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MỞ ĐẦU 

An toàn vệ sinh thực phẩm luôn là một trong những vấn đề được toàn xã 

hội đặc biệt quan tâm, nhất là trong bối cảnh chất lượng cuộc sống ngày càng 

được nâng cao. Hiện nay, ngộ độc thực phẩm do ăn phải thực phẩm hư hỏng 

trong quá trình chế biến, bảo quản và phân phối gây tổn thất nặng nề về kinh tế 

và sức khỏe người dân. Theo thống kê của Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), mỗi 

năm trên thế giới (trong đó có Việt Nam) có khoảng 600 triệu người mắc bệnh 

và 420 nghìn người tử vong do ăn thực phẩm không đảm bảo an toàn. Có nhiều 

tác nhân gây hư hỏng thực phẩm, trong đó phải kể đến tác nhân gây hư hỏng 

thực phẩm do bị nhiễm vi khuẩn Salmonella sp., Escherichia coli (E. coli), 

Clostridium spp…trong quá trình chế biến và bảo quản. Vi khuẩn này sinh độc 

tố gây ngộ độc thực phẩm khi người ta ăn phải là rất nghiêm trọng và phổ biến 

hiện nay. Vi khuẩn nêu trên và độc tố của chúng xâm nhập vào cơ thể con người 

ban đầu có thể gây ra các phản ứng như nôn mửa, tiêu chảy nhiều, đau bụng, 

mất nước,… Nếu không được cứu chữa kịp thời, cơ chể mất nhiều nước, suy 

kiệt, mất cân bằng chất điện giải, các độc tố và vi khuẩn gây bệnh tích luỹ với 

số lượng lớn trong cơ thể, nó hủy hoại bào quan gây suy tạng, gây nghiễm trùng 

máu dẫn tới tử vong. 

Hiện nay, để kiểm soát các vi khuẩn độc hại kể trên, sử dụng kháng sinh 

vẫn là cách phổ biến nhất, tuy nhiên việc sử dụng kháng sinh bừa bãi, sử dụng 

kháng sinh bị cấm, sử dụng quá liều, sử dụng thường xuyên dài ngày đã gây ra 

hiện tượng kháng thuốc kháng sinh trên một số vi khuẩn gây bệnh nguy hiểm. 

Hoặc là sử dụng các chất bảo quản hoá học để kiểm soát vi sinh vật trong thực 

phẩm trong thực phẩm còn nhiều hạn chế do nguy cơ tồn dư hoá chất. Do đó, 

việc nghiên cứ chọn lọc và sử dụng các chủng vi khuẩn probiotic có khả năng 

sinh tổng hợp các chất kháng khuẩn mạnh (không phải là kháng sinh) để ức chế 

vi khuẩn gây hư hỏng thực phẩm và vi khuẩn gây ngộ độc thực phẩm, có ý 

nghĩa quan trọng trong bảo quản thực phẩm, phòng tránh vi khuẩn bệnh ở người 

và động vật, góp phần giảm sử dụng kháng sinh và giảm vi khuẩn gây bệnh 

kháng kháng sinh. 

Các nghiên cứu trong nước và quốc tế đã chỉ ra rằng các chủng vi khuẩn 

thuộc chi Bacillus sp. được nghiên cứu là nhóm probiotic rất tiềm năng. 
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Bacillus sp. có khả năng tạo sinh bào tử bền vững, thích nghi tốt trong điều kiện 

môi trường bất lợi (nhiệt độ cao) và có thể sinh tổng hợp ra nhiều hợp chất 

kháng khuẩn như bacteriocin, lipopeptide, …, hợp chất kháng khuẩn tương tự 

bacteriocin (BLIS). Nhờ vào các đặc tính sinh học  này giúp Bacillus có khả 

năng ức chế các vi khuẩn gây hư hỏng thực phẩm. Bên cạnh đó, các chủng vi 

khuẩn Bacillus còn có vai trò quan trọng trong việc kích thích hệ miễn dịch, hỗ 

trợ đường tiêu hoá và sản xuất các enzyme tiêu hóa như protease, cellulase, 

lipase,... [1].  

Bacillus được phân lập được từ đất, thực phẩm lên men, hệ tiêu hoá động 

vật, phân động vật,... Trong đó, phân lập từ ruột của lợn khoẻ mạnh được xem 

là những nguồn giàu tiềm năng để phát hiện và tuyển chọn các chủng vi khuẩn 

có giá trị ứng dụng cao. Ruột lợn là môi trường phong phú, chứa nhiều loài vi 

khuẩn cộng sinh có vai trò duy trì cân bằng hệ vi sinh vật đường ruột và ức chế 

sự phát triển của vi khuẩn có hại. Việc phân lập các chủng Bacillus từ ruột lợn, 

góp phần bổ sung các chủng vi khuẩn mới có hoạt tính sinh học cao. Trong 

khuôn khổ luận văn, chúng tôi tập trung nghiên cứu vào việc đặc điểm sinh học 

như kháng khuẩn và mật độ tế bào của chủng vi khuẩn Bacillus có đặc tính 

probiotic định hướng phát triển chế phẩm sinh học probiotic có ý nghĩa khoa 

học và thực tiễn.  

Từ những lý do trên, tôi tiến hành nghiên cứu đề tài “Nghiên cứu một số 

đặc tính sinh học chủng probiotic Bacillus sp. có khả năng ức chế mạnh vi 

khuẩn gây hư hỏng thực phẩm”. 

Mục đích nghiên cứu:  

Tuyển chọn được chủng vi khuẩn Bacillus có khả năng ức chế mạnh vi 

khuẩn gây hư hỏng thực phẩm, định danh được chủng Bacillus sp. chọn lọc và 

nghiên cứu được một số đặc tính sinh học của chủng trong điều kiện in vitro. 

Mục tiêu cụ thể: 

- Chọn lọc được 01 chủng vi khuẩn Bacillus có hoạt tính ức chế mạnh vi 

khuẩn  Salmonella sp., E. coli, Clostridium. 

- Nghiên cứu được một số đặc tính sinh học của chủng vi khuẩn Bacillus 

chọn lọc trong điều kiện in vitro. 
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- Chọn được điều kiện và thành phần dinh dưỡng phù hợp cho nuôi cấy 

chủng vi khuẩn Bacillus sp. chọn lọc. 

Nội dung nghiên cứu: 

Nội dung 1: Nghiên cứu sàng lọc và chọn lọc chủng vi khuẩn Bacillus sp. 

có khả năng kháng khuẩn Salmonella spp., E. coli, Clostridium spp. gây hư 

hỏng thực phẩm. 

Nội dung 2: Định danh chủng Bacillus chọn lọc có khả năng kháng mạnh 

vi sinh vật kiểm định bằng kỹ thuật sinh học phân tử. 

Nội dung 3: Nghiên cứu một số đặc tính sinh học của chủng Bacillus sp. 

trong điều kiện môi trường in vitro (chịu axit, chịu muối mật, kháng kháng sinh, 

khả năng bám dính,…) 

Nội dung 4: Nghiên cứu điều kiện lên men (tỷ lệ tiếp giống, nhiệt độ, 

pH,..) và thành phần môi trường lên men thích hợp (nguồn cacbon, nguồn 

nitrogen, nguồn khoáng,…) của chủng Bacillus chọn lọc để sản xuất cao sản 

sinh khối bào tử. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1 Tổng quan về probiotic  

1.1.1 Định nghĩa probiotic 

Probiotic là các vi sinh vật sống có lợi, khi được sử dụng với nồng độ thích 

hợp sẽ mang lại lợi ích sức khỏe cho vật chủ. Các chủng probiotic thường thuộc 

các chi Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium và một số nấm men, có khả 

năng cải thiện cân bằng hệ vi sinh vật đường ruột, tăng cường đáp ứng miễn 

dịch và hỗ trợ phòng ngừa một số rối loạn tiêu hóa [2]. 

1.1.2 Tiêu chí lựa chọn chủng probiotic 

Việc lựa chọn chủng vi khuẩn probiotic đòi hỏi phải đáp ứng đồng thời 

các yêu cầu về an toàn, khả năng tồn tại trong đường tiêu hóa và hiệu quả sinh 

học đối với vật chủ [3], [4], [5]. Theo hướng dẫn của FAO/WHO và các nghiên 

cứu gần đây, một chủng vi khuẩn được xem là probiotic tiềm năng khi đáp ứng 

các tiêu chí sau: 

1.1.2.1 Định danh và đặc trưng chủng rõ ràng 

Chủng vi khuẩn phải được xác định chính xác đến cấp độ chi (genus), loài 

(species) và chủng (strain) bằng các phương pháp hình thái, sinh hóa và sinh 

học phân tử. Đặc tính probiotic mang tính đặc hiệu chủng nên việc định danh 

chính xác là yêu cầu bắt buộc. Hiện nay, các phương pháp sinh học phân tử như 

giải trình tự gen 16S rRNA, giải trình tự toàn bộ hệ gen (Whole Genome 

Sequencing - WGS) và các kỹ thuật định danh phân tử khác được sử dụng để 

xác nhận danh tính của chủng probiotic [3], [4], [5]. 

1.1.2.2 Đánh giá tính an toàn 

Chủng probiotic phải được chứng minh là an toàn cho người sử dụng, 

không được mang gen độc lực, không tạo độc tố, không gây tan huyết và không 

mang các gen kháng kháng sinh có khả năng truyền sang vi khuẩn khác. Việc 

đánh giá tính an toàn cần được thực hiện trước khi ứng dụng trong thực phẩm, 

thực phẩm bổ sung hoặc chế phẩm sinh học [3], [4], [5]. 

1.1.2.3 Khả năng chịu được điều kiện khắc nghiệt của đường tiêu hóa  
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Vi sinh vật probiotic cần có khả năng chịu được điều kiện khắc nghiệt của 

hệ tiêu hóa, bao gồm môi trường acid của dạ dày, enzyme tiêu hóa và muối mật 

ở ruột non. Khả năng này giúp vi sinh vật đến được vị trí tác động trong đường 

ruột với số lượng đủ lớn để phát huy hiệu quả sinh học [4]. 

1.1.2.4 Khả năng bám dính và định cư trên biểu mô ruột 

Khả năng bám dính lên tế bào biểu mô hoặc lớp chất nhầy đường ruột là 

một đặc tính quan trọng giúp kéo dài thời gian lưu trú của probiotic trong hệ 

tiêu hóa. Sự bám dính còn hỗ trợ cạnh tranh vị trí cư trú với vi sinh vật gây 

bệnh và tăng cường tương tác với vật chủ [4]. Trong quy mô phòng thí nghiệm, 

khả năng bám dính thường được đánh giá qua các thí nghiệm như tính kỵ nước, 

khả năng tự đông tụ và kết tụ vi khuẩn gây bệnh.  

1.1.2.5 Hoạt tính đối kháng với vi sinh vật gây bệnh 

Một chủng probiotic cần có khả năng ức chế hoặc hạn chế sự phát triển 

của vi sinh vật gây bệnh thông qua các cơ chế như sản xuất acid hữu cơ, 

bacteriocin, BLIS, hydrogen peroxide hoặc cạnh tranh chất dinh dưỡng và cạnh 

tranh vị trí bám dính. Đây là một trong những cơ chế quan trọng giúp duy trì 

cân bằng hệ vi sinh vật đường ruột [4]. 

1.1.2.6 Chứng minh được có lợi ích sức khoẻ 

Tiêu chí quan trọng nhất của probiotic là phải chứng minh được lợi ích 

sức khỏe cụ thể đối với vật chủ. Các lợi ích này có thể liên quan đến cải thiện 

sức khỏe đường tiêu hóa, tăng cường miễn dịch, giảm tiêu chảy liên quan đến 

kháng sinh hoặc hỗ trợ phòng ngừa và điều trị một số bệnh lý. Hiệu quả sức 

khỏe phải được chứng minh bằng các nghiên cứu khoa học đáng tin cậy. Các 

lợi ích sức khỏe của chủng probiotic cần được xác nhận bằng các nghiên cứu 

in vitro, in vivo và ít nhất một thử nghiệm lâm sàng trên người [3], [5]. 

1.1.2.7 Khả năng sống sót và ổn định trong sản phẩm 

Chủng probiotic phải duy trì được số lượng tế bào sống trong suốt quá 

trình sản xuất, bảo quản và thời hạn sử dụng của sản phẩm mà vẫn đảm bảo khả 

năng sống và hoạt tính sinh học. Điều này quyết định khả năng ứng dụng thực 
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tế của chủng probiotic trong thực phẩm, thực phẩm bổ sung hoặc chế phẩm sinh 

học [3], [4]. 

Tóm lại, theo FAO/WHO (2002), Binda et al. (2020) và Pereira et al. 

(2018), một vi sinh vật được công nhận là probiotic khi được định danh rõ ràng, 

đảm bảo tính an toàn, có các đặc tính chức năng phù hợp và đặc biệt phải mang 

lại lợi ích sức khỏe đã được chứng minh bằng các nghiên cứu lâm sàng trên 

người. 

1.2 Tổng quan về vi khuẩn gây hư hỏng thực phẩm 

1.2.1 Định nghĩa hư hỏng thực phẩm  

Hư hỏng thực phẩm là bất kỳ sự thay đổi không mong muốn nào về hình 

thức, mùi, vị hoặc kết cấu của thực phẩm, khiến nó không còn phù hợp hoặc 

không an toàn để tiêu thụ. Những thay đổi này là do các quá trình sinh học, hóa 

học hoặc vật lý làm phân hủy các thành phần của thực phẩm theo thời gian. 

Nguyên nhân là do sự phát triển của vi khuẩn, nấm men hoặc nấm mốc tồn tại 

tự nhiên trong môi trường, trên bề mặt thực phẩm hoặc xâm nhập trong quá 

trình xử lý và chế biến [6].  

1.2.2 Mối quan hệ giữa vi khuẩn gây hư hỏng thực phẩm với việc ngộ độc 

thực phẩm 

Vi khuẩn gây hư hỏng thực phẩm không trực tiếp gây bệnh cho con người 

nhưng sự hiện diện của chúng ở mật độ nhất định cho thấy thực phẩm đã bị suy 

giảm chất lượng và có nguy cơ mất an toàn. Điều kiện cho phép vi khuẩn gây 

hư hỏng phát triển như nhiệt độ bảo quản không thích hợp, độ ẩm cao hoặc 

nhiễm chéo vi sinh vật cũng là điều kiện thuận lợi cho các vi khuẩn  gây bệnh 

như Salmonella spp., Clostridium spp., Staphylococcus aureus và E. coli phát 

triển. Do đó, thực phẩm bị hư hỏng thường được xem là có nguy cơ cao gây 

ngộ độc thực phẩm và không nên sử dụng [7]. 

Bên cạnh đó, một số vi khuẩn gây hư hỏng có khả năng sinh ra các sản 

phẩm chuyển hóa độc hại như amin sinh học (histamine, tyramine, putrescine 

và cadaverine) trong quá trình phân giải protein. Khi tích lũy ở nồng độ cao, 

các hợp chất này có thể gây ra các triệu chứng ngộ độc như đau đầu, buồn nôn, 

nôn mửa, tiêu chảy và phản ứng dị ứng ở người dùng. Điển hình là ngộ độc 

histamine trong cá và các sản phẩm thủy sản bảo quản không đúng cách [8]. 
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Vì vậy, việc kiểm soát điều kiện vệ sinh, chế biến và bảo quản thực phẩm 

là biện pháp quan trọng nhằm hạn chế đồng thời sự phát triển của cả vi khuẩn 

gây hư hỏng có khả năng cao gây ngộ độc thực phẩm. 

1.2.3 Tình hình ngộ độc thực phẩm do ăn thực phẩm hư hỏng  

Trong quá trình làm hư hỏng thực phẩm, vi khuẩn được xem là một trong 

những tác nhân gây hư hỏng chủ yếu và làm suy giảm chất lượng thực phẩm 

trong thời gian ngắn. Các chủng vi khuẩn E. coli, Salmonella spp., Clostridium 

spp. được xác nhận là nguyên nhân gây ra các bệnh đường tiêu hoá. Chúng là 

nguyên nhân chính đứng sau hàng loạt vụ gây hư hỏng thực phẩm làm tăng khả 

năng gây ngộ độc thực phẩm.  

Tình hình bệnh trên thế giới 

Năm 2011, tại miền Bắc nước Đức đã phát hiện ra chủng mới thuộc loài 

E. coli, gây ra đợt bùng phát dịch nghiêm trọng với khoảng 4.000 trường hợp 

mắc bệnh và 53 trường hợp tử vong [9]. Bên cạnh đó, tại Hoa Kỳ, bang Alaska 

là khu vực có tỷ lệ ngộ độc thực phẩm do Clostridium botulinum cao nhất, 

chiếm khoảng 50% tổng số vụ được ghi nhận. Các trường hợp này chủ yếu liên 

quan đến việc tiêu thụ thực phẩm có nguồn gốc động vật bị nhiễm độc tố 

botulinum, đặc biệt là các sản phẩm từ cá và thịt được bảo quản và chế biến 

không bảo đảm an toàn thực phẩm [9].  

Tại Đan Mạch, đã ghi nhận 10 vụ bùng phát dịch liên quan đến việc tiêu 

thụ thực phẩm nhiễm vi khuẩn Salmonella spp. Theo số liệu thống kê, tổng số 

ca nhiễm Salmonella trong năm 2024 là 1.266 trường hợp, tăng nhẹ so với 

1.207 trường hợp được ghi nhận trong năm 2023. Trong số các chủng huyết 

thanh được xác định, Salmonella enteritidis là chủng phổ biến nhất với 274 ca 

bệnh. Đáng chú ý, khoảng 66% số trường hợp nhiễm Salmonella enteritidis 

được xác định có liên quan đến việc phơi nhiễm hoặc mắc bệnh trong thời gian 

lưu trú ở nước ngoài [10].  

Tình hình bệnh tại Việt Nam 

Tại Việt Nam, nhiều vụ ngộ độc thực phẩm do vi khuẩn gây bệnh đã được 

ghi nhận trong những năm gần đây. Điển hình, ngày 22/8/2020, tại huyện Krông 

Búk, tỉnh Đắk Lắk, một vụ ngộ độc thực phẩm xảy ra sau khi hàng trăm công 



8 

 

 

 

nhân sử dụng bánh mì thập cẩm gồm trứng chiên, chả lụa, bơ và nước sốt. Sau 

bữa ăn, 36 trường hợp phải nhập viện với các triệu chứng đau bụng dữ dội, nôn 

mửa và tiêu chảy. Kết quả xét nghiệm xác định thực phẩm nhiễm vi khuẩn 

Clostridium perfringens, được xem là nguyên nhân gây ra vụ ngộ độc [11]. 

Tiếp đó, vào năm 2023, tại huyện Phước Sơn, tỉnh Quảng Nam, đã ghi 

nhận 10 trường hợp ngộ độc sau khi sử dụng cá chép muối ủ chua, trong đó có 

một trường hợp tử vong trong thời gian đầu điều trị. Kết quả phân tích mẫu 

thực phẩm của ca bệnh đầu tiên cho thấy sự hiện diện của vi khuẩn Clostridium 

botulinum, tác nhân sinh độc tố botulinum có khả năng gây ngộ độc thần kinh 

nghiêm trọng [12]. 

Năm 2024, Việt Nam đã ghi nhận nhiều vụ ngộ độc thực phẩm quy mô 

lớn liên quan đến sự hiện diện của các vi khuẩn gây bệnh trong thực phẩm. 

Điển hình, vụ ngộ độc bánh mì xảy ra tại tỉnh Đồng Nai đã khiến hơn 550 người 

mắc bệnh. Tại Thành phố Hồ Chí Minh vào tháng 5 năm 2024 làm hơn 300 

người bị. Kết quả điều tra dịch tễ và xét nghiệm thực phẩm cho thấy vi khuẩn 

Salmonella có trong các thành phần như pate, thịt heo và rau ăn kèm. Tháng 3 

năm 2024, vụ ngộ độc thực phẩm liên quan đến cơm gà Trâm Anh tại tỉnh 

Khánh Hòa đã khiến hàng trăm người phải nhập viện điều trị, nguyên nhân 

được xác định là do nhiễm vi khuẩn Salmonella. Theo báo cáo của Sở Y tế tỉnh 

Đồng Nai, vụ ngộ độc bánh mì tại địa phương là 547 trường hợp mắc, các mẫu 

thực phẩm được phát hiện nhiễm vi khuẩn Salmonella spp. và E. coli [13].  

Trong năm 2026, một vụ nghi ngộ độc thực phẩm xảy ra sau bữa tiệc tất 

niên của nhân viên một ngân hàng trên địa bàn phường Bà Rịa. Theo thông tin 

từ Bệnh viện Đa khoa Bà Rịa, đến ngày 4/2/2026 đã ghi nhận thêm hai trường 

hợp nhập viện với các triệu chứng đau bụng, tiêu chảy và sốt. Kết quả xét 

nghiệm bệnh phẩm từ một số bệnh nhân cho thấy dương tính với vi khuẩn E. 

coli [14].  

Từ một số thông tin được trình bày ở trên cho thấy, ngộ độc thực phẩm do 

các vi khuẩn như Salmonella spp., E. coli và Clostridium spp. đã phản ánh 

những lỗ hổng trong khâu chế biến, bảo quản và kiểm soát an toàn thực phẩm. 

Mỗi chủng vi khuẩn mang đặc điểm gây bệnh khác nhau, trong đó Clostridium 
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có thể dẫn đến hậu quả đặc biệt nghiêm trọng tới sức khoẻ, thậm chí đe dọa 

trực tiếp tới tính mạng nếu không được xử lý kịp thời.   

1.2 Các vi khuẩn gây bệnh phổ biến  

1.2.1 Salmonella 

1.2.1.1 Đặc điểm sinh học 

Salmonella là loại vi khuẩn có hình que, gram âm, kị khí tuỳ nghi, không 

sinh bào tử, có khả năng di chuyển, thuộc họ Enterobateraceae sinh sống trong 

đường ruột người và động vật [15]. Salmonella phát triển tốt trên các môi 

trường nuôi cấy thông thường ở nhiệt độ tối ưu từ 35–37°C và pH thích hợp từ 

6,5–7,5. Vi khuẩn có thể phát triển trong khoảng nhiệt độ rộng từ 5–47°C và 

chịu được pH từ 4,0–9,5. Theo Bell và Kyriakides 2009, sản phẩm có chứa 

Salmonella sẽ bị tiệu diệt khi đun 15-20 phút ở 60oC [16].  

 

Hình 1.1 Vi khuẩn Salmonella [17] 

1.2.1.2 Cơ chế gây bệnh  

Theo Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), Salmonella là “thủ phạm” quen thuộc 

trong các vụ tiêu chảy toàn cầu. Mỗi năm, thực phẩm không an toàn khiến 550 

triệu người mắc bệnh, trong đó có 220 triệu trẻ nhỏ. Sau khi ăn phải thực phẩm 

nhiễm khuẩn, các triệu chứng thường âm thầm xuất hiện trong 6-72 giờ: sốt 

cao, đau quặn bụng, tiêu chảy, buồn nôn. Phần lớn người bệnh có thể hồi phục 

sau 2-7 ngày, nhưng với trẻ nhỏ, người lớn tuổi hay người có hệ miễn dịch suy 

yếu, tình trạng mất nước có thể diễn ra rất nhanh và trở nên nguy hiểm. 

Đầu tiên, vi khuẩn sử dụng các cấu trúc bề mặt fimbriae và nhờ roi để bám 

vào tế bào biểu mô ruột, sau đó vượt qua hàng rào niêm mạc và xâm nhập vào 

tế bào chủ [18]. Quá trình xâm nhập này chủ yếu được trung gian bởi hệ thống 

tiết type III (Type III Secretion System – T3SS) mã hóa bởi đảo gen gây bệnh 

SPI-1 [19], [20]. 
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Salmonella sau khi xâm nhập tồn tại trong một không bào Salmonella-

containing vacuole (SCV) và sử dụng hệ thống T3SS do SPI-2 mã hóa để điều 

chỉnh môi trường nội bào, ức chế sự hợp nhất giữa SCV và lysosome, từ đó 

tránh bị tiêu diệt và tiếp tục nhân lên trong tế bào [18], [21]. Các protein hiệu 

ứng của SPI-2 cũng tham gia duy trì cấu trúc và vị trí của SCV [21], [22]. 

Salmonella kích hoạt và điều hòa đáp ứng miễn dịch bằng cách kích thích 

sản xuất các cytokine tiền viêm như IL-1, IL-8 và IL-18, dẫn đến viêm tại niêm 

mạc ruột, tiêu chảy và tổn thương mô [18] [20], [22]. Ngoài ra, vi khuẩn có thể 

lan truyền qua các tế bào thực bào vào hệ tuần hoàn, gây nhiễm trùng toàn thân 

ở gan và lách [22]. 

1.2.1.3 Các nguồn lây nhiễm 

Salmonella là một tác nhân gây bệnh truyền qua thực phẩm. Loại vi khuẩn 

này có thể tồn tại cả trong cơ thể động vật và ngoài môi trường tự nhiên. Đây 

là nguyên nhân chính gây ra nhiều bệnh lý đường tiêu hóa như thương hàn, phó 

thương hàn, viêm dạ dày - ruột cấp tính, nhiễm trùng máu và ngộ độc  [23]. 

Nguồn lây nhiễm Salmonella thường xuất phát từ động vật đã mang vi khuẩn 

trước khi bị giết mổ. Khi bị nhiễm, vi khuẩn có mặt trong máu, thịt và đặc biệt 

tập trung ở các cơ quan nội tạng như gan, lá lách và ruột. Ở gia cầm nhiễm 

bệnh, Salmonella còn có thể tồn tại trong buồng trứng, khiến trứng bị nhiễm 

ngay từ khi được hình thành. Bên cạnh đó, đối với các loài như vịt, ngan, ngỗng, 

nếu trứng được đẻ trong điều kiện vệ sinh kém, vi khuẩn cũng có thể xâm nhập 

qua vỏ trứng vào bên trong [24].  

 

Hình 1.2 Chu trình lây truyền Salmonella giữa động vật và con người [25] 
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1.2.2 E. coli 

1.2.2.1 Đặc điểm sinh học 

E. coli là vi khuẩn Gram âm, có kích thước trung bình khoảng 2–3 µm 

x 0,5 µm. Đa số các chủng E. coli không tạo nang rõ rệt, mặc dù một số 

chủng có thể mang kháng nguyên vỏ. Nhiều chủng có tiên mao, nhờ đó có 

khả năng di động [26]. Loại vi khuẩn này thường cư trú trong đường ruột 

của người và các loài động vật máu nóng. Một số chủng E. coli sinh độc tố 

Shiga (STEC) có thể gây bệnh truyền qua thực phẩm. Các chủng STEC có 

thể bị tiêu diệt khi thực phẩm được nấu chín kỹ, đảm bảo toàn bộ đạt nhiệt 

độ từ 70°C trở lên [27]. 

 

Hình 1.3 Vi khuẩn E. coli [28] 

1.2.2.2 Cơ chế gây bệnh  

Trong các chủng gây ngộ độc thực phẩm, nhóm E. coli sinh độc tố Shiga 

(STEC) được nghiên cứu là nguy hiểm nhất do khả năng sản sinh độc tố Shiga 

– loại độc tố tác động trực tiếp lên các tế bào biểu mô ruột [27].  

Bên cạnh đó, một số chủng E. coli khác như sinh độc tố ruột (ETEC) gây 

bệnh thông qua cơ chế tiết enterotoxin, làm tăng bài tiết nước và điện giải vào 

lòng ruột, từ đó gây tiêu chảy dạng nước và tình trạng mất nước nhanh [29]. 

Ngoài ra, nhiều chủng E. coli còn có khả năng bám dính chặt vào bề mặt tế bào 

ruột, phá hủy cấu trúc vi nhung mao, làm suy giảm khả năng hấp thu dưỡng 

chất và gây rối loạn chức năng tiêu hóa [30]. 

1.2.2.3 Các nguồn lây nhiễm 

Nguồn lây nhiễm của E. coli trong ngộ độc thực phẩm chủ yếu bắt nguồn 

từ sự ô nhiễm phân trong chuỗi sản xuất và chế biến thực phẩm. Theo World 

Health Organization, gia súc, đặc biệt là bò, là ổ chứa tự nhiên của nhiều chủng 
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E. coli gây bệnh, và vi khuẩn có khả năng xâm nhập vào thực phẩm trong quá 

trình giết mổ hoặc xử lý thịt. Ngoài ra, rau sống và rau ăn lá cũng có nguy cơ 

cao khi bị tưới bằng nước nhiễm khuẩn hoặc tiếp xúc với phân bón hữu cơ chưa 

qua xử lý an toàn [27]. 

Bên cạnh thực phẩm, nước bị ô nhiễm cũng là một con đường lây truyền 

quan trọng. Nước uống không đảm bảo vệ sinh hoặc nguồn nước dùng trong 

chế biến thực phẩm có thể chứa E. coli, từ đó gây nhiễm khuẩn cho người tiêu 

dùng [30].  

1.2.3 Clostridium 

1.2.3.1 Đặc điểm sinh học 

Chi Clostridium bao gồm các vi khuẩn Gram dương, hình que, kỵ khí bắt 

buộc và có khả năng sinh bào tử. Đặc điểm nổi bật của nhóm vi khuẩn này là 

khả năng tạo bào tử có sức đề kháng cao với nhiệt, hóa chất và điều kiện bất lợi 

[31]. Khi gặp điều kiện thuận lợi, đặc biệt là môi trường yếm khí như trong 

thực phẩm đóng kín hoặc bảo quản không đúng cách, bào tử có thể nảy mầm 

và phát triển thành dạng hoạt động. 

 

Hình 1.4 Vi khuẩn Clostridium spp. [32] 

1.2.3.2 Cơ chế gây bệnh  

Clostridium botulinum được xem là một trong những tác nhân gây ngộ 

độc thực phẩm phổ biến hàng đầu, theo Centers for Disease Control and 

Prevention của Mỹ. Người bệnh thường xuất hiện đau quặn bụng và tiêu chảy 

sau khi ăn thịt hoặc gia cầm đã nấu chín nhưng để ngoài môi trường quá 

lâu. Gây ngộ độc thực phẩm chủ yếu thông qua độc tố botulinum đã có sẵn 

trong thực phẩm. Bào tử của vi khuẩn có khả năng tồn tại trong môi trường 

khắc nghiệt và nảy mầm trong thực phẩm bảo quản kém hoặc trong môi trường 
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kỵ khí như đồ hộp, thực phẩm hút chân không. Khi độc tố được hấp thu vào cơ 

thể qua đường tiêu hóa, nó không bị phá hủy bởi dịch tiêu hóa. Toxin gắn vào 

các đầu tận cùng của neuron cholinergic, ngăn cản giải phóng acetylcholine tại 

synap thần kinh, dẫn đến chặn dẫn truyền xung thần kinh. Hậu quả là liệt mềm 

cơ, bắt đầu từ các cơ mặt, mắt, cổ rồi lan xuống chi và cơ hô hấp. Trong trường 

hợp nặng, bệnh nhân có thể tử vong do suy hô hấp nếu không được can thiệp 

kịp thời. Cơ chế này khiến C. botulinum trở thành một trong những tác nhân 

sinh học nguy hiểm nhất, và liều lượng cực nhỏ của toxin cũng đủ để gây bệnh 

nặng [33]. 

Trong khi đó, C.perfringens gây bệnh thông qua enterotoxin được sinh ra 

sau khi vi khuẩn nhân lên trong ruột. Bào tử và vi khuẩn có thể tồn tại trong 

thực phẩm nấu không kỹ hoặc để lâu ở nhiệt độ phòng. Enterotoxin là một loại 

protein tạo lỗ trên màng tế bào và gây chết tế bào niêm mạc ruột. Tổn thương 

này gây tiêu chảy, đau bụng và các triệu chứng viêm ruột. Ngoài enterotoxin 

(CPE), C. perfringens còn sinh ra nhiều loại độc tố khác như CPA, CPB, ETX, 

ITX, NetB, một số có tác dụng gây hoại tử mô và ảnh hưởng tới hệ miễn dịch 

bẩm sinh, làm bệnh lý nặng hơn trong các thể bệnh hiếm [34] 

1.2.3.3 Các nguồn lây nhiễm 

Nguồn lây nhiễm của C. botulinum chủ yếu là thực phẩm bảo quản kém, 

đặc biệt là đồ hộp, thực phẩm hút chân không hoặc các sản phẩm lên men trong 

môi trường kỵ khí. Vi khuẩn này có thể tồn tại trong đất, nước và phân động 

vật, đồng thời dễ xâm nhập vào thực phẩm trong các công đoạn như thu hoạch, 

chế biến hoặc bảo quản. Việc nấu không đủ nhiệt hoặc đóng hộp không đúng 

quy trình tạo điều kiện cho bào tử nảy mầm và sinh độc tố. Do toxin đã có sẵn 

trong thực phẩm, người chỉ cần ăn một lượng nhỏ cũng có thể bị ngộ độc 

nghiêm trọng [33]. 

Với C. perfringens, nguồn lây thường liên quan đến thực phẩm động vật 

như thịt, gia cầm, nước sốt hoặc thực phẩm được nấu trước và giữ lâu ở nhiệt 

độ không an toàn. Bào tử tồn tại qua nấu nướng, khi thực phẩm để nguội hoặc 

hâm nóng không đúng cách, vi khuẩn sẽ nhân lên và sinh enterotoxin trong ruột 

người [34]. 
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1.3 Tổng quan về chi Bacillus trong probiotic 

1.3.1 Khái quát về chi Bacillus  

Chi Bacillus là nhóm vi khuẩn Gram dương, hình que, có khả năng sinh 

bào tử nội sinh và phân bố rộng rãi trong môi trường như đất, nước, không khí 

và đường tiêu hóa của động vật. Nhờ khả năng tạo bào tử, các loài thuộc chi 

Bacillus có khả năng chống chịu tốt với các điều kiện bất lợi như nhiệt độ cao, 

pH thấp, áp suất thẩm thấu lớn và tác động của các hóa chất khử khuẩn [35]. 

Trong những năm gần đây, các chủng Bacillus được quan tâm như một 

nguồn probiotic tiềm năng bên cạnh các vi khuẩn lactic truyền thống như 

Lactobacillus và Bifidobacterium. Một số loài được sử dụng phổ biến trong các 

chế phẩm probiotic bao gồm Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus 

clausii, Bacillus licheniformis và Bacillus amyloliquefaciens [36]. 

 

Hình 1.5 Vi khuẩn Bacillus sp. [37] 

1.3.2 Đặc điểm hình thái và sinh lý  

Các vi khuẩn thuộc chi Bacillus thường có kích thước từ 0,5–2,5 µm × 

1,2–10 µm, xuất hiện dưới dạng tế bào đơn lẻ hoặc chuỗi ngắn. Hầu hết các 

loài là vi khuẩn hiếu khí hoặc kỵ khí tùy nghi. Đặc điểm nổi bật nhất của chi 

này là khả năng hình thành bào tử nội sinh khi điều kiện môi trường không 

thuận lợi. Bào tử có cấu trúc đặc biệt giúp vi khuẩn tồn tại trong thời gian dài 

và phục hồi khi gặp điều kiện thích hợp [38]. 

Khả năng sinh bào tử mang lại lợi thế lớn cho các chế phẩm probiotic chứa 

Bacillus. Các bào tử có thể vượt qua môi trường acid của dạ dày và tác động 

của muối mật trong ruột non với tỷ lệ sống sót cao hơn so với nhiều vi khuẩn 

probiotic không sinh bào tử [39]. 
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1.3.3 Cơ chế kháng khuẩn 

Sinh tổng hợp chất kháng khuẩn 

Các chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus là nguồn vi sinh vật quan trọng 

trong nghiên cứu và ứng dụng trong công nghiệp, nông nghiệp, môi trường.  

Bacillus có khả năng sinh  tổng hợp nhiều chất kháng khuẩn tự nhiên nhưng 

không phải kháng sinh, chúng ức chế vi khuẩn và nấm phổ rộng. Dưới đây, là 

một số loại hợp chất kháng khuẩn phổ biến từ Bacillus sp. 

Bacteriocin 

Bacteriocin là peptide hay protein được tổng hợp từ ribosome của vi khuẩn 

Gram dương hoặc Gram âm. Nhìn chung, phần lớn bacteriocin được tổng hợp 

từ vi khuẩn Gram dương và ghi nhận nhiều ở chi Bacillus. Với nguồn gốc tự 

nhiên, cấu trúc và chức năng đa dạng cùng khả năng bền nhiệt cao, bacteriocin 

được xem là một trong những “vũ khí” hiệu quả trong việc chống lại vi sinh 

vật. Bacteriocin làm thay đổi tính thấm của màng tế bào tạo ra lỗ thủng hoặc 

làm phân giải axit nucleic làm suy giảm chức năng bảo vệ của tế bào. Rất nhiều 

nghiên cứu, bài báo sử dụng bacteriocin như một chất bảo quản sinh học trong 

công nghiệp thực phẩm [40] [41] [42], một tác nhân phòng trừ sinh học trong 

nông nghiệp, hay là một hướng nghiên cứu tiềm năng [43]. 

Bacitracin 

Bacitracin là loại kháng sinh polypeptid tự nhiên tổng hợp ở ribosome bởi 

hầu hết các vi khuẩn nhân sơ. Với đặc điểm kháng khuẩn rộng, hoạt tính mạnh 

và khả năng kháng thuốc thấp, do đó bacitracin được ứng dụng rộng rãi trong 

công nghiệp.  

Bacitracin, lần đầu tiên được phân lập từ B. licheniformis và B. subtilis, là 

một phức hợp kháng sinh cyclopeptide phổ rộng bao gồm các axit amin đa 

dạng, bao gồm histidine, aspragine, lysine, glutamate, leucine, valine, 

cysteine,…Kháng sinh chứa các thành phần khác bao gồm A, B1, B2, B3, D1, 

D2, D3. Trong đó, bacitracin A là loại có hoạt tính mạnh nhất, bởi vì ngăn chặn 

quá trình khử phosphoryl hóa undecaprenyl pyrophosphate (C55-PP) thành 

undecaprenyl phosphate (C55-P), ngăn chặn sự hình thành lipid I / II và cuối 

cùng là sự phá vỡ lớp peptidoglycan [44]. 
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Bacitracin ức chế quá trình tổng hợp vỏ tế bào của vi khuẩn bằng cách 

tác động lên chức năng của các phân tử vận chuyển lipid qua màng tế bào, từ 

đó ngăn cản sự gắn kết của các amino acid và nucleotid vào cấu trúc vỏ. Ngoài 

ra, bacitracin còn gây tổn thương màng bào tương của vi khuẩn và, khác với 

penicilin, nó có khả năng tác động lên cả các thể nguyên sinh. Bacitracin có 

tác dụng đối với nhiều vi khuẩn Gram dương như Staphylococcus, 

Streptococcus, cầu khuẩn kỵ khí, Corynebacterium và Clostridium.  

Bacilysin 

Bacilysin là một loại kháng sinh dipeptide bao gồm L-alanine và L-

anticapsin lần đầu tiên được phân lập từ B. subtilis A14 và B. 

amyloliquefaciens ZJU-2011. Bacilysin xâm nhập vào tế bào bằng cách liên kết 

với protein vận chuyển xuyên màng và sau đó được thủy phân thành anticapsin, 

một chất ức chế enzyme glucosamine-6-phosphate synthetase (G6PS). G6PS là 

một enzyme xúc tác sản xuất uridine diphosphate N-acetylglucosamine (UDP-

GlcNAc), là tiền chất cho tổng hợp peptidoglycan. Do đó, ngăn chặn quá trình 

hình thành vách tế bào, bacilysin ức chế E. coli [45]. 

Lantibiotics 

Lantibiotics là một kháng sinh peptide, được tổng hợp trên ribosome lớn, 

kích thước khoảng 3000 kDa, chứa thành phần acid amin đặc biệt như 

lanthionine và β-methyllanthionine. Lipid II là một chất trung gian 

peptidoglycan, được hình thành khi glycosyltransferase MurG xúc tác việc bổ 

sung N-acetylglucosamine (GlcNAc) vào lipid I [46]. Lantibiotics gắn vào lipid 

II, tạo vách ngăn hoặc lỗ hổng trên màng tế bào [47]. Thường ức chế mạnh trên 

các vi khuẩn Gram dương như Staphylococcus aureus. 

Halodurans 

Halodurans một loại kháng sinh loại II được phân lập từ B. halodurans C-

125, nhắm mục tiêu vào vi khuẩn gram dương, kể cả các chủng kháng 

methycillin. Cấu trúc gồm có hai peptide đặc trưng bổ trợ nhau Halα và Halβ. 

Halα liên kết với lipid II trong phép đo cân bằng 2:1, ngăn chặn sinh tổng hợp 

peptidoglycan. Còn Halβ liên kết với lipid anion của màng tế bào, dẫn đến sự 

hình thành kênh ion xuyên màng [48]. Đây là phát triển mới và ứng dụng trong 

bảo quản thực phẩm. 
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Sinh tổng hợp nhiều enzyme ngoại bào 

Hoạt tính kháng khuẩn của các chủng Bacillus sp. có thể do quá trình tiết 

enzyme ngoại bào như protease, lipase, amylase, .... Bacillus tổng hợp và tiết 

enzyme ngoại bào thông qua hai con đường Sec và Tat. Trong đó, Sec là con 

đường chính, các peptide tín hiệu kỵ nước cao (SP) được nhận dạng tại 

ribosome bởi hạt nhận dạng tín hiệu (SRP). Sau đó, phức hợp chuỗi ribosome-

non trẻ (RNC)-SRP gắn liền với thụ thể SRP FtsY và RNC sau đó tiếp tục được 

chuyển đến lỗ chuyển vị SecYEG sao cho vị trí thoát ra của ribosome ở gần 

SecYEG [49]. 

 

Hình 1.6 Hai con đường tổng hợp protein/enzyme của vi khuẩn [49] 

 a) Con đường Sec, b) Con đường Tat 

1.3.4 Ứng dụng của chi Bacillus trong lĩnh vực probiotic 

1.3.4.1 Ứng dụng trong cải thiện sức khoẻ đường ruột 

Một trong những ứng dụng quan trọng nhất của các chủng Bacillus 

probiotic là cải thiện sức khỏe đường tiêu hóa và duy trì cân bằng hệ vi sinh vật 

đường ruột. Nhờ khả năng tạo bào tử, các chủng Bacillus có thể sống sót khi đi 

qua môi trường acid của dạ dày và nảy mầm trong ruột, từ đó thực hiện các 

chức năng probiotic hiệu quả [39]. Sau khi nảy mầm, các tế bào sinh dưỡng có 

khả năng cạnh tranh vị trí bám dính và nguồn dinh dưỡng với các vi sinh vật 

gây bệnh, đồng thời sản xuất các hợp chất kháng khuẩn giúp ức chế sự phát 

triển của các tác nhân gây bệnh như Escherichia coli, Salmonella spp. và 
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Clostridium perfringens [36]. Ngoài ra, các chủng Bacillus còn góp phần duy 

trì sự cân bằng hệ vi sinh đường ruột, tăng cường chức năng hàng rào biểu mô 

ruột và giảm nguy cơ mắc các rối loạn tiêu hóa [50]. 

1.3.4.2 Ứng dụng trong tăng cường hệ miễn dịch  

Các nghiên cứu đã chứng minh rằng nhiều chủng Bacillus probiotic có 

khả năng điều hòa đáp ứng miễn dịch của vật chủ. Chúng kích thích hoạt động 

của đại thực bào, tế bào lympho và thúc đẩy sản xuất các cytokine tham gia vào 

cơ chế bảo vệ cơ thể trước các tác nhân gây bệnh [51]. Theo Ramirez-Olea và 

cộng sự (2022), việc bổ sung Bacillus licheniformis giúp cải thiện đáp ứng miễn 

dịch, giảm phản ứng viêm và hỗ trợ duy trì trạng thái cân bằng miễn dịch ở vật 

chủ. Nhờ đó, probiotic thuộc chi Bacillus được xem là một giải pháp tiềm năng 

trong việc nâng cao sức đề kháng và phòng ngừa bệnh tật.  

1.3.4.3 Ứng dụng trong hỗ trợ tiêu hoá và hấp thu dinh dưỡng 

Một đặc điểm nổi bật của các loài Bacillus là khả năng tiết nhiều enzyme 

ngoại bào như amylase, protease, lipase, cellulase và xylanase [52]. Những 

enzyme này tham gia vào quá trình phân giải carbohydrate, protein và lipid 

phức tạp thành các hợp chất đơn giản hơn, từ đó nâng cao hiệu quả tiêu hóa và 

khả năng hấp thu chất dinh dưỡng của vật chủ. Bên cạnh đó, các chủng Bacillus 

còn có khả năng sản xuất các acid hữu cơ và chất chuyển hóa có lợi, góp phần 

tạo môi trường thuận lợi cho sự phát triển của hệ vi sinh vật có lợi trong đường 

ruột [50]. 

1.3.4.4 Ứng dụng trong thực phẩm chức năng và y học 

Nhờ khả năng tạo bào tử có độ bền cao, nhiều chủng Bacillus như Bacillus 

clausii, Bacillus subtilis và Bacillus coagulans đã được sử dụng trong các chế 

phẩm probiotic thương mại dành cho người [53]. Các chế phẩm này được ứng 

dụng trong hỗ trợ điều trị tiêu chảy liên quan đến kháng sinh, hội chứng ruột 

kích thích và các rối loạn tiêu hóa khác [54]. Ngoài ra, các nghiên cứu gần đây 

còn cho thấy tiềm năng của Bacillus trong việc hỗ trợ phòng ngừa các bệnh 

viêm nhiễm và duy trì cân bằng hệ vi sinh vật đường ruột ở người [55]. 
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1.3.4.5 Ứng dụng của chi Bacillus trong nông nghiệp  

Chi Bacillus đóng vai trò quan trọng trong nông nghiệp bền vững nhờ khả 

năng hoạt động như vi khuẩn kích thích sinh trưởng thực vật (Plant Growth-

Promoting Rhizobacteria – PGPR). Các loài Bacillus có thể cải thiện sinh 

trưởng cây trồng thông qua nhiều cơ chế như hòa tan phosphate khó tan, cố 

định nitơ và sản xuất phytohormone như indole-3-acetic acid (IAA). Ngoài ra, 

chúng còn giúp cây tăng khả năng chịu stress sinh học và phi sinh học, bao gồm 

hạn hán, mặn và nhiệt độ cao [56], [57]. 

1.3.4.6 Ứng dụng của chi Bacillus trong công nghiệp 

Chi Bacillus là nguồn vi sinh vật quan trọng trong công nghệ sinh học và 

công nghiệp nhờ khả năng sản xuất đa dạng enzyme và các chất có hoạt tính 

sinh học. Các loài Bacillus có thể tiết ra nhiều enzyme ngoại bào như protease, 

amylase, cellulase và lipase, được ứng dụng rộng rãi trong các ngành công 

nghiệp thực phẩm, dệt may, sản xuất chất tẩy rửa và dược phẩm. Ngoài ra, 

chúng còn có khả năng tổng hợp các hợp chất hoạt tính sinh học như kháng 

sinh, peptide kháng khuẩn và biosurfactant, góp phần vào việc phát triển các 

sản phẩm sinh học thay thế hóa chất truyền thống. Đặc biệt, khả năng sinh 

trưởng nhanh và dễ nuôi cấy giúp Bacillus trở thành hệ thống sản xuất hiệu quả 

trong công nghiệp lên men. Những ưu điểm này làm cho chi Bacillus trở thành 

một trong những nhóm vi khuẩn được khai thác nhiều nhất trong sản xuất công 

nghiệp [58]. 

1.3.5 Tình hình nghiên cứu về chi probiotic Bacillus trong nước và thế giới 

Tình hình nghiên cứu trên thế giới 

Trong những năm gần đây, nghiên cứu về probiotic thuộc chi Bacillus đã 

có những bước tiến đáng kể, đặc biệt trong các nghiên cứu quốc tế. Nhiều công 

trình tập trung vào các loài như B. clausii, B. coagulans và B. subtilis, được 

phân lập từ môi trường tự nhiên như đất, thực phẩm lên men hoặc hệ vi sinh 

đường ruột người và động vật.  

Theo Sadrimovahed và Ulusoy (2024), B. clausii là chủng sinh bào tử có 

khả năng chịu nhiệt, áp suất và môi trường acid, được nghiên cứu rộng rãi trong 

công nghiệp thực phẩm và y sinh, tuy nhiên số lượng nghiên cứu chuyên sâu 
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vẫn còn hạn chế so với các probiotic truyền thống như Lactobacillus [59]. 

Tương tự, nghiên cứu của Liang và cộng sự (2024) cho thấy B. coagulans đã 

được đánh giá từ cấp độ hệ gen, cơ chế sinh học đến thử nghiệm ứng dụng, 

chứng minh khả năng điều hòa hệ vi sinh và tăng cường miễn dịch [50]. 

Các thử nghiệm lâm sàng đã được thực hiện, như nghiên cứu về B. clausii 

tổng hợp từ 13 thử nghiệm (2019–2024) cho thấy 10 nghiên cứu ghi nhận hiệu 

quả cải thiện rối loạn tiêu hóa và độ an toàn cao [60]. Ngoài ra, các nghiên cứu 

trên động vật B. coagulans có hiệu quả trong điều trị tiêu chảy và cải thiện sức 

khỏe đường ruột trong mô hình thực nghiệm [61]. 

Tình hình nghiên cứu tại Việt Nam 

Nghiên cứu về vi khuẩn thuộc chi Bacillus đã được quan tâm theo hướng 

ứng dụng trong bảo quản thực phẩm và kiểm soát vi sinh vật gây bệnh. Nguyễn 

Thị Thanh Thủy và cộng sự (2016) đã phân lập và nhận dạng các chủng Bacillus 

subtilis từ tương ớt Mường Khương, đồng thời đánh giá khả năng kháng khuẩn 

của chúng đối với nhiều vi khuẩn gây bệnh thực phẩm như Escherichia coli, 

Salmonella typhi, Listeria monocytogenes và Staphylococcus aureus. Kết quả 

cho thấy một số chủng B. subtilis có phổ kháng khuẩn rộng, cho thấy tiềm năng 

ứng dụng trong bảo quản thực phẩm theo hướng sinh học, góp phần hạn chế 

việc sử dụng chất bảo quản hóa học [62]. 

Đinh Thị Hiền và Vũ Văn Hạnh (2025) đã phân lập và sàng lọc các chủng 

vi sinh vật có khả năng sinh tổng hợp bacteriocin từ thực phẩm lên men và ruột 

cá. Nghiên cứu ghi nhận sự hiện diện của các chủng Bacillus có khả năng tạo ra 

các hợp chất kháng khuẩn tự nhiên, ức chế hiệu quả các vi khuẩn gây bệnh như 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi. Kết quả này mở ra 

triển vọng ứng dụng các chủng Bacillus sinh bacteriocin trong bảo quản thực 

phẩm và phát triển các chế phẩm sinh học an toàn [63]. 

Đoàn Thị Thanh Lan và cộng sự (2025) đã đánh giá đặc tính an toàn của 

chủng Bacillus subtilis Eramic 25 trong điều kiện in vitro nhằm định hướng 

ứng dụng trong sản xuất thực phẩm bảo vệ sức khỏe. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy chủng vi khuẩn này có các đặc tính an toàn sinh học phù hợp và tiềm năng 

phát triển thành chế phẩm probiotic [64].  
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Những nghiên cứu trên cho thấy xu hướng khai thác các chủng Bacillus 

không chỉ nhằm mục đích bảo quản thực phẩm mà còn hướng tới phát triển các 

sản phẩm thực phẩm chức năng và nâng cao chất lượng, an toàn thực phẩm tại 

Việt Nam. Tuy nhiên, chưa có bài báo công bố về phân lập các chủng Bacillus 

từ ruột lợn. Vì vậy, nghiên cứu này sẽ góp phần bổ sung các chủng Bacillus 

mới được phân lập có hoạt tính kháng khuẩn mạnh ứng dụng trong bảo quản 

và chế biến thực phẩm, góp phần thay thế một phần kháng sinh và hóa chất độc 

hại là hoàn toàn mới, cấp thiết và tính thời sự. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Đối tượng nghiên cứu 

2.1.1 Chủng nghiên cứu 

Các chủng vi khuẩn Bacillus: 12 chủng bacillus có ký hiệu như: Fz1, 

BSP1, Soma4, STNN5, SP1, BacA10, GM3, BSA, BacA12, M2b, BacB, PB2 

thuộc bộ chủng giống vi khuẩn có lợi được phân lập từ ruột lợn được lưu giữ 

trong bộ chủng giống của phòng thí nghiệm Trung tâm nghiên cứu ứng dụng 

công nghệ sinh học biển và hệ gen. 

Vi sinh vật kiểm định: Escherichia coli VTCCB-0482, Salmonella 

enterica VTCC-0480, Clostridium perfringen ATCC 13124 từ Bảo tàng Giống 

chuẩn Việt Nam (VTCC), Viện Vi sinh vật và Công nghệ Sinh học, Đại học 

Quốc gia Hà Nội. 

2.1.2 Hoá chất và thiết bị 

Các hóa chất sử dụng trong nuôi cấy và định tính, định lượng từ các hãng 

Sigma, Merk, Oxoid, Wako (Nhật Bản), Ấn Độ, Trung quốc và Việt Nam.  

Thiết bị: Máy móc thiết bị sử dụng trong nghiên cứu đều thuộc Viện Sinh 

học –Viện Hàn Lâm KH và CN Việt Nam: Tủ cấy vô trùng  (Mỹ), tủ ấm (Đức), 

nồi khử trùng (Hirayama, Nhật Bản), máy lắc ổn nhiệt (Đức), tủ sấy (Trung 

quốc), máy đo quang phổ (Mỹ), kính hiển vi quang học (Nhật), tủ lạnh (Thái 

Lan), tủ lạnh -80
o
C (Nhật Bản), máy ly tâm lạnh (Đức), thiết bị cô mẫu (Mỹ), 

máy ly tâm lạnh (Mỹ), thiết bị lên men 10 lít (Nhật Bản), máy đông khô (Trung 

quốc), tủ sấy (Việt Nam) và các thiết bị cần thiết khác. 

2.1.3 Môi trường và dung dịch đệm 

Bảng 2.1. Thành phần môi trường Luria-Bertani (LB-agar) (định lượng 1 lít) 

STT Môi trường LB agar Môi trường LB – lỏng 

Thành phần Khối lượng (g) Thành phần Khối lượng (g) 

1 Peptone 10 Peptone 10 

2 NaCl 10 NaCl 10 

3 Cao nấm men 5 Cao nấm men 5 

4 Agar 18   

Môi trường thử hoạt tính enzyme amylase: Tinh bột 1%, agar 1,5% 
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Môi trường thử hoạt tính enzyme cellulase: CMC 1%, agar 1,5% 

Môi trường thử hoạt tính enzyme lipase: Tributyrin 200 𝜇l, agar 1,5% 

Môi trường thử hoạt tính enzyme protease: Casein 0,2%, agar 1,5% 

Đệm PBS (Phosphate Buffered Solution): KH2PO4, K2HPO4, pH 7. 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1 Hoạt hoá và làm thuần chủng Bacillus phân lập từ ruột lợn 

Các chủng giống được lấy ra từ tủ âm 20oC và để rã đông tự nhiên ở tủ 

mát 4oC. Sau khi mẫu rã đông hoàn toàn, tiến hành cấy ria trên đĩa thạch LB 

(Luria-Bertani) chứa 1,8% agar để kiểm tra mức độ thuần chủng của giồng. Đĩa 

cấy được ủ trong điều kiện 37oC trong 24 giờ. Sau thời gian nuôi cấy, tiến hành 

quan sát đặc điểm hình thái khuẩn lạc, màu sắc, mùi. Đồng thời thực hiện 

nhuộm Gram đối với các khuẩn lạc điển hình và soi dưới kính hiển vi ở vật 

kính dầu, độ phóng đại 400x, để xác định hình thái và tính chất Gram của vi 

khuẩn. 

2.2.2 Định danh chủng vi khuẩn Bacillus sp. chọn lọc bằng kỹ thuật sinh 

học phân tử 

Chuẩn bị sinh khối vi khuẩn: Chủng vi khuẩn Bacillus sp. chọn lọc có 

hiệu quả ức chế vi khuẩn gây bệnh cao nhất được nuôi cấy trong môi trường 

LB, lắc 180 vòng/phút, ở 37oC, qua đêm.  

Tách DNA 

     Dịch huyền phù chủng vi khuẩn nghiên cứu được ly tâm 8.000 vòng/phút 

trong 5 phút loại bỏ dịch nổi thu sinh khối. Sau đó, cặn sinh khối được rửa lại 

bằng đệm PBS 1x.   

DNA bộ gen được tách bằng kết tủa ethanol sau xử lý 

phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1 v/v), theo quy trình được mô tả 

của Sambrook, Psifidi có cải tiến [65], [66]. Hút 1 ml đệm lysis chứa 10 mM 

Tris HCl (pH = 7,5), 1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 0,2% SDS (w/v) và 1 mg 

proteinase K (Qiagen) được thêm vào sinh khối của vi khuẩn sau khi loại dịch 

nuôi, được ủ trong 1,5 giờ ở 56oC. Quá trình chiết của lysate được thực hiện 

hai lần với 1 ml phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1 v/v). Tiếp theo 
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bước chiết xuất đầu tiên, dịch nổi được xử lý bằng RNase A (10mg/ml, 4 µL; 

Qiagen) và ủ ở 37oC trong 30 phút. Sau đó, việc chiết với phenol:chloroform: 

isoamyl alcohol (25:24:1 v/v) được lặp lại. 

Dịch nổi được tủa với 2,5 thể tích ethanol tuyệt đối và 0,1 thể tích natri 

axetat 3M (pH = 5,2). Hỗn hợp này được làm lạnh ở - 20oC trong 1,5 giờ. Tủa 

DNA được thu bằng cách ly tâm ở 12.000 x g, 10 phút, ở nhiệt độ phòng, tủa 

DNA được rửa hai lần bằng etanol 70%. Cuối cùng, DNA được làm khô và hoà 

lại trong TE buffer 1X.  

Đánh giá DNA: Tính toàn vẹn của các mẫu DNA thu được kiểm tra thông 

qua điện di trên gel agarose 1% chạy trong đệm TAE 1x [67]. Thành phần mẫu 

tra vào giếng là 5 μL của mỗi DNA được phân tích trong gel agarose 1% được 

nhuộm dung dịch EtBr. 

Khuếch đại gen 16S rRNA từ mẫu DNA tổng số:  

Từ  khuôn  DNA  tổng  số,  bằng  kỹ thuật  PCR  sử  dụng  cặp  mồi 27F & 

1492R  khuếch đại gen 16S  rRNA của chủng chọn lọc. Sản phẩm PCR sau tinh 

sạch được dùng làm khuôn cho phản ứng đọc trình tự trực tiếp gen 16S rRNA. 

Phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen 16s rRNA 

Trình tự cặp mồi 27F: (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) và 1492R 

(5’-GGTTACCTTGTACGACTT-3’) 

Bảng 2.2 Thành phần phản ứng PCR 

Dung dịch Thể tích (µl) 

Master Mix 12,5 

DNA khuôn (5ng/µl) 3 

Primer F (10 ppm) 2 

Primer R (10 ppm) 2 

dH2O 5,5 

Bảng 2.3. Chu trình phản ứng PCR 

Nhiệt độ (oC) Thời gian (phút) Số chu kì 

95 3  

 

 

30 

95 0,5  

56 0,25 

72 1 
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72 5  

4 ∞ 

Kiểm tra các sản phẩm PCR bằng điện di trên gel agarose 1% (dung dịch 

50X TAE: 2ml, nước cất: 98ml, agarose: 1g) để ấm, bổ sung Redsafe theo tỉ lệ 

1µl/15ml gel, đổ vào khuôn, đợi cho nguội và đặt tấm gel vào trong máy điện 

di, ngập trong 300ml dung dịch 1X TAE. Trộn 1 µl dung dịch 6X loading buffer 

với 5 µl mẫu trộn đều, nhỏ vào giếng. Chạy điện di bằng dòng điện một chiều 

với điện thế 100V, cường độ dòng điện 80mA trong 30 phút. Sau đó, quan sát 

mẫu trên máy soi gel. 

Giải trình tự gen 16S rRNA 

Sản phẩm PCR được tinh sạch sử dụng kit Qiaqick của hãng Qiagen. 

Nồng độ DNA tinh sạch được đo trên máy quang phổ tại bước sóng 260nm. 

Với mỗi phản ứng giải trình tự, 2 µg sản phẩm PCR tinh sạch được đưa vào các 

phản ứng khuếch đại sử dụng kit Bigdye terminator v3.1 theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất (Applied Biosystems). Với sản phẩm PCR, trình tự đoạn 16S DNA 

được được phân tích với căp mồi: 

27F: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 

1492R: 5’-GGTTACCTTGTACGACTT-3’ 

Trình tự DNA được đọc trên máy giải trình tự 3100 Avant Genetic 

Analyzer sử dụng POP-6 polymer. Sắc ký đồ trình tự được kiểm tra và chỉnh 

sửa trên phần mềm Chrome Lite 2. Trình tự của 4 mồi 27F, 1492R,780F, 920R 

được kết nối với phần mềm Clone Manager. Mức độ tương đồng về trình tự gen 

mã hóa ribosome 16S của các chủng nghiên cứu so với các chủng đã công bố 

ngân hàng gen được so sánh sử dụng công cụ tra cứu BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Mức độ tương đồng cao nhất về trình 

tự đoạn 16S rDNA của các chủng nghiên cứu so với chủng chuẩn đã được tra 

cứu sử dụng cơ sở dữ liệu Eztaron-e (https://www.ezbiocloud.net/) 

Xây dựng cây phát sinh chủng loại 

Cây phát sinh được xây dựng dựa theo Kimura (1980) phương pháp của 

Saitou và Nei (1987). Phân hóa bootstrap được thực hiện từ 1000 lần lặp lại sao 

chép ngẫu nhiên, chỉ có những giá trị trên 50% được thể hiện. Mã số của ngân 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ezbiocloud.net/
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hàng gen được ghi sâu tên loài. Phân tích trình tự gen 16S rRNA dựng cây phát 

sinh chủng loại dựa trên các trình tự tham khảo của ngân hàng gen (NCBI) và 

các phần mềm BioEdit, Mega 12. 

2.2.3 Đánh giá đặc tính sinh học của vi khuẩn Bacillus sp. chọn lọc trong 

điều kiện môi trường in vitro 

➢ Đánh giá khả năng gây tan huyết 

Khả năng tan huyết của vi khuẩn được tiến hành kiểm tra trên môi trường 

thạch LB chứa 5% máu cừu. Sau 24 giờ nuôi cấy ủ ở 37oC, hoạt tính tan máu 

của chủng nghiên cứu được đánh giá và phân loại dựa vào sự ly giải hồng cầu 

trong môi trường xung quanh khuẩn lạc. Tan máu alpha (𝛼), beta (𝛽) và gamma 

(𝛾) xuất hiện dưới dạng màu xanh lục, trong và không có vùng rõ ràng xung 

quanh các khuẩn lạc tương ứng. Chủng tan máu 𝛾 được coi là an toàn [68]. 

➢ Khả năng chịu axit và muối mật 

Quy trình đánh giá khả năng chịu axit và muối mật được tiến hành theo 

phương pháp của Lee et al. có cải tiến [69]. Chủng vi khuẩn được cấy trên đĩa 

thạch LB, ủ ở 37oC trong 24 giờ. Khuẩn lạc của chủng từ đĩa thạch được cấy 

trong 10 ml LB lỏng, ủ ở 37oC, nuôi lắc 180v/p, qua đêm. Dịch nuôi cấy được 

tiến hành ly tâm 8000 vòng trong 10 phút loại bỏ dịch nổi. Rửa 2 lần bằng đệm 

PBS (pH 7,2), tái huyền phù trong LB pH 2, 3, 4. Pha loãng và cấy ở nồng độ 

10-6, 10-7, 10-8 với PBS pH 7,2. Ủ 37oC sau 24 giờ, đếm khuẩn lạc sống sót. Đối 

với thí nghiệm chịu muối mật, tái huyền phù trong LB có bổ sung muối mật 

0,1%; 0,3%; 0,5%. Ủ trong 3 giờ ở 37oC, lấy mẫu ở 1, 2, 3 giờ. Pha loãng và 

cấy ở nồng độ 10-6, 10-7, 10-8 với PBS pH 7,2. Ủ 37oC sau 24 giờ, đếm khuẩn 

lạc sống sót. Đối chứng dương là chủng vi khuẩn nghiên cứu nuôi trong môi 

trường LB lỏng. Chỉ tiêu theo dõi là tỷ lệ phần trăm sống sót của của vi khuẩn 

theo công thức: 

Tỷ lệ sống (%) = 
𝑠ố 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑏à𝑜 𝑡ử 𝑠𝑎𝑢 𝑝ℎả𝑛 ứ𝑛𝑔

𝑠ố 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑏à𝑜 𝑡ử 𝑏𝑎𝑛 đầ𝑢
× 100% 

➢ Đánh giá độ nhạy cảm với kháng sinh 

Thử nghiệm trên 8 loại kháng sinh thông thường để đánh giá độ nhạy cảm 

của chủng vi khuẩn Bacillus sp. bằng phương pháp cấy quệt dịch vi khuẩn ở 
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nồng độ xấp xỉ 106 cfu/ml trên đĩa thạch LB 1,8% agar có chứa kháng sinh. Các 

kháng sinh được sử dụng trong nghiên cứu này là: pencilin G, sulfunamide, 

oxytetracyline, amoxylin, tylosin, cefotaxin, streptomycin, ampicilin. Thử 

nghiệm ở các nồng độ là 3, 5, 10, 20 𝜇g/ml. Ủ ở nhiệt độ 37oC nuôi qua đêm 

[70]. 

➢ Khả năng bám dính 

Khả năng bám dính của các chủng vi khuẩn được đánh giá thông qua các 

chỉ tiêu gồm tính kỵ nước bề mặt tế bào, khả năng kết tụ tự động và khả năng 

đồng kết tụ với vi khuẩn gây bệnh. Chuẩn bị chủng vi khuẩn được cấy trên đĩa 

thạch LB, ủ ở 37oC trong 24 giờ. Sau đó, một khuẩn lạc đơn được chuyển vào 

50 mL môi trường LB lỏng và nuôi lắc qua đêm ở 37°C. Dịch huyền phù nuôi 

cấy được sử dụng tiến hành các thí nghiệm đánh giá khả năng bám dính như 

trình bày dưới đây. 

Tính kỵ nước 

Tính kỵ nước thực hiện theo Taheri et. al. [71] và phương pháp sửa đổi 

của Pérez-Sánchez et. al [72]. Đưa dịch huyền phù tế bào vi khuẩn về giá trị 

OD600nm = 0,6 (Ax) bằng dung dịch NaCl 0,9% vô trùng. Cho 0,5 ml xylen vào 

1,5 ml huyền phù tế bào vi khuẩn chọn lựa. Votex mẫu đều trong 3 phút, ủ 37oC 

trong 2 giờ. Đo mật độ quang pha nước bước sóng 600 nm (At). 

Độ kỵ nước (%) = 
𝐴𝑥 −𝐴𝑡

𝐴𝑥
× 100 

Trong đó:  Ax: Giá trị OD dịch huyền phù ban đầu đưa về 0,6 ở bước sóng 600nm 

               At: Giá trị pha nước vi khuẩn sau khi ủ  

Khả năng tự đông tụ  

Khả năng tự đông tụ của chủng vi khuẩn được xác định theo phương pháp 

của Angmo et. al có cải tiến [73]. Huyền phù tế bào vi khuẩn được điều chỉnh 

đến mật độ quang OD600nm= 0,6 bằng dung dịch NaCl 0,9% vô trùng. Sau đó, 

lấy 4 mL huyền phù vi khuẩn và vortex trong 20 giây để phân tán đều tế bào. 

Mẫu được ủ tĩnh ở 37°C trong 6 giờ. Sau thời gian ủ, nhẹ nhàng hút phần dịch 

nổi phía trên và đo mật độ quang tại bước sóng 600 nm (At). Giá trị mật độ 

quang ban đầu của huyền phù vi khuẩn trước khi ủ được ký hiệu là Ax. 
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Khả năng tự đông tụ (%) = 
𝐴𝑥 − 𝐴𝑡

𝐴𝑥
× 100 

Trong đó: Ax: mật độ quang ban đầu của huyền phù vi khuẩn tại 600 nm 

                 At: mật độ quang của phần dịch nổi sau thời gian ủ tại 600 nm 

Khả năng đồng kết tụ vi khuẩn 

Thí nghiệm đánh giá khả năng kết tụ vi khuẩn được thực hiện theo mô tả 

của Rokana N. et. al. [74]. Đưa dịch huyền phù tế bào vi khuẩn Bacillus và vi 

khuẩn gây bệnh nuôi lắc trong 18-20 giờ (Salmonella sp., E. coli và 

Clostridium) được đưa về giá trị OD600nm = 0,6 bằng dung dịch NaCl 0,9% vô 

trùng. Hút vào falcon 15 ml dịch huyền phù của hai đối tượng với tỷ lệ 1:1 (2 

ml dịch vi khuẩn nghiên cứu : 2 ml dịch vi khuẩn gây bệnh), votex 30 giây. Ủ 

37oC trong 4 giờ, sau đó đo dịch nổi ở bước sóng 600nm. 

Đồng kết tụ (%) = (1-2 (Ax+ Ay))*100/ (Ax+Ay) 

Trong đó: Ax: Giá trị OD dịch huyền phù vi khuẩn Bacillus ban đầu đưa về 0,6 

ở bước sóng 600nm 

                  Ay: Giá trị OD dịch huyền phù vi khuẩn gây bệnh ban đầu đưa về 

0,6 ở bước sóng 600nm 

                 Ax+y: Giá trị OD dịch nổi hỗn hợp sau khi ủ 

2.2.4 Nghiên cứu điều kiện và thành phần môi trường lên men ảnh hưởng 

đến sinh khối và hoạt tính chủng vi khuẩn chọn lọc 

* Mục đích: chọn được điều kiện lên men (nhiệt độ, pH, tỷ lệ giống, thời gian,..) 

và thành phần của môi trường lên men (C, N, khoáng,…) phù hợp để chủng 

Bacillus chọn lọc cho hoạt tính kháng khuẩn mạnh và sinh khối cao. 

Các điều kiện nuôi cấy ban đầu của chủng vi khuẩn Bacillus 

amyloliquefaciens BacA10 chọn lọc là trong môi trường lỏng LB pH 7, tỷ lệ 

tiếp giống 10%, lắc 180 vòng/phút, 37oC, sau 24 giờ để chọn điều kiện lên men 

thích hợp cho sinh khối và hoạt tính kháng khuẩn, sinh enzyme ngoại bào cao 

nhất. 

2.2.4.1 Khảo sát tỷ lệ tiếp giống 
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Nghiên cứu ảnh hưởng tỷ lệ tiếp giống đến hoạt tính của Bacillus sp. tiến 

hành tiếp giống ở các tỷ lệ giống khác nhau 3%, 5%, 7%, 10%, 15% (v/v). 

Chủng nghiên cứu được nuôi trong điều kiện ở 37oC trong 24 giờ, pH 7, môi 

trường LB. Chọn tỷ lệ giống cho khả năng kháng khuẩn và sinh khối cao nhất 

dùng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

2.2.4.2 Nghiên cứu pH ban đầu 

 Nghiên cứu ảnh hưởng pH môi trường của Bacillus sp. khảo sát ở các 

ngưỡng khác nhau từ 5 đến 9 (bước nhảy là 1). Chủng nghiên cứu được nuôi 

trong điều kiện ở 37oC trong 24 giờ, pH 7, môi trường LB, tỷ lệ tiếp giống chọn 

ở mục 2.2.4.1. Chọn pH cho khả năng kháng khuẩn và sinh khối cao nhất dùng 

cho các thí nghiệm tiếp theo. 

2.2.4.3 Nghiên cứu nhiệt độ 

Nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy của Bacillus sp. Chủng được 

lên men ở các nhiệt độ khác nhau trong khoảng 25oC, 30oC, 37oC, 40oC trong 

24 giờ. Chủng nghiên cứu được nuôi trong điều kiện ở 37oC trong 24 giờ, môi 

trường LB, tỷ lệ tiếp giống chọn ở mục 2.2.4.1, pH môi trường ban đầu chọn ở 

mục 2.2.4.2. Chọn nhiệt độ lên men cho sinh khối và hoạt tính kháng khuẩn 

cao nhất cho các nghiên cứu tiếp theo. 

2.2.4.4 Khảo sát thời gian nuôi 

Thời gian khảo sát ở các ngưỡng thời gian khác nhau từ 6h, 12h, 18h, 24h, 

30h, 36h, 42h, 48h. Chủng nghiên cứu được nuôi trong môi trường LB, tỷ lệ 

tiếp giống chọn ở mục 2.2.4.1, pH môi trường ban đầu chọn ở mục 2.2.4.2, 

nhiệt độ nuôi cấy chọn ở mục 2.2.4.3. Chọn thời gian lên men cho khả năng 

kháng khuẩn và sinh khối cao nhất dùng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

2.2.4.5 Nghiên cứu các nguồn cacbon, nitrogen, khoáng 

Sử dụng điều kiện lên men được lựa chọn ở mục 2.2.4.1, 2.2.4.2, 2.2.4.3, 

2.2.4.4 để nuôi cấy chủng vi khuẩn nghiên cứu. Tiếp tục tiếp hành nghiên cứu 

về thành phần nguồn dinh dưỡng và nồng độ thích hợp.  

Nguồn cacbon được khảo sát gồm: glucose, lactose, maltodextrin, tinh bột, 

saccharose, rỉ mật,... Bổ sung 2% (w/v) các nguồn cacbon khác nhau này vào 
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môi trường LB cơ bản lỏng. Sau đó, tiến hành khảo sát nồng độ cacbon lựa 

chọn ở 1%; 1,5%; 2%; 2,5%; 3%. 

Các nguồn nitrogen được khảo sát gồm: peptone, trytone, cao nấm men, 

ure, (NH4)2SO4, NH4Cl, NH4NO3,… Bổ sung 1% (w/v) các nguồn nitrogen 

khác nhau này vào môi trường LB lỏng, bổ sung nồng độ nguồn cacbon đã chọn 

được. Sau đó, tiến hành khảo sát nồng độ nito lựa chọn ở 0,5%; 1%; 1,5%; 2%. 

Các nguồn khoáng được khảo sát gồm: NaCl, MgSO4.7H2O, K2HPO4, 

KH2PO4, CaCl2, MnSO4. Bổ sung 0,2% (w/v) các nguồn khoáng khác nhau này 

vào môi trường LB lỏng, bổ sung nồng độ nguồn cacbon và nồng độ nguồn 

nitrogen đã chọn được. Sau đó, tiến hành khảo sát nồng độ khoáng lựa chọn ở 

0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%. 

Chỉ tiêu theo dõi: Giá trị mật độ tế bào cfu/ml, OD 600nm, đường kính vòng 

kháng khuẩn của vi khuẩn gây bệnh và đường kính vòng phân giải cơ chất trong 

môi trường. 

Điều kiện nuôi cấy của chủng chọn lọc trong các thí nghiệm về nghiên cứu 

ảnh hưởng của nguồn C, N, khoáng được tiến hành tại điều kiện tối ưu nhất đã 

tìm được như: pH, nhiệt độ, tỷ lệ giống, thời gian lên men, … 

2.2.5 Phương pháp phân tích 

2.2.5.1 Phương pháp kiểm tra hoạt tính kháng khuẩn bằng phương pháp 

khuếch tán trên đĩa thạch 

Khả năng ức chế vi khuẩn gây bệnh được thực hiện bằng phương pháp 

khuếch tán trên đĩa thạch Kirby-Bauer có cải tiến [75]. Dịch nuôi vi khuẩn kiểm 

định (106 CFU/mL) chang đều lên đĩa thạch LB vô trùng. Sử dụng cây đục lỗ giếng 

với đường kính 6 mm đột trên đĩa thạch.  

Dịch huyền phù tế bào vi khuẩn nghiên cứu được ly tâm 8000 vòng/phút 

trong 10 phút. Dùng micropipette hút lấy phần dịch nổi phía trên và nhỏ 60 𝜇𝑙 

dịch nổi vi khuẩn đã loại bỏ tế bào vào mỗi giếng đã đục ủ 37oC trong 24 giờ. 

Đường kính vòng kháng khuẩn được đo bằng mm.  

Hoạt tính được đánh giá qua hiệu số:                       

D−d (mm) 

Trong đó: D là đường kính vòng kháng khuẩn (mm), d là đường kính lỗ thạch  
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2.2.5.2 Phương pháp kiểm tra hoạt tính sinh enzyme ngoại bào bằng 

phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch 

      Đánh giá khả năng kháng khuẩn được thực hiện theo mô tả của Nguyễn Lân 

Dũng và cộng sự (2007) [76] có cải tiến. Phương pháp này được thực hiện theo 

cách nuôi cấy trên môi trường sinh enzyme và khuếch tán dịch nuôi trên đĩa 

thạch chứa cơ chất tương ứng 0,2% casein, 0,2% CMC, 0,2% tinh bột tan, 0,2% 

tributyrin. Dịch lên men ly tâm ở 10000 vòng/phút, thu dịch nổi tiến hành khảo 

sát hoạt tính khả năng thủy phân cơ chất. Hoạt tính sinh tổng hợp enzyme phân 

giải được kiểm tra bằng phương pháp đục lỗ thạch trên nền môi trường có chứa 

cơ chất cho từng loại enzyme amylase, cellulase và protease. Dịch nuôi vi 

khuẩn (50 µl) được cho vào giếng đúc trên đĩa thạch, ủ qua đêm ở 37℃, nhuộm 

màu bề mặt môi trường thạch và đo kích thước đường kính vòng thủy phân cơ 

chất (∆=D-d) (mm), trong đó D là đường kích vòng thủy phân, d là đường kính 

giếng đúc trên đĩa thạch (6 mm), ∆ hoạt tính phân giải cơ chất thực.  

Amylase: Môi trường xác định hoạt tính amylase sử dụng tinh bột tan, 

agar 1,5%, ủ ở 37°C qua đêm. Sau đó nhuộm màu bằng thuốc thử Lugol (thành 

phần bao gồm I₂ 0,05 g + KI 2,65 g pha đủ 100 mL nước cất) trong vòng 5 phút 

và đo đường kính vòng thủy phân.  

Cellulase: Môi trường xác định hoạt tính cellulase sử dụng CMC, agar 

1,5%, ủ ở 37°C qua đêm. Sau đó nhuộm màu bằng thuốc thử Lugol trong vòng 

5 phút và đo đường kính vòng thủy phân.  

Protease: Môi trường xác định hoạt tính protease là casein, agar 1,5%. 

Casein được hoà tan trong dung dịch đệm PBS pH 7 trước xong thêm agar, ủ ở 

37°C qua đêm. Sau đó nhuộm màu bằng TCA 25% trong vòng 10 phút và đo 

đường kính vòng thủy phân. 

Lipase: Môi trường xác định hoạt tính lipase là tributyrin, agar 2%, ủ ở 

37°C qua đêm. Sau đó nhuộm màu bằng thuốc thử Lugol trong vòng 5 phút và 

đo đường kính vòng thủy phân. 

2.2.5.3 Xác định mật độ tế bào bằng phương pháp đếm khuẩn lạc 

Phương  pháp  xác định mật độ (CFU/mL) vi  khuẩn  Bacillus  sau  khi nuôi 

cấy ở các điều kiện khác nhau sẽ được chuẩn độ CFU/mL như sau: Chuẩn bị dãy 

bao gồm 8 ống Effpendoft chứa sẵn 0,9 ml dung dịch nước NaCl 0,9% vô trùng. 

Hút 0,1 ml dung dịch vi khuẩn cần chuẩn độ đồng nhất trong ống thứ nhất để có 
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nồng độ pha loãng 10-1. Dùng pipet hút tiếp 0,1 ml mẫu chuyển qua ống tiếp theo 

để có nồng độ pha loãng 10-2. Thực hiện thao tác tương tự cho đến nồng  độ  pha  

loãng  10-8.  Tại  ba  mức  pha loãng cuối, mỗi mức pha loãng lần lượt hút 0,1 ml 

dung dịch và phủ đều lên môi trường thạch đĩa LB (thí nghiệm lặp lại 3 lần), ủ 

trong tủ ấm ở nhiệt độ 37°C/24 giờ. Đếm số lượng khuẩn lạc trong mỗi đĩa, chọn 

hai đĩa có mức pha loãng gần nhau có số lượng khuẩn lạc đếm được từ 30-300 

và tính số CFU/mL có trong dung dịch  nuôi cấy tăng  sinh  ban  đầu.  Công  thức  

tính CFU/mL theo TCVN 4884-1 (2015).  

𝑋 =
Ʃ𝐶

(𝑛1 +  0,1𝑛2)𝑣𝑑
 

Trong đó: 

X: số lượng vi khuẩn trong 1 ml dịch mẫu 

C:  tổng  số  khuẩn  lạc  đếm được trên đĩa thạch  

n1, n2: số đĩa nuôi cấy ở hai mức pha loãng liên tiếp xuất hiện khuẩn lạc đếm 

được (n1 là pha trước, n2 là pha sau) 

v:  thể  tích  dịch  mẫu  cấy  nhỏ trên  1 đĩa (mL)   

d:  hệ  số  pha  loãng  tương  ứng  mức pha loãng thấp hơn trong 2 mức pha loãng 

liên tiếp. 

2.2.6 Phương pháp xử lý số liệu 

Thí nghiệm được lặp lại 3 lần, dữ liệu thô được xử lý bằng Microsoft 

Excel. Kết quả được thể hiện ở dạng trung bình (Mean) ± sai số (SD) và đồ thị 

sử dụng trên phần mềm GraphPad Prism 8.  

Số liệu được xử lý bằng phương pháp phân tích phương sai một nhân tố 

(One-way ANOVA). Khi có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P < 0,05), phép 

thử Tukey HSD được sử dụng để so sánh trung bình giữa các nghiệm thức. 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Sàng lọc chủng có khả năng kháng khuẩn tiềm năng 

Mười hai chủng vi khuẩn Baciillus khả năng kháng Salmonella enterica 

(S. enterica), Escherichia coli (E. Coli), Clsotridium perfringen (C.perfringen) 

từ ruột lợn được dùng trong nghiên cứu. Các chủng Bacillus này có tiềm năng 

trong việc định hướng phát triển chế phẩm sinh học nhằm kiểm soát vi khuẩn 

có hại  xâm nhập vào thực phẩm và nâng cao hệ miễn dịch đường tiêu hoá cho 

người tiêu dùng.  

Bên cạnh đó, việc phân lập các chủng vi khuẩn từ ruột lợn, góp phần khai 

thác các chủng mới có khả năng sinh trưởng mạnh và hoạt tính sinh học (kháng 

khuẩn, sinh enzyme) cao. Trong nghiên cứu này, các chủng vi khuẩn lựa chọn 

được sàng lọc hoạt tính kháng khuẩn. Kết quả nghiên cứu nhằm mục tiêu chọn 

ra ít nhất chủng vi khuẩn có có khả năng sinh tổng hợp các chất kháng khuẩn 

mạnh nhất. 

Lựa chọn mười hai chủng vi khuẩn được phân lập từ ruột lợn khoẻ mạnh 

được nuôi trong môi trường LB lỏng trong điều kiện bao gồm tỷ lệ giống ban 

đầu là 10% trong 24 giờ ủ ở 37oC. Ly tâm thu dịch nổi nhỏ vào giếng được đúc 

trên đĩa thạch LB đã phủ vi khuẩn gây bệnh S. enterica, E. coli và C. perfringen 

trên bề mặt đĩa thạch.  

Bảng 3.1 Hoạt tính kháng khuẩn của 12 chủng vi khuẩn nghiên cứu 

STT 
Kí hiệu 

chủng 

Đường kính vòng kháng khuẩn (D-d, mm) 

S. enterica E. coli C. perfringen  

1 Fz1 10,77±0,04c - + 

2 BSP1 11,47±0,09b - + 

3 BacA10 13,17±0,16a 4,6±0,14a 1,47±0,2 

4 STNN5 - 2,9±0,29c + 

5 SP1 10,07±0,09d 3,03±0,12c - 

6 BacA12 10,73±0,09c 2,63±0,05c + 

7 GM3 + 4±0,05b - 

8 BSA 5,33±0,17f 4±0,05b - 

9 Soma4 5,87±0,09e 4,36±0,09ab + 

10 M2b 5,03±0,05f - - 
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11 BacB + - - 

12 PB2 + 1,97±0,12d + 

Ghi chú: (-) không có hoạt tính kháng khuẩn; (+) có dấu hiệu kháng khuẩn, 

xuất hiện vòng sáng xung quanh lỗ thạch từ 5-7 mm. Trong cùng một cột, các 

giá trị mang chữ cái khác nhau (a, b, c, ...) biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê ở mức P < 0,05 theo phép thử Tukey HSD. 

Kết quả từ bảng 3.1 và hình 3.1 cho thấy, có 11/12 chủng kháng S. 

enterica, 8/12 chủng kháng E. Coli và đối với C. perfringen là 7/12 chủng. Dựa 

vào kích thước đường kính vòng kháng khuẩn, có thể phân loại các chủng vi 

khuẩn thành các mức khác nhau.  

Đối với kháng S. enterica, 2 chủng (BSP1 và BacA10) kháng mức cao 

(11,47±0,09 đến 13,17±0,16 mm), mức khá có 3 chủng (10,07±0,09 đến 

10,77±0,04 mm), mức trung bình có 3 chủng (5,03±0,05 đến 13,17±0,16 mm) 

và mức thấp chỉ xuất hiện vòng sáng có 3 chủng.  

Đối với khả năng kháng E. coli, có 4 chủng mức cao (4±0,05 đến 4,6±0,14 

mm), có 3 chủng mức trung bình (2,63±0,05 đến 3,03±0,12 mm) và có 1 chủng 

mức thấp là 1,97±0,12 mm. Chỉ có chủng BacA10 thể hiện vòng kháng khuẩn 

rõ ràng đối với C. perfringen là 1,47±0,2 mm, còn 6 chủng còn lại chỉ có dấu 

hiện vòng sáng quanh giếng.  

Từ kết quả phân tích, nhận thấy rằng chủng vi khuẩn BacA10 thể hiện 

hoạt tính tốt nhất trên cả 3 chủng vi khuẩn định. Cụ thể, đường kính vòng ức 

chế với S. enterica, E. Coli, C. perfringen lần lượt là 13,17±0,16 mm, 4,6±0,14 

mm, 1,47±0,2 mm. Kết quả khác biệt có ý nghĩa về thống kê so với các chủng 

còn lại (p < 0,05).  

Với mục tiêu chọn ra 01 chủng vi khuẩn có hoạt tính tốt nhất từ thí nghiệm 

sàng lọc, kiểm tra khả năng kháng khuẩn bước đầu. Từ kết quả nghiên cứu lựa 

chọn chủng vi khuẩn BacA10 có tiềm sinh tổng hợp các hợp chất kháng khuẩn. 

Chủng vi khuẩn BacA10 được tiếp tục nghiên cứu về một số đặc tính sinh học 

probiotic. 
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Hình 3.1 Vòng kháng khuẩn của 12 chủng vi khuẩn Bacillus được dùng trong 

nghiên cứu 

3.2 Định danh chủng vi khuẩn lựa chọn 

Chủng vi khuẩn BacA10 lựa chọn được định danh bằng giải trình tự 16S 

rRNA. DNA tổng số của chủng vi khuẩn nghiên cứu được tách chiết và sử dụng  

cặp mồi đặc hiệu 27F/1492R để khuếch đại gen. Sản phẩm sau khi chạy PCR 

được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1%, kết quả quan sát thấy chỉ có 1 

băng duy nhất có kích thước khoảng 1500 bp.  

Sử dụng phần mềm BioEit để cắt nối đoạn bp có phần tín hiệu nhiễm hai 

đầu mạch. Phân tích và so sánh trình tự 16 rRNA của chủng BacA10 được so 

sánh với một số trình tự khác đã công bố trên GenBank bằng phần mềm Blast 

(NCBI) trực tuyến. Kết quả cho thấy chủng BacA10 có quan hệ gần gũi với với 

chủng Bacillus amyloliquefaciens và Bacillus velezensis. Đây là 2 chủng thuộc 

nhóm Bacillus subtilis species complex, là nhóm vi khuẩn có mức độ bảo tồn 

cao về trình tự gen 16S rRNA.    

Phân tích số liệu bằng phần mềm Mega 12 cho thấy trình tự nucleotide 

của chủng BacA10 có độ tương đồng trong khoảng 96,12 đến 99,93% với các 

chủng thuộc chi Bacillus lựa chọn. Cụ thể, chủng BacA10 thể hiện mức độ 

tương đồng cao nhất 99,93% với chủng Bacillus amyloliquefaciens (mã số 

GenBank: KX427027.1)  

Xây dựng cây phân loại của chủng vi khuẩn BacA10 trên phần mềm Mega 

12, kết quả thể hiện qua hình 3.2. Sử dụng phương pháp neighbor-joining với 

số lần sao chép bootstrap = 1000. Trên hình 3.2 cho thấy, chủng BacA10 nằm 
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cùng nhánh với chủng Bacillus amyloliquefaciens, với giá trị bootstrap cao 

đánh giá được độ tin cậy của kết quả cây phân loại. Đặt tên chủng vi khuẩn 

BacA10 là Bacillus amyloliquefaciens BacA10. 

 

Hình 3.2 Cây phát sinh chủng loại chủng vi khuẩn lựa chọn 

Như vậy, có thể xác định được chủng vi khuẩn nghiên cứu thuộc chi 

Bacillus thông qua đánh giá về đặc điểm hình thái và phân tích trình tự gen 16S 

rRNA. Bacillus là chi được nghiên cứu probiotic ứng dụng rộng rãi nhằm mục 

đích tạo ra chế phẩm sinh học giúp hỗ trợ và tăng cường hệ miễn dịch hoặc 

kiểm soát sự xâm nhập của vi khuẩn gây bệnh trong thực phẩm. Nhờ vào khả 

năng tạo bào tử giúp chúng thích nghi được trong điều kiện môi trường khắc 

nghiệt. Do đó, để đánh giá tiềm năng của chủng vi khuẩn lựa chọn, nghiên cứu 

tiếp tục đánh giá một số thí nghiệm probiotic nhằm làm rõ đặc tính của chủng. 

3.3 Nghiên cứu đặc điểm sinh học probiotic của chủng vi khuẩn lựa chọn 

trong thí nghiệm in vitro 

Theo hướng dẫn của FAO/WHO, một chủng probiotic được lựa chọn cần 

đáp ứng các tiêu chí cơ bản, bao gồm tính an toàn, khả năng tồn tại trong các 

điều kiện khắc nghiệt của đường tiêu hóa và khả năng bám dính lên biểu mô 

ruột. Trong khuôn khổ đề tài này, tính an toàn của các chủng được đánh giá 

thông qua khả năng gây tan huyết và mức độ kháng kháng sinh. Khả năng chịu 

đựng các điều kiện bất lợi trong đường tiêu hóa được xác định dựa trên tính 

chịu acid và muối mật. Bên cạnh đó, khả năng bám dính của các chủng được 

nghiên cứu thông qua các chỉ tiêu như tính kỵ nước bề mặt tế bào, khả năng tự 
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kết tụ và khả năng đồng kết tụ với vi khuẩn gây bệnh. Kết quả của các thí 

nghiệm được trình bày chi tiết trong các mục dưới đây. 

3.3.1 Khả năng tan huyết của chủng vi khuẩn chọn lựa  

Thử nghiệm hoạt động tan máu là một chỉ tiêu quan trọng trong đánh giá 

an toàn sinh học cơ bản của các chủng vi khuẩn, đặc biệt khi định hướng ứng 

dụng trong probiotic cho con người hoặc động vật. Khả năng gây tan huyết 

phản ánh mức độ tương tác của vi khuẩn với tế bào hồng cầu, dựa vào đó có 

thể đánh giá gián tiếp tiềm năng gây độc. Theo kết quả thể hiện ở hình 3.3 cho 

thấy, chủng vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens BacA10. xung quanh khuẩn 

lạc không xuất vùng trong suốt hoặc hoặc xanh lục trên đĩa thạch máu. Vì vậy, 

chủng Bacillus amyloliquefaciens BacA10 không gây tan máu, được lựa chọn 

cho nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.3 Hình ảnh khuẩn lạc vi khuẩn không gây tan máu 

3.3.2 Khả năng chịu axit và muối mật  

Thử nghiệm chịu axit và muối mật là một trong những tiêu chí quan trọng 

để đánh giá tiềm năng sản xuất chế phẩm probiotic của vi khuẩn, đặc biệt là các 

chủng vi khuẩn có lợi thuộc chi Bacillus. Trong điều kiện thực tế, vi khuẩn khi 

đi qua đường tiêu hoá phải đối mặt với môi trường pH rất thấp của dạ dày và 

sự hiện diện của muối mật tại ruột non, đây là những hàng cản gây tổn thương 

màng tế bào và làm giảm khả năng sống sót của chủng vi khuẩn. Vì vậy, khả 

năng chịu axit và muối mật được xem là điều kiện tiên quyết để vi khuẩn có thể 

tồn tại, định cư và phát huy các chức năng sinh học trong cơ thể vật chủ [77]. 

Đặc tính của vi sinh vật được thể hiện khi chúng có thể tồn tại và thích nghi với 
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điều kiện (muối mật, pH acid) sau 3 giờ xử lý. Đây là thời gian thức ăn được 

tiêu hóa trong ruột non sau ăn.  

Bảng 3.2 Thử nghiệm khả năng chịu muối mật và axit dạ dày  

Dịch mô phỏng 
Tỷ lệ sống sót 

sau 1 giờ (%) 

Tỷ lệ sống sót 

sau 2 giờ (%) 

Tỷ lệ sống sót 

sau 3 giờ (%) 

Muối mật 0,1% 48,67±1,25 57,63±1,7 61,32±0,47 

Muối mật 0,3% 58±1,89 63,45±0,82 66,84±1,25 

Muối mật 0,5% 48,67±1,25 38,75±0,94 26,28±0,47 

pH 2 41,35±0,47 29,47±2,16 18,54±2,45 

pH 3 67,11±0,47 50,42±1,85 26,43±1,46 

pH 4 82,7±1,88 71,97±0,97 57,74±0,86 

Đối chứng 100±1,63 100±0,47 100±1,24 

Dựa vào kết quả bảng 3.2, chủng Bacillus amyloliquefaciens BacA10 có 

tỷ lệ sống tăng dần đến 0,3% và giảm ở 0,5%. Điều này chứng minh rằng, chủng 

vi khuẩn hoàn toàn có thể thích nghi và sinh trưởng tốt trong hệ tiêu hoá ở 

0,3%. Sau 1 giờ ủ, mật độ tế bào tăng chậm, thay đổi không đáng kể. Theo Q. 

D. Tinh và cộng sự (2013) điều này đúng khi nghiên cứu về vi khuẩn probiotic 

[78]. Sự hiện diện của muối mật trong mẫu có tác động khác nhau, dữ liệu 

nghiên cứu được nghiên cứu qua phần trăm tỷ lệ sống sót của vi khuẩn. Những 

giờ đầu, mật độ vi sinh vật tăng lên chậm là do hệ vi sinh vật đang trong pha 

thích nghi với môi trường chứa muối mật, nó tác động đến tế bào vi sinh vật 

làm hạn chế sự phát triển của chủng. Nhưng sau đó, tốc độ phát triển tăng dần 

do một số enzyme được tiết ra trên màng tế bào vi khuẩn có khả năng trung 

hoà’ thủy phân muối mật bằng cách cắt đứt liên kết N-actyl giữa gốc steroid và 

chuỗi amino axit bên của axit mật. Ở nồng độ 0,5% muối mật vi khuẩn giảm 

dần. Điều này cho thấy, 0,5% muối mật là giới hạn của vi khuẩn Bacillus 

amyloliquefaciens BacA10, kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Minh Tan 

Pham et al [68].   

Về khả năng chịu pH thấp, ở ngưỡng pH 2 chủng vẫn còn tồn tại, tỷ lệ 

sống sót giảm theo thời gian. Bên cạnh đó, pH 4 chủng khả năng phát triển tốt 

tỷ lệ sống sót giảm nhẹ sau 3 giờ. Khi dạ dày ở trạng thái nghỉ duy trì mức pH 

4, chỉ khi tiêu hoá độ acid của dạ dày mới giảm xuống mức pH 2 và 3. Do đó, 

có thể khẳng định rằng chủng BacA10 có khả năng thích nghi và sinh trưởng 
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trong điều kiện môi trường pH (2-4) khắc nghiệt. Là chủng tiềm năng để tiếp 

tục nghiên cứu và khai thác. 

3.3.3 Khả năng bám dính 

Thử nghiệm về tính kỵ nước là nghiên cứu vi khuẩn có thể được sử dụng 

để tìm ra khả năng bám dính của chủng thử nghiệm vào tế bào ruột. Đây là một 

đặc điểm cần thiết giúp nuôi cấy probiotic xâm chiếm và điều chỉnh hệ miễn 

dịch của vật chủ [79]. Vi khuẩn probiotic phải đối mặt trong đường tiêu hoá 

như ngăn ngừa bị loại bỏ trong quá trình nhu động ruột và có hiệu quả về chức 

năng cân bằng đường ruột [80]. Kết quả nghiên cứu thể hiện ở hình 3.4, tỉ lệ kỵ 

nước của tế bào là 52,11±1,07(%) là đạt yêu đối với một chủng probitic tiềm 

năng, thể hiện xu hướng ưa lipid hỗ trợ quá trình tương tác với biểu mô. Lee S 

và cộng sự năm 2017, công bố Bacillus sp. từ nước tương truyền thống của Hàn 

Quốc đã cho thấy khả năng kỵ nước với xylene trong khoảng 25 đến 89% [81]. 

Cùng năm, Ragul và cộng sự đã báo cáo khả năng kỵ nước của Bacillus sp. 

phân lập từ dưa chua lên men trong khoảng 7 đến 57% [82]. 

Tự đông tụ là thành phần chính trong quá trình hình thành màng sinh học 

giúp xâm chiếm đường ruột và bám chắc vào tế bào biểu mô ruột, do đó ngăn 

ngừa sự bám dính của mầm bệnh. Theo Montoro và cộng sự đã mô tả phạm vi 

khả năng tự đông tụ chia làm 3 mức thấp (16-35%), trung bình (35-50%) và 

cao (>50%). Kết quả trong hình thể hiện, chủng Bacillus amyloliquefaciens 

BacA10 đạt 71,65±0,58 (%) sau 6 giờ ủ cao hơn so với nhiều nghiên cứu về 

chủng Bacillus sp. đã công bố. Bacillus sp . từ dưa chua lên men cho thấy khả 

năng tự đông tụ từ 12–58% [82]. 

Khả năng bám dính của chủng B. amyloliquefaciens BacA10 đối với các 

vi khuẩn gây bệnh có sự khác biệt đáng kể. Cụ thể, chủng thể hiện khả năng 

bám dính với S. enterica ở mức cao (61,06%), E. coli ở mức trung bình 

(43,91%) và C. perfringen ở mức thấp (22,41%). Kết quả cho thấy chủng B. 

amyloliquefaciens BacA10 có tiềm năng cạnh tranh vị trí bám với các vi khuẩn 

gây bệnh, đặc biệt là S. enterica. Theo Collado và cộng sự, khả năng đồng kết 

tụ với vi khuẩn gây bệnh là một cơ chế quan trọng giúp probiotic ngăn cản bám 

dính và xâm nhâp của vi khuẩn gây bệnh. Mức độ bám dính khác nhau có thể 

liên quan đến sự khác biệt về cấu trúc bề mặt tế bào, thành phần polysaccharide 

ngoại bào hoặc protein bề mặt tham gia vào quá trình nhận diện và liên kết [83]. 
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Tóm lại, từ các kết quả cho thấy chủng B. amyloliquefaciens BacA10 đáp 

ứng được nhiều tiêu chí của một chủng probiotic tiềm năng. Được lựa chọn làm 

chủng tối ưu điều kiện và thành phần lên men định hướng làm chế phẩm 

probiotic cho người hoặc động vật. 

 

Hình 3.4 Khả năng bám dính của chủng Bacillus amyloliquefaciens BacA10 

3.3.4 Khả năng kháng kháng sinh 

Nghiên cứu mức độ nhạy cảm với kháng sinh là thí nghiệm tiếp theo kiểm 

tra tính an toàn của chủng. Chủng probiotic cần phải nhạy cảm với kháng sinh 

để tránh sự chuyển gen kháng kháng sinh không mong muốn cho hệ vi sinh vật 

đường ruột. Nó có thể xảy ra do các trasposon, plasmid và vi khuẩn đột biến 

dẫn đến các chủng kháng kháng mới [84].  

Bảng 3.3 Khả năng kháng kháng của chủng Bacillus amyloliquefaciens BacA10 

Kháng sinh 
Nồng độ kháng sinh 

3 µg/mL 5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

Penicilin G I S S S 

Sulfunamide S S S S 

Oxytetracyline S S S S 

Amoxylin R I S S 

Tylosin S S S S 

Cefotaxin S S S S 

Streptomycin I S S S 

Ampicilin R I S S 
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Ghi chú: (S) nhạy (khuẩn lạc mọc rõ ràng); (I) trung bình (khuẩn lạc mọc mờ); 

(R) kháng (khuẩn lạc không mọc) 

Kết quả nghiên cứu trình bày ở bảng 3.3 sau 3 lần lặp lại bằng phương 

pháp cấy quệt hình dấu thập cho thấy ở nồng độ thấp (3-5 µg/mL), chủng 

Bacillus amyloliquefaciens BacA10 có biểu hiện kháng hoặc trung gian đối với 

penicilin G, amoxylin, streptomycin, ampicilin. Tuy nhiên, chủng nhạy cảm ở 

nồng độ từ 10 µg/mL cho thấy khả năng kháng phụ thuộc vào nồng độ. Xét về 

cơ chế, chủng nghiên cứu đều nhạy cảm với các loại kháng sinh: nhóm ức chế 

tổng hợp protein (oxytetracyline, streptomycin, tylosin), nhóm 𝛽 – lactam ức 

chế tổng hợp vách tế bào (penicilin G, ampicillin, amoxicillin, cefotaxime) và 

nhóm ức chế chuyển hoá acid folic (sulfunamide). Điều này nhận thấy chủng 

không tồn tại hiện tượng kháng đa cơ chế, giảm nguy cơ gen kháng kháng sinh 

di truyền. 

3.4 Nghiên cứu điều kiện và thành phần môi trường lên men đến hoạt tính 

chủng vi khuẩn B. amyloliquefaciens BacA10  

Sau khi nghiên cứu được một số đặc tính probitic ở mục 3.3. Nghiên cứu 

tiếp các điều kiện và thành phần nguồn dinh dưỡng của chủng vi khuẩn 

B.amyloliquefacien BacA10. Nhằm mục đích nâng cao hoạt tính kháng khuẩn 

và mật độ tế bào. Bên cạnh đó, nghiên cứu thêm về khả năng sinh enzyme ngoại 

bào nhằm bổ sung thông tin đặc tính sinh học và tiềm năng ứng dụng của chủng 

nghiên cứu. 

3.4.1 Ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống 

Bên cạnh các yếu tố môi trường ảnh hưởng trực tiếp đến sự phát triển của 

vi khuẩn, tỷ lệ tiếp giống ban đầu cũng là một yếu tố quan trọng cần được xác 

định để đảm bảo hiệu quả sinh trưởng. Mật độ vi khuẩn ảnh hưởng trực tiếp tới 

quá trình cạnh tranh trong nhu cầu dinh dưỡng và trao đổi oxy. Tiến hành nghiên 

cứu ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống đến sự sinh trưởng của chủng vi khuẩn 

Bacillus amyloliquefaciens BacA10 ở 5 tỷ lệ khác nhau gồm: 3%; 5%; 7%; 

10% và 15%. Kết quả về hoạt tính kháng khuẩn và sinh enzyme ngoại bào được 

trình bày ở bảng 3.4, hình 3.5 và hình 3.6. 
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Bảng 3.4 Ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 

Tỷ lệ 

tiếp 

giống 

(%) 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải cơ chất 

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

3 
6,43 

±0,4 
+ + 

13,23 

±0,21 

16,87 

±0,09 

16,33 

±0,47 

8,53 

±0,41 

5 
11,37    

±0,33 
+ + 

15,77 

±0,21 

17,33 

±0,25 

17,13 

±0,19 

10,7  

±0,22 

7 
14,4 

±0,43 

4,83 

±0,24 

2,8 

±0,19 

17,3 

±0,24 

18,27 

±0,19 

18,17  

±0,12 

15,8  

±0,21 

10 
12,83 

±0,17 

4,27 

±0,21 
+ 

16,67 

±0,24 

17,8 

±0,14 

17,83 

±0,05 

13,5  

±0,34 

15 
7,4 

±0,43 

3,73 

±0,21 
+ 

14,2 

±0,28 

16,33 

±0,4 

17,47 

±0,29 

11,5    

±0,41 

Ghi chú: (-) không có hoạt tính kháng khuẩn; (+) có dấu hiệu kháng khuẩn, 

xuất hiện vòng sáng xung quanh lỗ thạch từ 5-7 mm; các chủng vi khuẩn gây 

bệnh: Salmonella enterica VTCC-0480: SE, Escherichia coli VTCCB-0482: 

EC,  Clsotridium perfringen ATCC 13124: CP. 

Hình 3.5 Ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 

ngoại bào 
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Ghi chú: Các giếng 3%, 5%, 7%, 10% và 15% tương ứng với tỷ lệ tiếp giống 

(v/v) được khảo sát 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ tiếp giống ảnh hưởng rõ rệt đến mật độ 

tế bào, hoạt tính kháng khuẩn và khả năng sinh enzyme ngoại bào của chủng 

Bacillus amyloliquefaciens BacA10.  

Đối với hoạt tính kháng khuẩn, kết quả cho thấy chủng nghiên cứu có khả 

năng ức chế S. enterica, E. coli và C. perfringen, tuy nhiên mức độ phụ thuộc 

vào tỷ lệ tiếp giống. Tiếp giống ở tỷ lệ 7%, hoạt tính kháng khuẩn biểu hiện rõ 

rệt nhất với đường kính vòng vô khuẩn lớn hơn so với các mức khác với S. 

enterica là 14,4±0,43 mm, E. coli và C. perfringen lần lượt là 4,83±0,24 mm 

và 2,8±0,19 mm. Trong khi đó, tiếp giống ở tỷ lệ (3–5%) cho mức kháng khuẩn 

thấp, còn tiếp giống ở (10–15%) hoạt tính kháng khuẩn có xu hướng giảm.  

Đối chiếu với tỷ lệ tiếp giống 10% ban đầu cho thấy rằng ở 7% thể hiện khả 

năng kháng khuẩn tốt hơn. Điều này có thể liên quan đến việc tổng hợp các hợp 

chất kháng khuẩn (như bacteriocin, lipopeptide) thường gắn liền với pha sinh 

trưởng lũy thừa hoặc đầu pha cân bằng, quá trình sinh tổng hợp các chất kháng 

khuẩn bị ảnh hưởng bởi mật độ tế bào cũng như điều kiện dinh dưỡng [78], 

[79]. 

Với khả năng sinh enzyme ngoại bào (Bảng 3.4 và Hình 3.5). Cụ thể, tại 

tỷ lệ tiếp giống 7%, đường kính vòng phân giải của các enzyme đạt giá trị cao 

nhất như: amylase (17,3±0,24 mm), cellulase (18,27±0,19 mm), lipase 

(18,17±0,12 mm) và protease (15,8±0,21 mm). Ở các tỷ lệ thấp hơn (3–5%), 

hoặc ở tỷ lệ cao hơn (10–15%), hoạt tính enzyme có xu hướng giảm. 

Về sinh trưởng (Hình 3.6), mật độ tế bào (CFU/mL) và giá trị OD tăng 

dần khi tỷ lệ tiếp giống tăng từ 3% đến 7%, đạt cực đại tại 7% ( 14,56×109 

CFU/mL) kết quả này trùng khớp với nghiên cứu công bố của Phương Thị 

Hương và Vũ Văn Hạnh (2018) về chủng Bacillus subtilis BSVN15 [80]. Sau 

đó, khi tiếp tục tăng tỷ lệ tiếp giống lên 10% và 15%, cả CFU và OD đều giảm. 

Như vậy, có thể thấy giá trị CFU/mL và OD có xu hướng tỷ lệ thuận với nhau. 

Điều này cho thấy ở mức tiếp giống trung bình (7%), quần thể vi khuẩn nhanh 

chóng thích nghi và bước vào pha sinh trưởng tăng tốc (pha log), trong khi ở tỷ 

lệ tiếp giống quá cao, sự cạnh tranh dinh dưỡng và tích lũy chất chuyển hóa có 

thể làm hạn chế sinh trưởng. 
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Tóm lại, tỷ lệ tiếp giống 7% là tối ưu cho mật độ tế bào cao, hoạt tính 

enzyme ngoại bào mạnh và khả năng kháng khuẩn mạnh. Kết quả này phù hợp 

với các nghiên cứu trước đây, trong đó tỷ lệ tiếp giống trung bình (5–10%) được 

ghi nhận là thích hợp cho các chủng Bacillus trong sản xuất enzyme và chất 

kháng khuẩn, do giúp cân bằng giữa tốc độ sinh trưởng và hiệu suất tổng hợp 

chất chuyển hóa thứ cấp [88], [89]. 
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Hình 3.6 Ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống đến mật độ tế bào 

3.4.2 Ảnh hưởng của pH môi trường ban đầu  

     pH ban đầu của môi trường là một trong những yếu tố quan trọng nhất ảnh 

hưởng đến sinh trưởng của vi khuẩn. Khi pH thay đổi có thể làm thay đổi tính 

chất hóa học của môi trường, độ hòa tan của các chất dinh dưỡng hay sự cân 

bằng giữa các phân tử ion. pH môi trường có thể làm tăng hoặc giảm khả năng 

hấp thu chất dinh dưỡng của vi khuẩn và ảnh hưởng đến hiệu suất quá trình lên 

men. Để nghiên cứu ảnh hưởng pH môi trường lên men, chúng tôi tiến hành 

nghiên cứu 6 ngưỡng khác nhau: 4, 5, 6, 7, 8, 9. 

Bảng 3.5 Ảnh hưởng của nồng độ pH đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 

pH 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 
Đường kính vòng phân giải (D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

5 
11,36 

±0,26 - - 

13,17 

±0,24 

16,97 

±0,24 

16,27  

±0,24 8,7±0,22 
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6 
14,57 

±0,33 

3,57 

±0,17 

2,37 

±0,28 

15,6     

±0,43 

17,37  

±0,21 

17,03  

±0,05 

10,83 

±0,17 

7 
15,83 

±0,34 

4,7 

±0,21 

2,93 

±0,09 

17,27   

±0,19 

18,27 

±0,19 

18,23  

±0,21 

15,83  

±0,12 

8 
11,63   

±0,12 - - 

16,6   

±0,14 

17,87 

±0,24 

17,83  

±0,05 

13,63 

±0,12 

9 
11,6 

±0,43 - - 

14,3   

±0,24 

16,47  

±0,33 

17,53  

±0,21 

11,2  

±0,28 

 

Hình 3.7 Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng pH 5-9 tương ứng với mốc pH ban đầu được khảo sát 

Về khả năng kháng khuẩn, chủng nghiên cứu thể hiện hoạt tính ức chế rõ 

rệt đối với S. enterica, E. coli và C. perfringen trong khoảng pH nghiên cứu. 

Trong đó, hoạt tính mạnh nhất được ghi nhận tại pH 7 với đường kính vòng vô 

khuẩn lớn nhất (15,83±0,34 mm đối với Salmonella, 4,7±0,21 mm đối với E. 

coli và 2,93±0,09 mm đối với Clostridium).  

Ở pH 6, hoạt tính kháng khuẩn cũng khá mạnh nhưng thấp hơn so với pH 7, 

trong khi ở pH 5 và pH ≥ 8, hoạt tính giảm rõ rệt hoặc không có tính kháng 

khuẩn. Điều này cho thấy quá trình sinh tổng hợp các hợp chất kháng khuẩn 

(như bacteriocin hoặc lipopeptide) chịu ảnh hưởng mạnh của pH môi trường và 

đạt hiệu quả cao nhất trong điều kiện tối ưu cho sinh trưởng. 

Đối với hoạt tính enzyme ngoại bào, amylase, cellulase, lipase và protease 

đều đạt hoạt tính cao nhất tại pH 7. Cụ thể, đường kính vòng phân giải tại pH 
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7 lần lượt là 17,27±0,19 mm (amylase), 18,27±0,19 mm (cellulase), 18,23±0,21 

mm (lipase) và 15,83±0,21 mm (protease).  

Ở pH 6, hoạt tính enzyme cũng khá cao nhưng thấp hơn so với pH 7, trong khi 

ở pH 5 và pH 8–9, hoạt tính có xu hướng giảm. Nguyên nhân có thể do pH ảnh 

hưởng trực tiếp đến cấu trúc không gian của enzyme và khả năng tiết enzyme 

ra môi trường [83]. Mỗi enzyme có pH tối ưu riêng, tuy nhiên nhìn chung đa 

số enzyme ngoại bào của Bacillus hoạt động tốt trong khoảng pH trung tính 

đến hơi kiềm [84], [85]. 

Về sinh trưởng của tế bào (Hình 3.8), mật độ vi khuẩn (CFU/mL) và giá 

trị OD  tăng dần khi pH tăng từ 5 lên 7, đạt cực đại tại pH 7 với giá trị CFU là 

18,46x109 và OD =1,44, sau đó giảm ở pH 8 và 9. Điều này cho thấy pH trung 

tính là điều kiện tối ưu cho sự phát triển của chủng, phù hợp với đặc điểm sinh 

lý chung của nhiều loài Bacillus ưa trung tính. Ở pH thấp, sự sinh trưởng bị hạn 

chế do ảnh hưởng bất lợi của môi trường acid lên cấu trúc màng tế bào và hoạt 

động enzyme nội bào. Ngược lại, ở pH kiềm nhẹ (pH 8–9), sự mất cân bằng 

ion và biến tính protein có thể làm giảm tốc độ sinh trưởng. 

Như vậy, theo kết phân tích ở trên, pH 7 là lựa chọn phù hợp cho nghiên 

cứu tiếp theo. 
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Hình 3.8 Ảnh hưởng của pH ban đầu đến mật độ tế bào 

3.4.3 Ảnh hưởng của nhiệt độ  

Nhiệt độ là một trong những yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến độ bền và khả 

năng tồn tại của dịch nuôi cấy vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens BacA10 

[93]. . Để nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đối với hoạt tính của chủng vi 

khuẩn tuyển chọn, sau khi nuôi tăng sinh vi khuẩn B.amyloliquefaciens 
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BacA10, ở các nhiệt độ khác nhau (25oC, 30oC, 37oC, 40oC). Tiến hành kiểm 

tra hoạt tính kháng khuẩn, hoạt tính enzyme phân giải cơ chất và mật độ tế 

bào của vi khuẩn nghiên cứu. 

Bảng 3.6 Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme 

Nhiệt 

độ 

(°C) 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn  (D-d, mm) 
Đường kính vòng phân giải (D-d,mm) 

 SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

25 
15,07 

±0,09 
+ 

1,26 

±0,16 

14,57 

±0,05 

17,03 

±0,21 

16,7    

±0,14 

12,47 

±0,05 

30 
15,93 

±0,09 

4,9 

±0,09 

2,63 

±0,09 

15,6   

±0,16 

17,4  

±0,16 

17,17  

±0,24 

14,13 

±0,62 

37 
15,76 

±0,49 

4,63 

±0,12 

3,03 

±0,05 

17,33   

±0,19 

18,3 

±0,22 

18,23  

±0,21 

15,87 

±0,17 

40 
14,2 

±0,21 

3,2 

±0,21 

2,13 

±0,12 

16,6   

±0,14 

17,87  

±0,24 

17,53  

±0,38 

15,6   

±0,14 

 

Hình 3.9 Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 

ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng ghi 25°C , 30°C , 37°C , 40°C  là nhiệt độ nuôi cấy khảo 

sát 

Về khả năng kháng khuẩn, chủng Bacillus thể hiện hoạt tính ức chế tốt đối 

với S. enterica ở tất cả các mức nhiệt độ khảo sát, với đường kính vòng vô 

khuẩn cao nhất tại 30°C (15,93±0,09 mm) và giảm nhẹ khi nhiệt độ tăng. Đối 
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với E. coli, hoạt tính kháng khuẩn đạt cao nhất tại 30°C (4,9±0,09 mm), sau đó 

giảm ở 37°C (4,63±0,12 mm) và 40°C (3,2±0,21 mm). Trong khi đó, khả năng 

ức chế C. perfrigen có ở tất cả mốc nhiệt độ và cao nhất ở nhiệt độ 37oC 

(3,03±0,05 mm). 

Đối với hoạt tính enzyme ngoại bào, các enzyme khảo sát đều có xu hướng 

tăng khi nhiệt độ tăng từ 25°C lên 37°C, sau đó giảm nhẹ ở 40°C. Cụ thể, tại 

37°C, đường kính vòng phân giải đạt giá trị cao nhất đối với amylase 

(17,33±0,19 mm), cellulase (18,3±0,22 mm), lipase (18,23±0,21 mm) và 

protease (15,87±0,17 mm). Điều này cho thấy nhiệt độ 37°C thuận lợi cho quá 

trình tổng hợp và tiết enzyme ngoại bào. Tuy nhiên, khi tăng lên 40°C, hoạt 

tính enzyme giảm nhẹ, có thể do cấu trúc enzyme bị ảnh hưởng bởi nhiệt độ 

cao, làm giảm hiệu quả xúc tác. 

Về sinh trưởng (Hình 3.10), mật độ tế bào (CFU/mL) và giá trị OD 600nm 

tăng từ 25°C đến 37°C và đạt cực đại tại 37°C, sau đó giảm dần khi nhiệt độ 

tăng lên 40°C. Điều này cho thấy 37°C là nhiệt độ tối ưu cho sự phát triển của 

chủng. Ở 25°C, tốc độ sinh trưởng còn hạn chế do hoạt động enzyme nội bào 

diễn ra chậm. Ngược lại, ở nhiệt độ cao hơn 40°C, sự giảm mật độ tế bào có 

thể liên quan đến hiện tượng biến tính protein, rối loạn cấu trúc màng và tích 

lũy các sản phẩm trao đổi chất gây ức chế. 

Kết quả cho thấy nhiệt độ tối ưu cho từng mục tiêu có sự khác biệt: 37°C 

phù hợp cho sinh trưởng tế bào và thuận lợi cho sinh tổng hợp enzyme ngoại 

bào, và 30–37°C là khoảng nhiệt độ thích hợp để duy trì hoạt tính kháng khuẩn 

ổn định. Trong nghiên cứu này chọn 37°C là nhiệt độ phù hợp chọn để nghiên 

cứu cho thí nghiệm tiếp theo. 
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Hình 3.10 Ảnh hưởng của nhiệt độ đến mật độ tế bào 

 



49 

 

 

 

3.4.4 Ảnh hưởng của thời gian lên men 

Thời gian lên men là một trong những thông số được các nhà sản xuất đặc 

biệt quan tâm vì nó ảnh hưởng trực tiếp đến quá trình vận hành máy móc, thiết 

bị cũng như sử dụng nhân công. Trong hầu hết các nghiên cứu, việc xác định 

thời gian sinh trưởng phù hợp luôn được quan tâm. Tiến hành nuôi cấy chủng 

và lấy mẫu tại các mốc thời gian: 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 và 48 giờ. 

Bảng 3.7 Ảnh hưởng của thời gian lên men đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 

Thời 

gian 

(giờ) 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải cơ chất 

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

6 
- + - 

16,1 

±0,08 

15,7 

±0,22 

14,83 

±0,62 

10,83 

±0,85 

12 
10,87 

±0,09 + - 

16,77 

±0,05 

16,17 

±0,4 

16,17 

±0,47 

13,43 

±0,24 

18 
12,83 

±0,23 

2,6 

±0,16 - 

17,07 

±0,05 

17,83 

±0,2 

17,17 

±0,24 

15,37  

±0,09 

24 
15,87 

±0,05 

4,47 

±0,09 

2,77 

±0,17 

17,43 

±0,17 

18,03 

±0,22 

18,33 

±0,12 

15,93  

±0,26 

30 
19,87 

±0,26 

5,17 

±0,05 

3,27 

±0,05 

19,43 

±0,31 

19,77 

±0,21 

19,83 

±0,24 

16,2  

±0,24 

36 
21,67 

±0,47 

5,8 

±0,14 

3,77 

±0,17 

21,67 

±0,62 

21,77 

±0,21 

21,8 

±0,16 

18,9  

±0,1 

42 
19,37 

±0,26 

4,13 

±0,04 

2,73 

±0,05 

21,33 

±0,47 

21,1 

±0,37 

21,17   

±0,12 

18,5 

±0,41 

48 

17,67 

±0,47 

3,53 

±0,05 + 

21,17 

±0,62 

19,67 

±0,09 

19,53 

±0,05 

16,5 

±0,41 

Ở giai đoạn đầu (6–12 giờ), hoạt tính kháng khuẩn còn thấp hoặc chưa 

xuất hiện rõ rệt. Nguyên nhân có thể là do vi khuẩn đang ở pha thích nghi và 

đầu pha sinh trưởng, lượng chất kháng khuẩn chưa được tích lũy nhiều. Hoạt 

tính enzyme trong giai đoạn này cũng còn thấp (bảng 3.7 và hình 3.11). 

Từ 18–36 giờ, hoạt tính kháng khuẩn tăng mạnh và đạt mức cao, đặc biệt 

ở 36 giờ. Đồng thời, đường kính vòng phân giải của các enzyme như amylase, 

cellulase, lipase và protease cũng tăng đáng kể. So sánh với 24 giờ thì 36 giờ 
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đem lại hoạt tính tốt hơn. Điều này cho thấy vi khuẩn đang ở pha sinh trưởng 

mạnh và bắt đầu chuyển sang pha cân bằng, khi các sản phẩm trao đổi chất thứ 

cấp và enzyme ngoại bào được tổng hợp nhiều nhất (bảng 3.7). 

Sau 36 giờ (36–48 giờ), hoạt tính kháng khuẩn có xu hướng giảm hoặc 

không ổn định (đặc biệt với E. coli), trong khi hoạt tính enzyme có dấu hiệu 

giảm nhẹ hoặc chững lại. Nguyên nhân có thể do môi trường nuôi cấy bị suy 

giảm dinh dưỡng, tích lũy chất ức chế và vi khuẩn bước vào pha suy vong. 

 

Hình 3.11 Ảnh hưởng của thời gian lên men đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng ghi 6h, 12h, 24h,…là thời gian khảo sát theo giờ  

Kết quả về sinh trưởng của vi khuẩn nghiên cứu (Hình 3.12), mật độ tế 

bào (CFU/mL) từ 6 đến 18 giờ mật độ tế bào chỉ dưới 6x109 (CFU/mL) đây 

giai đoạn thích nghi (pha tiềm phát), 18 đến 36 giờ mật độ tăng dần và đạt cực 

đại tại 36 giờ là 26,85x109 (CFU/mL), sau 36 giờ mật độ giảm dần. Về giá trị 

OD 600 nm cho thấy giá trị tăng dần thời gian, có thể là do khi ở pha suy vong 

chứa nhiều xác tế bào làm đục môi trường, gây nhiễm giá trị về mật độ quang.  

Từ kết quả nêu trên về kháng khuẩn, khả năng sinh enzyme ngoại bào, 

mật độ tế bào CFU/mL và OD 600nm. Có thể thấy rằng ở 36 giờ lên men là 

thời gian thích hợp nhất cho chủng vi khuẩn nghiên cứu B. amyloliquefaciens 

BacA10 (hình 3.12).  
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Hình 3.12 Ảnh hưởng của nhiệt độ đến mật độ tế bào 

3.4.5 Ảnh hưởng của nguồn cacbon 

Bên cạnh các yếu tố điều kiện lên men, thành phần nguồn dinh dưỡng 

cũng đóng vai trò vô cùng quan trọng trong quá trình phát triển của vi sinh vật. 

Nguồn cacbon giữ vai trò thiết yếu trong sinh trưởng và hoạt tính sinh hóa của 

vi khuẩn lên men, vì đây là nguồn cung cấp năng lượng và vật liệu cho quá 

trình tổng hợp tế bào. Tùy vào bản chất của nguồn cacbon, tốc độ sinh trưởng 

của vi khuẩn có thể khác nhau. Trong nghiên cứu này, sử dụng 6 nguồn cacbon 

thử nghiệm: glucose, sacchare, maltodetrxin, lactose, tinh bột, rỉ mật.  

Bảng 3.8 Ảnh hưởng của nguồn cacbon đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 

Nguồn 

Cacbon 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải             

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

Glu 
12,87 

±0,28 
+ + 

18,3 

±0,21 

18 

±0,75 

13,8  

±0,59 

13,67 

±0,5 

Sac 
15,53 

±0,75 

10,33 

±0,47 
+ 

20,4 

±0,29 

18,7  

±0,59 

15,3  

±0,82 

12,83 

±0,24 

Ma 
22,6 

±0,17 

10,37 

±0,32 

3,76 

±0,17 

22,4 

±0,33 

21,7  

±0,22 

21,93 

±0,09 

19,3  

±0,2 

Lac 
16,67 

±0,23 
9,5±0,4 + 

19,93 

±0,17 

17,13 

±0,49 

15,27  

±1,3 

15,43  

±0,3 

TB 
13,17 

±0,62 

9,6 

±0,43 
+ 

19,6 

±0,37 

16,57 

±0,76 

14,57  

±0,1 

14,77 

±0,2 
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Rỉ mật 
18,37 

±0,26 

13,3 

±0,5 

2,3 

±0,23 

18,37 

±0,45 
15,9±0,54 

14 

±1,08 

15,17  

±0,2 

 

Hình 3.13 Ảnh hưởng của nguồn cacbon đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng Glu, Sac, Mal, Lac, TB, RM là nguồn cacbon khảo sát 

Như kết quả thể hiện bảng 3.8 và hình 3.13, cho thấy các nguồn cacbon 

khác nhau ảnh hưởng đến hoạt tính kháng khuẩn, khả năng sinh enzyme ngoại 

bào. Nhận thấy rằng maltodextrin là nguồn cacbon tối ưu nhất với đường kính 

vòng kháng khuẩn S. enterica là 22,6±0,17 mm, E.coli là 10,37±0,32 mm và C. 

perfrigen 3,76±0,17 mm. Về khả năng sinh enzyme ngoại bào đường kính phân 

giải đạt 22,4±0,33 mm (Amylase), 21,7±0,22 mm (Celluslase), 21,93±0,09 mm 

(Lipase) và 19,3±0,2 mm (Protease). Có thể maltodextrin là sản phẩm thủy 

phân một phần của tinh bột, có cấu trúc chuỗi ngắn, dễ bị phân giải nhưng 

không quá đơn giản như glucose. Điều này giúp vi khuẩn duy trì trạng thái sinh 

trưởng ổn định, đồng thời tránh hiện tượng ức chế dị hóa thường xảy ra khi sử 

dụng glucose ở nồng độ cao [94]. Nhờ đó, các con đường chuyển hóa thứ cấp, 

bao gồm tổng hợp enzyme ngoại bào và các chất kháng khuẩn, được kích hoạt 

mạnh hơn. So với các nguồn cacbon khác như lactose hoặc tinh bột, 

maltodextrin không đòi hỏi hệ enzyme đặc hiệu quá phức tạp để phân giải, giúp 

tiết kiệm năng lượng cho tế bào và chuyển hướng nguồn lực sang sinh tổng hợp 

các sản phẩm có hoạt tính sinh học. Trong khi đó, rỉ mật dù giàu dinh dưỡng 

nhưng thành phần không ổn định và có thể chứa tạp chất ức chế, làm giảm hiệu 

quả sinh trưởng và hoạt tính sinh học [95], [96]. 

Tương tự với kết quả mật độ tế bào CFU/mL và giá trị mật độ quang OD 

thể hiện ở hình 3.14. môi trường bổ sung nguồn maltodextrin cũng thể hiện giá 
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trị cao nhất với mật độ tế bào là 26,99x109 (CFU/ml) và giá trị cực đại với OD 

600 nm là 1,85 nm.  

Nhìn chung, nguồn cacbon có ảnh hưởng quan trọng đến hoạt tính và sinh 

trưởng của chủng vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens BacA10. Trong nghiên 

cứu này, lựa chọn maltodextrin là nguồn cacbon thích hợp lựa chọn cho nghiên 

cứu tiếp theo. 
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Hình 3.14 Ảnh hưởng của nguồn cacbon đến mật độ tế bào 

3.4.6 Ảnh hưởng của nồng độ maltodextrin 

Nồng độ maltodextrin có ảnh hưởng tới quá trình tổng hợp các chất của vi 

khuẩn nghiên cứu. Trong thí nghiệm nồng độ maltodextrin được khảo sát ở 1%; 

1,5%; 2%; 2,5%, 3%. Kết quả được trình bày ở bảng 3.9, hình 3.15 và hình 3.16. 

Bảng 3.9 Ảnh hưởng của nồng độ maltodextrin đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme 

(%) 

Maltod

extrin 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải cơ chất 

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

1 + 
4,8 

±0,14 
+ 

18,77 

±0,2 

14,77 

±0,17 

18,4 

±0,29 

15,3 

±0,2 

1,5 
18,6 

±0,14 

7,8 

±0,17 

3,43 

±0,12 

19,73 

±0,2 

21,5 

±0,09 

21,5  

±0,09 

18,3 

±0,2 

2 
22,67 

±0,12 

10,37 

±0,19 

3,83 

±0,05 

22,53 

±0,19 

21,73 

±0,19 22±0,1 

19,4 

±0,1 
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2,5 
19,63 

±0,12 

10,1   

±0,14 

3,07   

±0,05 

19,5 

±0,29 

19,4 

±0,28 

21,83 

±0,12 

18,8  

±0,1 

3 
16,77 

±0,09 

9,93 

±0,09 
- 

18,93 

±0,39 

18,83 

±0,17 

21,65 

±0,14 

18,2 

±0,2 

 

Hình 3.15  Ảnh hưởng của nồng độ maltodextrin đến hoạt tính kháng khuẩn 

và enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng 1%; 1,5%; 2%; 2,5%; 3% là nồng độ maltodextrin khảo 

sát 

Kết quả trình bày trong bảng 3.9 và hình 3.15–3.16 cho thấy nồng độ 

maltodextrin có ảnh hưởng rõ rệt đến hoạt tính sinh học của chủng vi sinh vật 

nghiên cứu, bao gồm khả năng kháng khuẩn, hoạt tính enzyme ngoại bào và 

mật độ tế bào. Hoạt tính kháng khuẩn thay đổi theo nồng độ maltodextrin và 

phụ thuộc vào từng chủng vi khuẩn kiểm định. Đối với S. enterica, đường kính 

vòng kháng khuẩn tăng đạt cực đại ở nồng độ 2% 22,67±0,12 mm, sau đó giảm 

nhẹ ở các nồng độ cao hơn. Tương tự, đối với E. coli, hoạt tính kháng khuẩn 

tăng dần theo nồng độ và đạt giá trị cao nhất tại 2%. Trong khi đó, hoạt tính đối 

với C. perfringen đường kính vòng kháng khuẩn 3,83±0,05 mm. Điều này cho 

thấy maltodextrin có thể ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng hợp các hợp chất 

kháng khuẩn, đồng thời mức độ đáp ứng khác nhau giữa các loài vi sinh vật 

đích. 

Bên cạnh đó, hoạt tính enzyme ngoại bào cũng chịu tác động đáng kể của 

nồng độ maltodextrin. Kết quả cho thấy amylase và cellulase đạt giá trị cao nhất 

trong khoảng nồng độ 2–2,5%, sau đó có xu hướng giảm khi tăng lên 3%. Hoạt 

tính lipase duy trì ở mức cao và ít biến động theo nồng độ, trong khi protease 

chỉ xuất hiện ở khoảng nồng độ trung bình (2–2,5%) và không được ghi nhận 
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ở các mức còn lại. Xu hướng này cho thấy nồng độ maltodextrin thích hợp có 

thể kích thích quá trình tổng hợp enzyme ngoại bào, trong khi nồng độ quá cao 

có thể gây ức chế cho quá trình sinh tổng hợp enzyme. 

Ngoài ra, mật độ tế bào, thể hiện qua giá trị CFU/ml và OD 600nm, tăng 

dần theo nồng độ maltodextrin từ 1% đến 2% và đạt cực đại tại 2%, sau đó 

giảm nhẹ ở 2,5%. Điều này chứng tỏ maltodextrin đóng vai trò là nguồn carbon 

hiệu quả, thúc đẩy sự sinh trưởng của vi sinh vật trong khoảng nồng độ tối ưu. 

Tuy nhiên, ở nồng độ cao hơn, sự gia tăng áp suất thẩm thấu hoặc tích lũy sản 

phẩm chuyển hóa có thể làm hạn chế sự phát triển của tế bào [97], [98]. 

Tổng hợp các kết quả cho thấy khoảng nồng độ maltodextrin từ 2% là điều 

kiện tối ưu, tại đó vừa đảm bảo sinh trưởng tế bào mạnh, vừa nâng cao hoạt tính 

enzyme và khả năng kháng khuẩn Những phát hiện này có ý nghĩa quan trọng 

trong việc tối ưu hóa môi trường nuôi cấy nhằm nâng cao hiệu quả sinh tổng 

hợp các hợp chất có hoạt tính sinh học. Do đó, lựa chọn sử dụng 2% maltodextrin 

là nồng độ phù hợp.  
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Hình 3.16 Ảnh hưởng của nồng độ maltodextrin đến mật độ tế bào 

3.4.7 Ảnh hưởng của nguồn nitrogen 

Nguồn nitơ đóng vai trò quan trọng trong việc tối ưu hóa môi trường nuôi 

cấy cho các chủng vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens BacA10 ảnh hưởng trực 

tiếp đến sinh trưởng và khả năng tổng hợp các chất có hoạt tính sinh học của 

chúng. Việc lựa chọn và điều chỉnh nguồn nitơ phù hợp có thể tăng cường hiệu 

suất nuôi cấy và sản xuất các sản phẩm mong muốn. Tiến hành khảo sát ảnh 

hưởng của nguồn nitơ khác nhau như: peptone, trytone, cao nấm men, ure, 
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NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4 ở nồng độ 1% khi bổ sung vào môi trường LB 

lỏng để lên men chủng Bacillus amyloliquefaciens BacA10 (bảng 3.10). 

Bảng 3.10 Ảnh hưởng của nguồn nitrogen đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme 

Nguồn 

nitrogen 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải cơ chất 

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

Peptone 
22,8 

±0,21 

11,27 

±0,22 

3,83 

±0,17 

22,83 

±0,24 

22,03 

±0,26 

22,2 

±0,14 

19,4   

±0,2 

Trytone 
20,8 

±0,24 

10,13 

±0,24 

2,66  

±0,09 

17,7 

±0,94 

18,16 

±0,9 

18,2 

±0,21 

10,4   

±0,3 

Cao nấm 

men 

21,6 

±0,25 

10,27  

±0,25 

2,83  

±0,05 

18,67 

±0,8 

19,76 

±0,3 

19,26 

±0,3 

9,13  

±0,19 

Ure - - - - - - - 

NH4Cl - - - - - - - 

(NH4)2SO4 - - - - - - - 

NH4NO3 - - - 
13,5 

±0,4 
+ 

15,13 

±0,1 
- 

 

Hình 3.17 Ảnh hưởng của nguồn nitrogen đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Peptone, Trytone, CMN,…là nguồn nitrogen sử dụng khảo sát  

Kết quả trình bày trong bảng 3.10, hình 3.17 và hình 3.18 cho thấy các 

nguồn nitrogen hữu cơ (peptone, tryptone và cao nấm men) cho hiệu quả vượt 

trội so với các nguồn nitrogen vô cơ. Về hoạt tính kháng khuẩn, các nguồn nitơ 
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hữu cơ đều thể hiện khả năng ức chế rõ rệt đối với các chủng vi khuẩn kiểm 

định. Cụ thể, peptone và cao nấm men cho đường kính vòng kháng khuẩn đối 

với S. enterica đạt 22,8±0,21 mm và 21,6±0,25 mm, trong khi tryptone đạt 

20,8±0,24 mm. Đối với E. coli, peptone thể hiện hiệu quả cao nhất (11,27±0,22 

mm), tiếp theo là cao nấm men (10,27±0,25 mm) và trytone (10,13±0,24 mm). 

Đối với C. perfrigen, cả ba nguồn nitơ hữu cơ đều ghi nhận khả năng kháng 

khuẩn cao nhất cũng ở peptone là 3,83±0,17 mm. Ngược lại, các nguồn nitơ vô 

cơ hầu như không cho thấy hoạt tính kháng khuẩn, cho thấy chúng không phù 

hợp cho quá trình sinh tổng hợp các hợp chất kháng khuẩn của chủng nghiên 

cứu. 

Xét về hoạt tính enzyme ngoại bào, các nguồn nitơ hữu cơ tiếp tục cho kết 

quả ưu thế. Peptone cho hoạt tính amylase, cellulase và lipase cao nhất (lần lượt 

đạt 22,83±0,24 mm, 20,33±0,26 mm và 22,2±0,14 mm), trong khi tryptone và 

cao nấm men cho giá trị thấp hơn nhưng vẫn ở mức cao. Hoạt tính protease được 

ghi nhận ở tất cả các nguồn hữu cơ, với cao nấm men cho giá trị cao nhất 

(19,4±0,2 mm). Đối với các nguồn nitơ vô cơ, hầu như không ghi nhận hoạt tính 

enzyme, ngoại trừ NH₄NO₃ có biểu hiện yếu đối với amylase (13,5±0,4 mm) và 

lipase (15,13±0,1 mm), trong khi các enzyme khác không được phát hiện. Điều 

này cho thấy nguồn nitơ hữu cơ không chỉ cung cấp nitơ mà còn bổ sung các 

yếu tố sinh trưởng cần thiết. 

Kết quả về mật độ tế bào (Hình 3.18) các môi trường bổ sung peptone, 

tryptone và cao nấm men đều cho mật độ tế bào cao. Trong đó, peptone và cao 

nấm men cho mật độ cao nhất, trong khi tryptone thấp hơn đôi chút. Ngược lại, 

các nguồn nitơ vô cơ làm giảm mạnh khả năng sinh trưởng của tế bào, thể hiện 

qua giá trị CFU/ml và OD 600nm rất thấp. Điều này có thể do nguồn nitơ vô 

cơ không cung cấp đầy đủ các hợp chất hữu cơ cần thiết cho quá trình sinh 

trưởng và trao đổi chất của vi sinh vật. 

Tổng hợp các kết quả cho thấy nguồn nitơ hữu cơ, đặc biệt là peptone là 

lựa chọn tối ưu cho sự sinh trưởng, hoạt tính enzyme và khả năng kháng khuẩn 

của chủng nghiên cứu. Ngược lại, các nguồn nitrogen vô cơ không phù hợp và 

có thể gây hạn chế đáng kể đến các hoạt động sinh học. Kết quả này cung cấp 

cơ sở khoa học quan trọng cho việc lựa chọn và tối ưu hóa thành phần môi 

trường nuôi cấy trong các nghiên cứu và ứng dụng tiếp theo.  
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Hình 3.18 Ảnh hưởng của nguồn nitrogen đến mật độ tế bào 

3.4.8 Ảnh hưởng của nồng độ peptone 

Nguồn nitơ đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh trưởng và tổng 

hợp các chất chuyển hóa của vi sinh vật, đặc biệt là enzyme và các hợp chất 

kháng khuẩn. Để đánh giá ảnh hưởng của nồng độ nitơ, thí nghiệm được tiến 

hành với các mức peptone khác nhau (0,5–2%). Kết quả được trình bày ở Bảng 

3.11, Hình 3.19 và Hình 3.20. 

Bảng 3.11 Ảnh hưởng của nồng độ Peptone đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme ngoại bào 

Pept

one 

(%) 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải cơ chất   

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

0,5 
15,77 

±0,12 

10,83 

±0,12 
+ 

18,6 

±0,14 

16,33 

±0,23 

21,17 

±0,23 

10,25 

±0,12 

1 
22,77 

±0,21 

11,3   

±0,25 

3,73 

±0,17 

22,87 

±0,19 

22    

±0,21 

22,13 

±0,21 

19,4 

±0,22 

1,5 
23,07  

±0,17 

12,23 

±0,17 

3,96 

±0,05 

22,97 

±0,05 

22,6   

±0,14 

22,57 

±0,14 

19,9   

±0,1 

2 
19,37 

±0,26 

11,7 

±0,14 
+ 

22,1 

±0,14 

20,33 

±0,47 

18,63 

±0,18 

13,2 

±0,24 



59 

 

 

 

 

Hình 3.19 Ảnh hưởng của nồng độ peptone đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng 0,5%; 1%; 1,5%; 2% là nồng độ peptone khảo sát 

Kết quả (Bảng 3.11) cho thấy nồng độ peptone có ảnh hưởng rõ rệt đến 

khả năng kháng khuẩn của chủng nghiên cứu. Cụ thể, đường kính vòng kháng 

khuẩn đối với S. enterica tăng từ 15,77±0,12 mm ở nồng độ 0,5% lên cực đại 

23,07±0,17 mm tại 1,5%, sau đó giảm dần. Xu hướng được ghi nhận đối với E. 

coli, với giá trị cao nhất đạt 12,23±0,17 mm tại 1,5% và giảm nhẹ ở các nồng 

độ cao hơn. Đối với C. perfrigen, hoạt tính kháng khuẩn biểu hiện rõ tại nồng 

độ 1,5% (3,96±0,05 mm). Điều này cho thấy khả năng tổng hợp các hợp chất 

kháng khuẩn có thể bị phụ thuộc mạnh vào nồng độ nitơ trong môi trường. Kết 

quả trên chứng tỏ nồng độ peptone 1,5% là điều kiện tối ưu cho hoạt tính kháng 

khuẩn.  

Nồng độ nitrogen cũng ảnh hưởng đáng kể đến khả năng sinh enzyme 

ngoại bào của chủng. Kết quả cho thấy hoạt tính amylase tăng từ 18,6±0,14 mm 

(0,5%) lên 22,87±0,19 mm tại 1,5% và giảm nhẹ ở 2%. Cellulase đạt giá trị cao 

nhất (20,6±0,14 mm) tại nồng độ từ 1,5%. Lipase đạt cực đại 22,57±0,14 mm 

tại 1,5%, sau đó giảm còn 18,63±0,18 mm ở 2%. Protease giữ ổn định ở tất cả 

nồng độ 10,25±0,12 mm (0,5%) lên 19,9±0,1 mm tại 1,5%. Ở khoảng nồng độ 

1,5% peptone đạt hiệu ở cao nhất cho hoạt tính enzyme ngoại bào. 

Kết quả thể hiện ở Hình 3.20 cho thấy mật độ tế bào tăng theo nồng độ 

peptone từ 0,5% đến 1,5%. Cụ thể, mật độ tế bào tăng từ khoảng 11,48×10⁸ 

CFU/mL lên cực đại khoảng 32,93×10⁸ CFU/mL tại 1,5%. Khi tiếp tục tăng 

nồng độ peptone lên 1,5%, mật độ tế bào giảm nhẹ, cho thấy sự bão hòa dinh 
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dưỡng có thể gây cản trở đến sinh trưởng. Giá trị OD 600nm cũng có xu hướng 

tăng tương ứng với mật độ tế bào. 

Dựa vào kết quả phân tích, nồng độ peptone thích hợp được đề xuất là 

1,5% peptone vì làm tăng cả hoạt tính kháng khuẩn, sinh khối và enzyme ngoại 

bào. 
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Hình 3.20 Ảnh hưởng của nồng độ peptone đến mật độ tế bào 

3.4.9 Ảnh hưởng của nguồn khoáng 

Nguồn khoáng trong môi trường nuôi có ảnh hưởng đáng kể đến hoạt tính 

kháng khuẩn và khả năng phân giải cơ chất của chủng B. amyloliquefaciens 

BacA10 nghiên cứu. Các khoáng chất không chỉ tham gia vào cấu trúc enzyme 

mà còn ảnh hưởng đến quá trình trao đổi chất, sinh tổng hợp các hợp chất kháng 

khuẩn và khả năng phân giải các cơ chất phức tạp. 

Bảng 3.12 Ảnh hưởng của nguồn khoáng đến hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 

Nguồn 

khoáng 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải cơ chất 

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

K2HPO4 
20,6 

±0,41 

14,53 

±0,37 

3,13 

±0,12 

21,1 

±0,14 

20,67 

±0,47 

20,33 

±0,24 

18,2   

±0,1 

KH2PO4 
26,83 

±0,17 

15,37 

±0,26 

9,47 

±0,21 

23,07 

±0,05 

22,87 

±0,19 

22,8 

±0,16 

21,1   

±0,9 

MnSO4 
23,53 

±0,04 

14,53 

±0,04 

9,17 

±0,12 

22,67 

±0,17 

22,7 

±0,14 

22,53 

±0,09 

19,8 

±0,1 
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MgSO4 
23,27 

±0,12 

8,83   

±0,12 

6,97 

±0,12 

21,37 

±0,26 

22,17 

±0,24 

22,2 

±0,24 

12,7   

±0,1 

NaCl  
21,37 

±0,09 

8,57 

±0,09 
+ 

22,27 

±0,19 

18,3 

±0,16 

16,97 

±0,16 

12,8 

±0,1 

CaCl2 
21,53 

±0,09 

8,93 

±0,09 

3,67 

±0,23 

22,5 

±0,71 

17,63 

±0,39 

16,97 

±0,39 

13,3 

±0,2 

 

Hình 3.21 Ảnh hưởng của nguồn khoáng đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng K2HPO4, KH2PO4, MnSO4, MgSO4,…là các nguồn khoáng 

sử dụng khảo sát 

Dữ liệu trình bày dưới dạng bảng 3.12, hình 3.21 và hình 3.22 cho thấy 

nguồn khoáng có ảnh hưởng đến hoạt tính sinh học và khả năng sinh trưởng 

của chủng vi sinh vật nghiên cứu. Các nguồn khoáng được khảo sát bao gồm 

K2HPO4, KH2PO4, MnSO4, MgSO4, CaCl2 và NaCl. 

Về hoạt tính kháng khuẩn, kết quả cho thấy KH2PO4 và MnSO4 là hai 

nguồn khoáng cho hiệu quả nổi bật nhất. Cụ thể, KH₂PO₄ tạo vòng kháng khuẩn 

lớn nhất đối với S. enterica (22,86±0,17 mm) và E. coli (15,37±0,26 mm), đồng 

thời đạt giá trị cao nhất đối với C. perfringen (9,47±0,21 mm). MnSO₄ cũng 

thể hiện hoạt tính mạnh với các giá trị tương ứng là 23,53±0,04 mm, 14,53±0,04 

mm và 9,17±0,12 mm. Trong khi đó, các nguồn khoáng khác như MgSO4, NaCl 

và CaCl2 cho hiệu quả thấp hơn. 

Đối với khả năng sinh enzyme, nguồn khoáng cũng có ảnh hưởng đáng kể 

đến đường kính vòng phân giải. Muối KH2PO4 tiếp tục cho kết quả cao nhất ở 

hầu hết các enzyme (amylase 23,07±0,05 mm; cellulase 22,87±0,19 mm; lipase 

22,8±0,16 mm; protease 21,1±0,9 mm). Muối MnSO4 cũng cho kết quả khá 
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cao, đặc biệt đối với amylase (22,67±0,17 mm), cellulase (22,7±0,14 mm) và 

lipase (19,8±0,1 mm). Các nguồn khoáng còn lại cho giá trị enzyme thấp hơn 

và ít biến động, chúng không có khả năng kích thích tổng hợp enzyme.  

Kết quả về sinh trưởng tế bào thể hiện trong Hình 3.22 cho thấy mật độ tế 

bào (CFU/ml) và giá trị OD thay đổi tùy theo nguồn khoáng. Trong đó, KH2PO4 

cho mật độ tế bào cao nhất (36,78×10⁹ CFU/ml) và OD đạt giá trị cực đại 

(1,917), muối này hỗ trợ sinh trưởng tối ưu. K2HPO4 và MnSO4 cũng duy trì mật 

độ tế bào tương đối cao. Ngược lại, CaCl2 cho giá trị thấp nhất, cho thấy không 

phù hợp cho sinh trưởng của chủng B. amyloliquefaciens BacA10. 

Tổng hợp các kết quả cho thấy KH2PO4 là nguồn khoáng tối ưu, vừa thúc 

đẩy mạnh mẽ sinh trưởng tế bào, kích thích hoạt tính kháng khuẩn và khả năng 

sinh enzyme. Bổ sung vào môi trường gốc phosphate (PO4)
3- với vai trò tham 

gia vào quá trình tổng hợp ATP, các enzyme, sinh tổng hợp ADN và điều hòa 

chuyển hóa nội bào... Nguồn khoáng khác như MnSO₄ có thể đóng vai trò bổ 

trợ, nhưng hiệu quả không vượt trội so với KH₂PO₄. 
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Hình 3.22 Ảnh hưởng của nguồn khoáng đến mật độ tế bào 

3.4.10 Ảnh hưởng của nồng độ KH2PO4 

Nồng độ khoáng là yếu tố quan trọng chi phối quá trình sinh trưởng và 

hoạt tính sinh học của vi sinh vật, trong đó sự thay đổi nồng độ có thể thúc đẩy 

hoặc ức chế các quá trình trao đổi chất. Trong nghiên cứu này, sử dụng 0,1% 

đến 0,5% bổ sung vào môi trường nuôi để nghiên cứu hoạt tính kháng khuẩn, 

khả năng sinh enzyme ngoại bào và sinh trưởng của chủng chọn lọc.  
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Bảng 3.13 Ảnh hưởng của nồng độ khoáng đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme 

KH2PO4 

(%) 

Đường kính vòng kháng 

khuẩn (D-d, mm) 

Đường kính vòng phân giải cơ chất 

(D-d,mm) 

SE EC CP Amylase Cellulase Lipase Protease 

0,1 
21,23 

±0,17 
+ + 

22,33 

±1,1 

22,83 

±2,72 

19,83 

±2,25 

21,33 

±1,7 

0,2 
26,73 

±0,08 

15,2 

±0,21 

9,33 

±0,24 

23,1 

±0,08 

22,93 

±0,19 

22,87 

±0,19 

21,7   

±0,2 

0,3 
28,73 

±0,17 

16,3 

±0,14 

12,13 

±0,14 

24,67 

±1,1 

24,67 

±0,24 

24,37 

±0,09 

22,5 

±0,69 

0,4 
24,7        

±0,21 

13 

±0,37 

8,87 

±0,09 

23,83 

±1,4 

22,5  

±0,41 

22,5 

±0,82 

22,2        

±0,6 

0,5 
24,27 

±0,18 

12,3 

±0,25 

6,27 

±0,21 

23,3  

±0,9 

24,33 

±0,47 

22,33 

±0,62 

22  

±0,8 

 

Hình 3.23 Ảnh hưởng của nồng độ khoáng đến hoạt tính kháng khuẩn và 

enzyme ngoại bào 

Ghi chú: Các giếng 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5% là nồng độ KH2PO4 khảo 

sát 

Kết quả trình bày trong bảng 3.13 và hình 3.23 cho thấy nồng độ khoáng 

(0,1–0,5%) có ảnh hưởng rõ rệt đến hoạt tính kháng khuẩn và khả năng sinh 

enzyme của chủng nghiên cứu. Về hoạt tính kháng khuẩn, giá trị cao nhất đạt 

được tại nồng độ 0,3% (28,73±0,17 mm) với S. enterica, sau đó giảm dần khi 

tăng nồng độ khoáng lên 0,4% và 0,5%. Đối với E. coli, xu hướng tương tự 

được ghi nhận, với đường kính vòng vô khuẩn tăng từ 0,1% (không đáng kể) 
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lên cực đại tại 0,3% (16,3±0,14 mm), rồi giảm ở các nồng độ cao hơn. Riêng 

C. perfringen cho thấy sự thay đổi rõ ràng vòng kháng khuẩn tăng dần từ 0,1% 

đến 0,3%, giá trị cao nhất là 12,13±0,14 mm ở nồng độ 0,3%. 

Đối với hoạt tính enzyme, kết quả cho thấy enzyme amylase, cellulase, 

lipase và protease đều chịu ảnh hưởng của nồng độ khoáng. Cụ thể, amylase 

đạt giá trị cao nhất (24,67±1,1 mm), cellulase 24,67±0,24 và lipase là 

24,37±0,09 tại nồng độ 0,3%. Protease ít biến động, dao động quanh mức 

21,33-22,5 mm ở tất cả các nghiệm thức, cao nhất ở nồng độ 0,3% là 22,5±0,69 

mm. Điều này cho thấy nồng độ khoáng tối ưu (khoảng 0,3%) có vai trò kích 

thích mạnh mẽ quá trình sinh tổng hợp enzyme ngoại bào. 

Kết quả trong Hình 3.24 phản ánh ảnh hưởng bởi nồng độ KH₂PO₄ đến 

mật độ tế bào (CFU/ml) và độ hấp thụ quang OD 600nm. Mật độ tế bào tăng 

dần từ 0,1% đến 0,3%, đạt cực đại tại 0,3% (38,32×10⁹ CFU/ml), sau đó giảm 

ở các nồng độ cao hơn. Xu hướng của OD 600nm cũng tương đồng, đạt giá trị 

cao nhất tại 0,3% (1,813), phản ánh sự sinh trưởng tối ưu của vi sinh vật tại 

nồng độ này. Khi nồng độ khoáng tiếp tục tăng, mật độ tế bào giảm, có thể do 

áp suất thẩm thấu hoặc sự mất cân bằng dinh dưỡng gây ức chế sinh trưởng. 

Tổng hợp các kết quả cho thấy, nồng độ khoáng 0,3% là điều kiện tối ưu 

cho cả hoạt tính kháng khuẩn, khả năng sinh enzyme và sinh trưởng tế bào. 

Việc tăng nồng độ khoáng vượt quá mức này không đem lại hiệu quả cao hơn. 
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Hình 3.24 Ảnh hưởng của nồng độ KH2PO4 đến mật độ tế bào 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Đã sàng lọc 12 chủng phân lập từ ruột lợn và  chọn lọc được 01 chủng 

Bacillus BacA10. Chủng Bacillus BacA10 có hoạt tính kháng vi khuẩn 

Escherichia coli VTCCB-0482, Salmonella enterica VTCCB-0480 và  

Clostridium perfringens ATCC 13124 mạnh nhất.   

2. Chủng BacA10 an toàn, không tạo vết tan trong máu cừu và đã được định 

danh dựa trên trình tự 16S RNA. Chủng BacA10 tương đồng với Bacillus 

amyloliquefaciens đến 99,9% và được kí hiệu là Bacillus 

amyloliquefaciens BacA10. 

3. Chủng Bacillus amyloliquefaciens BacA10 có khả năng sinh trưởng và 

phát triển trong điều kiện pH thấp và muối mật mô phỏng invitro giống 

hệ tiêu hoá : Tính kỵ nước 52,11%, khả năng tự đông tụ 71,65%, kết tụ 

vi khuẩn gây bệnh S. enterica 61,06% ; E. coli 43,91%, C. perfringens 

22,41% và nhạy cảm với các loại kháng sinh phổ biến được sử dụng cho 

con người. 

4. Đã chọn được điều kiện nuôi cấy và môi trường nuôi thích hợp giúp nâng 

cao hoạt tính kháng khuẩn, khả năng sinh enzyme ngoại bào và mật độ 

tế bào bao gồm:  tỷ lệ tiếp giống ban đầu 7%, pH ban đầu 7, nhiệt độ 

37oC, thời gian lên men 36 giờ ; môi trường nuôi có thành phần dinh 

dưỡng như Luria-Bertani (LB) được bổ sung thêm maltodextrin 2,5%, 

peptone 1,5% và KH2PO4 0,3%.  

KIẾN NGHỊ 

Tiếp tục nghiên cứu sâu hơn về hệ gen chủng B. amyloliquefaciens 

BacA10 và tính an toàn của chủng. Kế thừa những kết quả đạt được từ luận văn 

này và phát triển thêm điều kiện nuôi cấy ở qui mô lớn hơn cho sản xuất bào tử 

B. amyloliquefaciens BacA10 cao sản nhằm ứng dụng trọng thực tiễn. 

LỜI CẢM ƠN: Luận văn được thực hiện có sự hỗ trợ kinh phí của nhiệm 

vụ: “Nghiên cứu công nghệ sản xuất và sử dụng chế phẩm sinh học cho lợn nái 

nuôi con và lợn con sau cai sữa nhằm giảm thiểu sử dụng kháng sinh trong chăn 

nuôi trên địa bàn Hà Nội” cấp sở Khoa học và công nghệ Hà nội. Mã số đề tài: 

CT04/04-2024-3.  
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