growth and immune system of aquatic 
species through the synthesis of various enzymes, and antimicrobial compounds like lactic acid. Traditional method of 
growing L. acidophilus involes using the De Man–Rogosa–Sharpe (MRS) medium. However, L. acidophilus belongs to a 
non-spore forming group, which make it vulnerable to stress conditions, especially during the usage process. Therefore, the 
present study aimed to improve the survival rate, antibacterial activity, and enrich the polyunsaturated fatty acids (PUFAs) 
content of L. acidophilus LB when cultured in an algae-supplemented medium, thus increasing its benefits in aquaculture 
applications. Using different algae biomass species as an alternative to MRS medium for the growth of L. acidophilus LB, 
the results showed that Spirulina platensis promoted the highest density of L. acidophilus LB. When grown in (S. platen-
sis + glucose) medium, L. acidophilus LB produced the highest lactic acid concentration of 18.24 ± 2.43 mg/mL and survived 
in extreme conditions such as 4% NaCl, pH 1.0–2.0, and 50 ºC, and inhibited 99.82 ± 0.24% of Vibrio parahaemolyticus 
population after 2 days of treatment. Additionally, it was observed that the PUFAs content, specifically omega-6, and -7, 
also increased in the fermentation mixture as compared to the control sample. These findings highlighted the potential of 
utilizing the cyanobacteria S. platensis as an alternative, eco-friendly growth substance for L. acidophilus LB to enhance its 
bioactivity and viability under extreme conditions.

Graphical Abstract

Ha Phuong Hoang and Minh T. Nguyen these authors are 
contributed equally to this work.

Extended author information available on the last page of the article

http://orcid.org/0000-0002-8516-3196
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00284-024-03865-9&domain=pdf


	 P. H. Hoang et al.  380   Page 2 of 12

Introduction

Lactobacillus, a probiotic genus, secretes organic acids 
like lactic acid, acetic acid, and hydrogen peroxide under 
certain fermentation conditions, showing strong antimi-
crobial effects against various pathogens [1]. Therefore, 
it serves as an environmentally friendly substitute for 
antibiotics in preventing the spread of pathogen in shrimp 
farming [2]. Moreover, Lactobacillus strains can produce 
a range of enzymes, including proteases, fructanases, 
and amylases. These enzymes play crucial roles in the 
digestion of complex food substances into bioactive com-
pounds. Specifically, they break down proteins into amino 
acids [3] and fermentable carbohydrates like fructans and 
starch into short-chain fatty acids (SCFAs) [4], which are 
readily absorbed by the host animal, thereby enhancing 
health [5, 6]. A study by Chiu et al. demonstrated that 
adding Lactobacillus pentosus BD6 at a concentration of 
109 CFU/kg to the diet significantly enhanced growth, feed 
efficiency, and disease resistance in Pacific white shrimp 
(Litopenaeus vannamei) compared to a control group 
without probiotics [7]. Another study found that feeding 
shrimp with Lactobacillus at 107 CFU/g diet increased 
their weight significantly after 27 days [8]. Therefore, 
there is an increasing demand for the production of the 
Lactobacillus biomass. The MRS medium is favored for 
cultivating Lactobacillus strains at a lab scale due to its 
nutrient-rich composition, including yeast extract, pep-
tone, meat extract, and various inorganic salts. However, 
its high cost hinders its use in large-scale production [9]. 
The price and quality of probiotic products depend on the 
microbial strains, culture conditions, and the composition 
of the fermentation environment. In some studies, agricul-
tural by-products such as cheese whey, corn steep liquor, 
and cabbage liquor have been experimentally used to pre-
pare Lactobacillus culture medium on an industrial scale 
[10, 11]. However, the addition of yeast extract, peptone, 
or meat extract is still necessary to maintain the growth of 
bacteria in these medium comparable to that in the MRS 
medium [12, 13]. Thus, despite these alternatives, the cost 
of the biomass production of Lactobacillus may not be 
significantly reduced. Lactobacillus, being non-endospore 
forming, is known to be particularly vulnerable to harsh 
environments, affecting their viability during production 
and application [14]. For instance, exposing L. plantarum 
KLDS 1.0628 to 55 °C for an hour can decrease its sur-
vival by over 95% [15]. Additionally, high salt conditions 
led to the disappearance of nine out of ten Lactobacillus 
species in mice guts [16]. Thus, identifying cost-effective 
substrates that enhance growth, activity, and survival of 
Lactobacillus during fermentation is essential to explore 

practical and industrial-scale applications of the probiotic 
in aquaculture.

Algae are traditionally considered a rich nutritional 
source of protein, essential amino acids, vitamins, miner-
als, and trace elements to supplement the aqua feed[17]. 
Many species of algae can synthesize essential polyun-
saturated fatty acids (PUFAs), especially γ-linoleic acid 
(GLA, C18: 3n-6), linoleic acid (C18: 2n-6), eicosapentae-
noic acid (EPA, C20: 5n-3), docosahexaenoic acid (DHA, 
C22: 6n-3) and arachidonic acid (AA, C20: 4n-6) which 
mostly are incapably produced by aquatic animals [18]. 
Research indicates algae as a potential prebiotic source that 
can enhance probiotic growth [19]. Sylwia et al. found that 
incorporating algae biomass into Lactobacillus cultures 
increases bacterial viability, acid resistance, and preserves 
omega-3 content after fermentation [20].

Therefore, in this study, the dried algae powder was tested 
as the sole nutrient source for culturing L. acidophilus LB 
to potentially lower the cost of the bacterial biomass pro-
duction and initially develop a bioproduct with improved 
probiotic activity and essential polyunsaturated fatty acids 
from algae biomass that could benefits shrimp farming activ-
ity. Specificaly, the effectiveness of algae supplementation 
in increasing lactic acid production, enhancing anti-Vibrio 
parahaemolyticus activity, and providing the L. acidophi-
lus LB with resilience ability against harsh conditions such 
as high temperatures, low pH, or salinity will be assessed. 
MRS medium serves as the standard, demonstrating that L. 
acidophilus LB cultured in algae-supplemented medium can 
achieve growth and probiotic qualities comparable to those 
cultivated in the nutrient-rich MRS medium, traditionally 
regarded as optimal for lactobacilli cultivation. Moreover, 
this study will evaluate the variations in concentrations 
of critical polyunsaturated fatty acids (PUFAs), such as 
omega-6 and omega-7, within the fermentation mixture, as 
these are valuable nutrients for the growth of aquatic animal.

Material and Methods

Bacteria and Algae Strains

The strain Lactobacillus acidophilus LB (GenBank acces-
sion nos. OK398226.1) was obtained from the Environmen-
tal Bioremediation Lab., Institute of Biotechnology, VAST. 
L. acidophilus LB was cultured in the Rogosa and Sharpe 
(MRS) medium (CAS no. 69966, Sigma-Aldrich). The 
pathogen Vibrio parahaemolyticus VTCC 910192, provided 
by the Vietnam Type Culture Collection, was activated in 
the Thiosulfate–citrate–bile salts–sucrose (TCBS, Sigma-
Aldrich, UK), then subcultured in Luria–Bertani broth 
(Sigma-Aldrich, UK) for further use in the experiments [21].
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The marine microalgae Isochrysis galbana (Genbank 
accession no. FJ536744), Nannochhoropsis oculata (Gen-
bank accession no. GU220364), and cyanobacteria Spirulina 
platensis BM belongs to a collection of Algal Biotechnology 
Department, Institute of Biotechnology, VAST. The marine 
microalgae were cultivated in Erdcheiber medium [22], and 
Spirulina plaensis BM was cultivated in SOT medium [23], in 
a semi-batch regime. The biomass was harvested by centrifu-
gation and washed with tap water to remove salt, dried at 40 ºC 
for 48 h, and then stored at − 20 ºC until use. Throughout this 
study, the algae–containing medium was prepared by suspend-
ing the algae biomass in a phosphate buffer solution (PBS, pH 
7), and autoclaving the medium at 121 °C, 15 psi for 30 min to 
prevent the bacteria contamination in the medium. The con-
centration of algae in the medium was changed depending on 
the purpose of the experiments.

During the fermentation of L. acidophilus LB, bacterial 
purity was ensured by regularly plating samples of the fer-
mentation liquid on MRS agar and incubating at 35 ºC for 
48 h. Purity was confirmed if colonies on the agar resembled 
those of a pure L. acidophilus LB culture, with no foreign 
colonies present.

L. acidophilus LB Culture in the Algae–Containing 
Medium

The marine microalgae powder, including I. galbana, N. 
oculata, and cyanobacteria S. platensis was dispersed sepa-
rately in PBS at different concentrations of: 3.0; 3.5; 4.0, and 
5.0% (w/v). The newly activated L. acidophilus LB with a 
density of about 108 CFU/mL was inoculated in either MRS 
or each of the above-prepared algae-containing medium at 
a ratio of 5% (v/v). L. acidophilus LB was isolated by the 
author from shrimp farming and showed an optimal growth 
temperature of 35 ºC. Therefore, 35 ºC was the temperature 
applied for the growth of L. acidophilus LB in this study. 
The prepared cultures were grown anaerobically for 5 days. 
The negative control was mediums without bacteria. Sam-
ples were withdrawn daily to assess the bacterial density 
and secreted lactic acid concentration. The cell density was 
calculated based on the plate count method and expressed 
as a logCFU/mL. The lactic acid content in bacterial culture 
was measured by a high-performance liquid chromatography 
system equipped with a UV detector at 210 nm. During the 
analysis process, the 5 mM H2SO4 was used as the mobile 
phase in a Rezex ROA (300 × 7.8 mm, Phenomenex) column 
at a flow rate of 0.4 mL/min and temperature of 60 °C.

Effect of Carbon Sources on Lactic Acid Production 
by L. Acidophilus LB

To determine the effect of carbon sources on the production 
of lactic acid by L. acidophilus LB, different carbon sources 

(glucose, saccharose, fructose, and molasses) were added at 
a concentration of 2% (w/v) to the algae–containing medium 
(3%, w/v). A 5% (v/v) L. acidophilus LB culture (with a den-
sity of about 108 CFU/mL) was inoculated in the prepared 
medium and incubated at 35 ºC for 4 days. The samples 
were collected daily to check for lactic acid concentration. 
The control samples were L. acidophilus LB culture in MRS 
broth and algae–containing medium without the addition of 
external carbon sources.

Salinity Tolerance

Lactobacillus acidophilus LB suspension, with a concen-
tration of about 108 CFU/mL, was cultured in S. platen-
sis (3% w/v) + Glucose (2%, w/v) (AG) medium and MRS 
medium with varying NaCl concentrations (0, 1.5, 2.0, 3.0, 
4.0% w/v) to assess the protective effect of S. platensis on 
L. acidophilus LB under high salinity conditions. The cul-
tures were incubated statically at 35 °C. The growth of L. 
acidophilus LB in these salt-supplemented AG and MRS 
media was determined by measuring the bacterial density 
after 4 days of culture. In the control experiment, L. acido-
philus LB was cultured in corresponding media without the 
addition of NaCl.

Acid Tolerance

L. acidophilus LB was grown in an MRS medium to a den-
sity of 108 CFU/mL, and then centrifuged at 8000 rpm for 
2 min to remove the supernatant. The pH of MRS and AG 
media was adjusted to 1, 2, 3, or 4 using 1N HCl and inocu-
lated with the prepared bacteria. The MRS and AG media 
with pH 7 served as controls. Cultures were incubated at 
35 °C then samples were taken at 1, 2, and 3 h. After centrif-
ugation, the bacterial pellets were resuspended in phosphate 
buffer (pH 7) and diluted to check viability.

Heat Shock Tolerance

L. acidophilus LB was cultured in MRS or AG medium to 
reach the density of approximately 108 CFU/mL. Then each 
of these bacterial suspensions was transferred to different 
Eppendorf tubes and placed in a water bath at three different 
temperatures of 40, 45, and 50 °C. After 15 min, treatment 
was stopped immediately by placing the tubes on ice for 
5 min. The culture maintained at 35 °C served as control. 
The survival rate of L. acidophilus LB in each treatment was 
estimated according to the following equation [24]:

Survivalrate(%) =
logCFU∕mL after treatment

logCFU∕mL before treatment
× 100%
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Antimicrobial Activity

The effect of S. platensis addition on the antimicrobial 
activity of L. acidophilus LB was determined by the 
broth dilution method [25]. Briefly, L. acidophilus LB 
was inoculated concurrently in MRS and algae-added 
medium (S. platensis (3% w/v) + glucose (2%, w/v)) and 
grown at 35 °C for 4 days. Next, the cell-free suspension 
(CFS) of these two cultures, named CFS-M and CFS-S, 
respectively, was prepared by centrifuging these cultures 
at 10,000 rpm for 5 min and filtered through a 0.22 μm 
syringe filter (Milex-GV filter, Millipore). In the present 
study, pathogenic Vibrio parahaemolyticus was used to 
test the antimicrobial activity of L. acidophilus LB. Over-
night pathogenic bacteria was inoculated (2% v/v) in fresh 
LB broth and seeded in multiple eppendorf tubes (100 μL 
per tube). The collected CFS was then diluted with LB 
broth and pipetted into these prepared tubes (100 μL per 
tube) to obtain different CFS concentrations of 0, 1, 5, 
7.5, 10, 15, or 20% (v/v). In the positive control, oxytet-
racycline antibiotics at a stock concentration of 10 mg/L 
were added to the V. parahaemolyticus cultures instead of 
the CFS solution. In contrast, in the negative control, the 
bacteria were grown in the LB medium without antibiotics 
and CFS supplements. The tubes were incubated at 35 ºC 
for 48 h. Pathogen growth was monitored by measuring 
the optical density at 600 nm (UV-1601 Spectrophotom-
eter, Shimadzu, Japan). Additionally, a similar experiment 
procedure was also carried out with the filtered S. platen-
sis supernatant to evaluate the anti- V. parahaemolyticus 
activity of the S. platensis. The antimicrobial activity was 
expressed as inhibition (%) of V. parahaemolyticus growth 
in CFS-added samples compared to the control via the 
equation:

where Ac is the average of bacteria turbidity of the negative 
controls, and At is the average of bacteria turbidity of the 
treatment sample.

Gas Chromatography Analysis (GS)

The fatty acid profiles of three samples were analyzed: 
L. acidophilus LB biomass cultured in MRS medium, 
S. platensis biomass, and the fermentation mixture of L. 
acidophilus LB and S. platensis biomass. The analysis 
was conducted using a 7890A gas chromatograph from 
Agilent, with the conditions specified by Colantoni et al.
[26]. Briefly, the sample was injected into the SBP-2331 
capillary columns (Sigma-Aldrich) and used helium as the 

Inhibition (%) =
Ac−At

Ac
× 100%

carrier gas (linear velocity of 36.26 cm/s). A 5975C mass 
spectrometer (Agilent) was used to record the generated 
mass spectra from 45 to 450 m/z and 240 °C. Each peak 
generated was compared to the NIST 17.L mass spectral 
library to identify the corresponding compound.

Statistical Analysis

All experiments were done in three biological replicates 
(n = 3). The result was expressed as mean ± standard devia-
tion (SD). The statistical significance was determined by a 
two-tailed Student’s t-test that was performed in SigmaPlot 
version 12.0, P < 0.05 was considered an indicator of statisti-
cal significance. Additionally, the statistical significance of 
differences among more than three groups was determined 
using a one-way analysis of variance (ANOVA) test.

Results

Growth and Lactic Acid Production of L. acidophilus 
LB in Different Algae Inclusion

Table 1 shows the density of L. acidophilus LB during a 
5-day incubation period. Regardless of the type of algae 
used, the growth of L. acidophilus LB increased with time, 
reaching its maximum density on the 4th day, followed by a 
decrease on the 5th day. The PBS medium with 3% S. plat-
ensis showed the highest bacteria density of 10.82 ± 0.38 log 
(CFU/mL) on the 4th day. This value was almost the same 
as the cell density of 9.57 ± 1.16 log(CFU/mL) in the MRS 
medium (P > 0.05). When the S. platensis concentration was 
increased to 3.5%, the density of L. acidophilus LB was not 
different from the medium containing 3% of S. platensis. 
However, when the S. platensis concentration was increased 
4% and 5%, the density of L. acidophilus LB increased to 
over 11 log(CFU/mL), which was significantly higher than 
in other tested mediums. On the other hand, L. acidophilus 
LB was able to grow in a medium containing I. galbana and 
N. oculata, but the bacterial density was lower compared to 
the MRS culture at the same incubation time.

The study also assessed L. acidophilus LB's lactic acid 
production. Results indicated the absence of lactic acid in 
the I. galbana + PBS medium, whereas N. oculata and S. 
platensis mediums saw lactic acid concentrations peak at 
2.91 and 6.85 ± 0.20 mg/mL, respectively, after 4 days. 
These figures were markedly lower than the 17.5 ± 1.03 mg/
mL achieved in MRS medium. Additionally, no significant 
change in lactic acid levels was observed with increased 
algae biomass concentration. Thus, a 3% S. platensis bio-
mass concentration (Table 2) was identified as optimal for 
enhancing L. acidophilus LB's lactic acid production.
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Effect of External Carbon Sources Addition 
on the Lactic Acid Production of L. acidophilus LB

Figure 1 depicted an improvement in lactic acid production 
in algae–containing medium when an external carbon was 
added. The amount of lactic acid produced depends on 
the types of algae used. The highest lactic acid concentra-
tion of 18.24 ± 2.43 mg/mL was observed in the medium 

containing 3% S. platensis and 2% glucose. This value 
was found to be similar to the value of 19.13 ± 4.46 mg/
mL obtained in MRS culture (P > 0.05). However, the 
lactic acid concentration in the medium containing I. 
galbana and N. oculata remained low at 3.01 ± 0.70 and 
9.92 ± 1.20 mg/mL, respectively. Thus, further investiga-
tion was carried out to study the effect of S. platensis on 
the probiotic characteristic of L. acidophilus LB.

Table 1   Bacterial density of 
L. acidophilus LB grew in the 
culture medium supplemented 
with different types and 
concentrations of dried algae 
biomass (Log(CFU/mL))

Values are expressed as mean ± SD (n = 3). Within a column, the asterisks (*) symbol represents P < 0.05 
versus the control sample

Algae content Day 0 Day 1st Day 2nd Day 3rd Day 4th Day 5th

Control—L. acidophilus LB cultured in MRS medium (Log(CFU/mL))
0% 5.09 ± 0.23 6.32 ± 0.44 8.73 ± 0.17 10.26 ± 0.41 10.57 ± 1.16 8.39 ± 0.65
L. acidophilus LB cultured in (I. galbana + PBS) medium (Log(CFU/mL))
3% 5.12 ± 0.51 5.82 ± 0.06 7.62 ± 0.27* 8.88 ± 0.11* 9.73 ± 0.41* 8.03 ± 0.58
3.5% 5.34 ± 0.87 6.45 ± 0.03 7.94 ± 0.65* 9.54 ± 0.83* 9.99 ± 0.55* 8.45 ± 1.66
4% 5.84 ± 0.98 6.69 ± 0.50 8.13 ± 1.54* 9.25 ± 0.71* 9.93 ± 0.37* 7.99 ± 0.64
5% 5.92 ± 0.29 6.15 ± 0.72 8.35 ± 0.04 9.93 ± 0.90 10.13 ± 0.73 8.98 ± 0.40
L. acidophilus LB cultured in (N. oculata + PBS) medium (Log(CFU/mL))
3% 5.16 ± 0.64 6.56 ± 1.19 7.92 ± 0.46* 8.05 ± 0.23* 8.76 ± 0.04* 7.39 ± 0.08*
3.5% 5.22 ± 0.63 6.81 ± 0.90 7.03 ± 0.89* 8.93 ± 1.11* 8.68 ± 0.02* 8.90 ± 1.53
4% 5.56 ± 0.39 6.45 ± 0.98 6.78 ± 1.53* 8.56 ± 0.72* 9.64 ± 0.03* 9.02 ± 0.75*
5% 5.75 ± 0.09 6.89 ± 0.55 7.77 ± 0.94* 9.20 ± 0.84* 9.37 ± 0.09* 8.72 ± 0.14
L. acidophilus LB cultured in (S. platensis + PBS) medium (Log(CFU/mL))
3% 5.69 ± 0.49 7.02 ± 0.01* 9.17 ± 0.45* 10.42 ± 0.39 10.82 ± 0.38 9.01 ± 0.68*
3.5% 5.38 ± 0.54 7.05 ± 0.09* 9.67 ± 0.12* 10.45 ± 0.11 10.49 ± 0.37 10.13 ± 0.49*
4% 5.88 ± 0.62 8.73 ± 1.12* 9.40 ± 0.69* 9.66 ± 0.78* 11.16 ± 0.28* 10.21 ± 0.44*
5% 5.59 ± 0.43 9.00 ± 0.45* 9.58 ± 0.42* 10.26 ± 0.49 11.00 ± 0.73* 10.78 ± 0.46*

Table 2   Lactic acid production 
of L. acidophilus LB grew 
in the culture medium 
supplemented with different 
types and concentrations of 
dried algae biomass (mg/mL)

Values are expressed as mean ± SD (n = 3). Within a column, the asterisk (*) represents P < 0.05 versus the 
control sample. “-” means not detected

Algae content Day 1st Day 2nd Day 3rd Day 4th Day 5th

Control—L. acidophilus LB cultured in MRS medium (mg/mL)
0% 12.60 ± 0.47 14.40 ± 0.94 14.81 ± 0.84 17.53 ± 0.13 12.60 ± 0.60
L. acidophilus LB cultured in (I. galbana + PBS) medium (mg/mL)
3%, 3.5%, 4% or 5% –
L. acidophilus LB cultured in (N. oculata + PBS) medium (mg/mL)
3% – – 1.02 ± 0.24* 2.54 ± 0.51* 2.32 ± 0.02*
3.5% – – 0.98 ± 0.83* 2.91 ± 0.59* 2.88 ± 0.33*
4% – – 0.75 ± 0.26* 2.91 ± 0* 2.45 ± 20*
5% – – 1.22 ± 0.61* 2.91 ± 0* 2.72 ± 0.84*
L. acidophilus LB cultured in (S. platensis + PBS) medium (mg/mL)
3% 2.96 ± 1.05* 3.32 ± 0.40* 3.86 ± 0.63* 4.26 ± 0.19* 3.78 ± 1.46*
3.5% 2.54 ± 0.96* 2.87 ± 0.65* 3.05 ± 0.85* 3.48 ± 1.89* 3.38 ± 1.16*
4% 2.60 ± 0.34* 3.03 ± 1.35* 3.62 ± 0.64* 4.20 ± 1.36* 3.86 ± 0.95*
5% 2.95 ± 0.89* 3.79 ± 0.17* 5.13 ± 1.36* 6.85 ± 0.20* 6.06 ± 1.23*
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Salinity Tolerance of L. acidophilus LB 
in the Presence of S. platensis

Different concentrations of NaCl (0, 1.5, 2.0, 3.0, and 4%) 
was used to evaluate the effect on the growth of L. acido-
philus LB. As presented in Fig. 2, at 0 h, the initial bacte-
rial density was around 6.07 ± 0.42 to 6.87 ± 0.24 logCFU/

mL in each treatment, without significantly different. After 
4 days of incubation in MRS culture, the bacteria density 
increased to 8.92 ± 0.20 logCFU/mL. However, the addi-
tion of salt partially inhibited bacterial growth, resulting in 
a cell population reduction to 8.04 ± 0.27 logCFU/mL in 
(MRS + 1.5% NaCl) medium. Interestingly, the presence of 
S. platensis biomass shifted the optimal salinity condition 
for L. acidophilus LB growth to 1.5% NaCl. The highest bac-
terial density of 12.31 ± 0.01 logCFU/mL was measured in 
the (S. platensis 3% + NaCl 1.5%) culture, which was about 
1.5 times higher than that of (MRS + NaCl 1.5%) culture. 
Moreover, the S. platensis were able to protect L. acidophi-
lus LB at an extreme salinity concentration of 4%. Bacterial 
growth in (S. platensis 3% + NaCl 4%) was similar to that of 
no salt-added medium (P > 0.05).

Survival Rate of L. acidophilus LB Cultured in S. 
platensis—Containing Medium Under Heat‑Shock 
Condition

Figure 3 indicates that L. acidophilus LB was able to survive 
without significant cell loss after being heat shock at 40 °C, 
compared to the bacterial survival rate of the untreated 
sample which remained above 99% for both MRS and S. 
platensis-added cultures. Exposure to 45 °C significantly 
reduced L. acidophilus LB's survival rate in MRS medium 
to 89.30 ± 3.12%, whereas in the medium supplemented 
with S. platensis biomass, the bacterial cell count remained 
stable. Heat-shocked MRS culture at 50 °C resulted in the 
complete death of all bacterial cells. Although the sur-
viving percentage decreased to 54.12 ± 0.71%, a viable 
cell count of 5.72 ± 0.07 logCFU/mL was measured in S. 

Fig. 1   Increase in lactic acid production due to the addition of an 
external C-source in the algae-containing medium after 4  days of 
incubation. Values are expressed as mean ± SD (n = 3). The asterisk 
symbol (*) represents P < 0.05 versus in MRS culture, which deter-
mined with the two-tailed Student’s t-test. Within a type of algae-
added medium, statistical significance was determined by the one-
way ANOVA test, values with different letters indicate significant 
differences among samples

Fig. 2   The impact of S. platensis supplement on L. acidophilus LB in 
high salinity conditions. Values are expressed as mean ± SD (n = 3). 
Within a type culture medium, the two-tailed Student’s t-test was 
used to verify the significant difference in the bacteria density under 
salt-added conditions versus freshwater conditions, (*) indicated 
P < 0.05

Fig. 3   Bacterial density (bar) and survival rate (line) of L. acidophi-
lus LB heat-shocked to 35, 40, 45, and 50 °C in S. platensis – con-
taining culture (SPI) and MRS culture (MRS). Values are expressed 
as mean ± SD (n = 3). Statistical significance was determined with 
Student’s t-test, the asterisk symbol (*) represents P < 0.05 versus the 
survival rate at 35 °C
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platensis—added medium after being heat-shocked at 50 °C 
(Table 2).

Effect of S. platensis Biomass Addition 
on the Survival Rate of L. acidophilus LB 
in Extremely Acidic Condition

The acid tolerance capability of L. acidophilus LB was 
tested in MRS and S. platensis—containing medium at dif-
ferent pH levels. The experimental results showed that the 
pH value of each treatment did not significantly change dur-
ing the experiment (Table S1). At the lowest pH level of 1, 
L. acidophilus LB was not viable in MRS culture after 2 h 
of treatment (Table 3). On the contrary, in S. platensis—
containing medium, the bacterial density was remained at 
2.45 ± 0.32 log(CFU/mL) even after 3 h of treatment. At pH 
2, higher viability was also observed in medium with algae, 
achieving 3.85 ± 0.65 log(CFU/mL) after 3 h. Although the 
number of bacteria in the two mediums at pH 3 was similar 
in the first hour, the bacterial density in the MRS medium 
was considerably reduced with an increase in incubation 
time to 2 and 3 h. On the other hand, the survival of L. 
acidophilus LB in the S. platensis medium was stable even 
after 3 h of treatment.

Enhanced Anti‑V. parahaemolyticus Activity of L. 
acidophilus LB Cultured in S. platensis – Containing 
Medium

Table 4 demonstrates that the cell-free solution derived 
from (S. platensis 3% + glucose 2%) culture (CFS-S) 
has strong antimicrobial activity against pathogenic V. 
parahaemolyticus. Different concentrations (1–20%) of 
CFS-S were added to the culture of V. parahaemolyticus, 
and the results revealed that the higher the CFS-S con-
centration the more pathogenic bacteria were inhibited 
(Table 4). At a concentration of 7.5% CFS-S, there was a 
significant reduction of 79.17 ± 13.62% in the growth of 
V. parahaemolyticus. The inhibition percentage increased 
to 97.84 ± 1.08% for the 10% CFS-S treatment. At a con-
centration of 15% and above, CFS-S inhibited over 99% 
of pathogenic growth. The antibacterial potency of CFS-S 
(7.5% v/v) was found to be comparable to that of oxytet-
racycline at a concentration of 0.75 mg/L in this experi-
ment. On the other hand, treatment with a CFS-M con-
centration of 7.5% only inhibited pathogenic growth by 
15.44 ± 3.11%. The inhibitory effect of S. platensis super-
natant against V. parahaemolyticus was below 15% at all 
tested concentrations.

Table 3   Viability of L. acidophilus LB at different pH when grew in MRS or the S. platensis (3%) – containing medium

Values are expressed as mean ± SD (n = 3). Within a column, the asterisks symbol (*) represents P < 0.05 versus the sample at 0 h. Additionally, 
under a specific pH condition, values with different letters indicate significant differences in the density of bacteria that grew in S. platensis-
containing medium compared to MRS medium. “- “ means not detected

L. acidophilus LB in MRS medium L. acidophilus LB in S. platensis (3%)-containing medium

pH 7 pH 3 pH 2 pH 1 pH 7 pH 3 pH 2 pH 1

0 8.20 ± 0.5 8.00 ± 0.32
1 h 8.20 ± 1.49a 8.10 ± 0.11a 2.38 ± 0.58*a 1.34 ± 1.28*a 8.37 ± 0.45a 7.80 ± 1.38a 3.50 ± 0.72*b 3.26 ± 0.35*b

2 h 8.29 ± 2.16a 2.30 ± 3.99*a 1.60 ± 1.40*a – 8.35 ± 1.02a 8.49 ± 1.51b 4.41 ± 0.28*b 2.72 ± 1.05*
3 h 8.42 ± 2.30a 2.23 ± 1.07*a 0.83 ± 1.43*a – 8.24 ± 1.58a 7.13 ± 1.84b 3.85 ± 0.65*b 2.45 ± 0.32*

Table 4   Inhibition effect of the cell-free suspension of L. acidophilus LB cultured in MRS (CFS-M) or the S. platensis—containing medium 
(CFS-S) against the V. parahaemolyticus pathogen

Values are expressed as mean ± SD (n = 3). Within a column, statistical significance was determined by the one-way ANOVA test, values with 
different letters indicate significant differences among samples

Growth inhibition (%) Concentration of antibacterial agent in V. parahaemolyticus culture (% v/v)

1% 5% 7.5% 10% 15% 20%

Oxytetracycline (10 mg/L) 19.51 ± 6.91a 96.36 ± 0.93a 97.60 ± 0.74a 97.79 ± 0.15a 97.70 ± 0.45a 98.22 ± 0.44a

Supernatant of S. platensis (without 
L. acidophilus fermentation)

4.61 ± 3.60b 5.74 ± 2.04b 5.88 ± 1.25b 7.94 ± 1.59b 10.25 ± 0.83b 11.52 ± 2.23b

CFS-M 8.62 ± 4.0b 21.32 ± 5.58c 15.44 ± 3.11c 99.82 ± 0.24a 100a 100a

CFS-S 4.34 ± 1.99b 7.58 ± 2.88b 79.17 ± 13.62a 97.84 ± 1.08a 99.27 ± 1.04a 99.82 ± 0.24a
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Fatty Acid Profile of Algae Biomass After L. 
acidophilus LB Fermentation

A GC analysis was conducted to compare the fatty acid 
profiles of three samples, including the L. acidophilus LB 
biomass cultured in MRS medium, S. platensis biomass, and 
the fermentation mixture of L. acidophilus LB and S. plat-
ensis biomass. The results presented in Table 5 demonstrate 
a significant variation in the abundance of fatty acid compo-
sitions between the fermentation mixture of L. acidophilus 
LB in the MRS medium and the algae-containing medium. 
The MRS culture predominantly contained saturated fatty 
acids, such as decanoic (C10:0), hexadecanoic (C16:0), and 
eicosanoic acids (C20:0), constituting 97.48 ± 0.34% of the 
total fatty acids content. However, a notable decrease in the 
content of decanoic acid from 83.93 ± 0.22 to 40.71 ± 0.21% 
TFA was observed when the bacteria were fermented in the 
algae-containing medium. Surprisingly, the hexadecenoic 
acid (C16:1n-7) was absent in the MRS culture or algae bio-
mass, but a notable quantity of 12.53% TFA was detected in 
the bacteria/algae fermented mixture. This suggests that the 
bacteria may induce the desaturation process of the C16:0 
compound to its unsaturated form during fermentation with 
algae biomass.

Additionally, the cultivation of L. acidophilus LB in 
the S. platensis-containing medium also significantly 
enriched the amount of linoleic acid (C18:2n-6, omega-6) 
in the algae biomass by 1.62 times, from 22.76 ± 0.67 to 

36.29 ± 0.03%TFA. Furthermore, other fatty acids includ-
ing pentadecanoic acids (C15:2n-6), heptadecadiene acid 
(C17:2n-6), octadecenoic acid (C18:1n-9), and eicosanoic 
acid (C20:0) may have undergone conversions to different 
forms, leading to a decrease or absence of their content in 
the bacteria/algae fermented sample. These alterations sig-
nificantly increased the unsaturated fatty acids (PUFAs) 
content to the value of 48.82 ± 0.72% TFA, which was 1.39 
and 22.5 times higher compared to the MRS culture and the 
original algae biomass.

Discussion

This study revealed that S. platensis biomasss enhance the 
growth of L. acidophilus LB, likely due to its rich polysac-
charide and vitamin content, which bacteria easily access 
[27]. This supports previous findings on S. platensis's role in 
promoting lactic acid bacteria proliferation [28]. Algae have 
complex cell wall structures that are difficult for bacteria 
to digest directly during fermentation [29]. Hydrothermal 
hydrolysis of algae biomass at medium–low temperatures, 
such as in autoclaving, increases the solubilization of algae 
organic matter by 8–13% and eliminates contamination from 
foreign bacteria [30, 31]. This pretreatment also enhances 
the hydrolysis of macromolecules like starch and protein into 
smaller molecules that bacteria can utilize [32]. Yingda et al. 
reported that over 85% of fatty acids and 75% of omega-3 

Table 5   Fatty acid composition (% per TFA) in the fermentation mixture of L. acidophilus LB and S. platensis after 96 h

Values are expressed as mean ± SD (n = 3). “-” means not detected. Within a row, in cases where there was a not detected value, the asterisk 
symbol (*) denotes P < 0.05 in comparison to the L. adicophilus biomass grew in MRS medium or the S. platensis biomass samples. For rows 
containing three values, statistical significance was determined through the one-way ANOVA test. Distinct letters in this context signify notable 
differences among the samples

Specifications Common name L. adicophilus biomass 
grew in MRS medium

S. platensis biomass Fermentation mixture of 
L. acidophilus LB and S. 
platensis

PUFAs (Polyunsaturated fatty acids, 
% TFA)

2.16 ± 0.52a 35.14 ± 1.31b 48.82 ± 0.72c

 C15:2n-6 Pentadecanoic acid – 10.86 ± 0.19 –
 C16:1n-7 Hexadecenoic acid Palmitoleic acid, omega-7 – – 12.53 ± 0.69
 C17:2n-6 Heptadecadiene acid – 1.52 ± 0.46 –
 C18:1n-9 Octadecenoic acid Oleic acid, omega-9 2.16 ± 0.52 – –
 C18:2n-6 All cis-9, 12- octadeca-

dienoic       acid
Linoleic acid (LA), omega-6 – 22.76 ± 0.67 36.29 ± 0.03*

SFAs (Saturated fatty acid, % TFA) 97.48 ± 0.34a 64.84 ± 1.86b 51.16 ± 3.47c

 C10:0 Decanoic acid Capric acid 83.93 ± 0.22a 58.33 ± 0.48b 40.71 ± 0.21c

 C15:0 Pentadecanoic acid Pentadecylic acid – – 6.46 ± 1.35
 C16:0 Hexadecanoic acid 9.63 ± 0.25 – –
 C18: 0 Octadecanoic acid Steatic acid – 2.78 ± 0.78 2.06 ± 0.69
 C20:0 Eicosanoic acid 3.92 ± 0.15 – –
 C24:0 Tetracosanoic acid Lignoceric acid – 3.73 ± 0.60 1.93 ± 1.50
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content are retained in algae biomass after hydrothermal 
treatment [33]. Algae are also a potential source of prebiotics 
that promote probiotic growth [19]. In this study, the algae 
slurry produced from hydrothermal treatment is directly 
used in the fermentation of Lactobacillus acidophilus LB, 
creating an L. acidophilus LB/algae blend with enhanced 
probiotic activity and essential polyunsaturated fatty acids. 
After 4 days, the density of L. acidophilus LB in the S. plat-
ensis-enriched medium reached its peaked at 10.82 ± 0.38 
log (CFU/mL). The unusually long fermentation time was 
primarily due to a low level of L. acidophilus LB inoculum, 
which was close to 5 log CFU/mL. This amount was lower 
compared to other studies, where the inoculum ranged from 
7 to 9 log (CFU/mL) [34, 35]. Additionally, Rezvani et al. 
also noted that Lactobacillus growth phases might differ by 
strain [36], explaining the longer culture time needed for L. 
acidophilus LB here. Future experiments could adjust starter 
culture densities to align with specific goals and scales of 
production. Additionally, previous studies mainly focused on 
examining the effect of algae addition on probiotic growth, 
while the information on bacterial lactic acid production 
is still limited. Here, it is worth noting that when glucose 
is added as an external carbon source to the medium con-
taining S. platensis, it can produce a maximum lactic acid 
content of 18.24 ± 2.43 mg/mL, which was comparable to 
the lactic acid concentration in the MRS culture (P > 0.05).

Besides the improvement in the growth of L. acidophilus 
LB, the addition of S. platensis to the culture medium also 
enhances the bacterial survival rate in different adverse envi-
ronments. A previous study by Zamfir et al. suggested that L. 
acidophilus prefers to grow in low salt conditions [37]. How-
ever, with the presence of S. platensis, the density of L. aci-
dophilus LB at salinity of 4% was not significantly different 
from that of the control culture (no salt added). The enhance-
ment in salt tolerance of L. acidophilus LB could broaden 
its application in both freshwater and seawater. Addition-
ally, L. acidophilus LB was also able to survive in extreme 
environmental conditions of heat shock at 50 ºC and low 
pH of 1–2 for 3 h when grown in the S. platensis-containing 
medium, whereas these conditions recorded the death of all 
L. acidophilus LB cells cultured in MRS medium. A study 
by Sylwia et al. reported that the microalgae Chlorella vul-
garis could protect Lactobacillus spp. strains at pH 2.5, but 
a pH condition of 1.5 was the threshold for the survival of 
those bacteria, as no viable bacterial cells were detected in 
the culture medium after 1 h of treatment [20]. Thus, the 
present study further supports the use of S. platensis as an 
excellent growth substance for improving the survival of L. 
acidophilus LB.

Aquatic animals are vulnerable to serious diseases caused 
by pathogens such as V. parahaemolyticus [38]. This study 
found that L. acidophilus LB grown in a medium containing 
S. platensis showed a five-fold enhancement in inhibiting V. 

parahaemolyticus compared to cultures in MRS medium, 
using a treatment dose of 7.5% (v/v, CFS: pathogen growth 
medium). Lactobacillus strains are known for their anti-
bacterial effects, attributed to lactic acid production which 
acidifies the environment, and the release of other com-
pounds like hydrogen peroxide and short-chain fatty acids 
[39]. Lactic acid production by L. acidophilus LB in algae-
enriched medium was similar to its production in MRS 
medium. However, algal polysaccharides are water-soluble 
compounds with antibacterial, antiviral, and immune-stim-
ulating activities[40, 41]. Polyunsaturated fatty acids such 
as omega-6, -7, -9 also exhibited significant antimicrobial 
activity [42]. Thus, the coexisting of polysaccharides and 
PUFAs content in S. platensis and the antimicrobial com-
pounds from Lactobacillus LB might have a synergetic effect 
that increase the anti-V. parahaemolyticus activity of the (L. 
acidophilus LB + S. platensis) culture.

Using an S. platensis-enriched medium for L. acidophi-
lus LB growth increased organic material utilization from 
22 g/L to 30 g/L compared to the MRS medium. This modi-
fication enhanced bacterial survival, anti-pathogen activity, 
and provided essential nutrients, such as polyunsaturated 
fatty acids from the algae biomass, retained in the final 
product. Despite higher raw material use, this adjustment 
is a beneficial trade-off for producing more valuable feed 
supplements. Indeed, the majority of fatty acids in the MRS 
culture were saturated, including decanoic (C10:0), hexa-
decanoic (C16:0), and eicosanoic (C20:0) acids, making up 
97.48 ± 0.34% of the total fatty acids content. The findings 
align with prior research, demonstrating that the predomi-
nant fatty acid components present in Lactobacillus strains 
consist of the standard C14, C16, and C18 saturated fatty 
acids [43, 44]. The branched C14, C16, C17, C18, C19, and 
C21 acids were detected at concentrations of less than 0.5% 
of the total fatty acid content in most Lactobacillus strains 
[43]. However, the gas chromatography analysis showed 
that culturing L. acidophilus LB in S. platensis-containing 
medium significantly increased PUFAs content compared 
to MRS culture and algae biomass without fermentation. 
A higher amount of linoleic acid (omega-6) and palmioleic 
acid (omega-7) was measured in the bateria/algae fermented 
sample. Previous research has suggested that the pathway of 
fatty acids desaturation can be activated in stressful condi-
tions to protect bacterial cells from damage [45]. During a 
long fermentation process of 4 days, the stationary phase of 
L. acidophilus LB might induce the biosynthesis of linoleic 
acid (18:2n-6) as reported in Escherichia coli [46], which 
provides bacteria with survival advantages. Lactic acid bac-
teria can utilize an oxygen-consuming desaturase system to 
raise the levels of unsaturated fatty acids. In aquaculture, 
supplementing diets with PUFAs can improve larvae sur-
vival rates, reduce the transition period, and increase disease 
resistance [47]. Omega-6, a notable PUFAs, offers several 
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health benefits for both humans and aquatic animals. The 
addition of 2.4 g of omega-6 per kg of diet has been shown 
to enhance the growth and immune response of P. vannamei 
against the Enterocytozoon hepatopenaei pathogen [48]. 
Additionally, Dai et al. observed improved hepatopancreatic 
development in Chinese mitten crabs (Eriocheir sinensis) 
fed a diet supplemented with omega-6 [49]. Omega-7 has 
been noted to improve digestive health and reduce inflam-
mation [50]. Therefore, increasing these PUFAs levels in the 
fermentation mixture of L. acidophilus LB and S. platensis 
may offer various advantages in aquaculture.

Conclusion

The fermentation of L. acidophilus LB in S. platensis—
containing medium significantly enhanced survival rate, 
anti-V. parahaemolyticus pathogen activity of the bacteria. 
Lactic acid produced by LB strain reached a maximum value 
of 18.24 ± 2.43 mg/mL in (S. platensis + glucose) culture. 
Moreover, at the inclusion level of 3% w/v, S. platensis was 
able to protect L. acidophilus LB against extreme environ-
mental conditions such as high salt concentration of 4%, 
exposure to heat at 50 °C, and acidic pH of 1–2. It also 
increases the antibacterial activity of L. acidophilus LB 
against the V. parahaemolyticus pathogen to 99.82 ± 0.24%. 
Moreover, the fermentation of L. acidophilus LB signifi-
cantly increased the content of polyunsaturated fatty acids 
like omega-6 and -7 which are essential compounds for the 
growth of aquatic animals. These findings provide solid evi-
dence for further investigation of the positive effect of apply-
ing this fermented bioproduct in aquaculture.
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