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TÓM TẮT 

Tám chủng vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá nục (Decapterus lajang) (CN) (NU1, NU2, NU3, 

NU7, NU8, NU17, NU18, NU21) thuộc loài Lactobacillus fermentum được tiến hành khảo sát khả năng 

chịu mặn. Kết quả cho thấy rằng tất cả các chủng khảo sát đều có thể phát triển trong các nồng độ muối 

khảo sát từ 5% đến 25% với thời gian ủ 48 giờ. Trong đó, chủng NU17 có khả năng chịu mặn cao nhất, 

OD600nm đo được sau khi ủ chủng NU17 trong 48 giờ với nồng độ muối 25% là 0,1809. Chủng này được 

chọn để xác định một số tính chất có tiềm năng probiotic là khả năng chịu axit và khả năng tự kết dính. 

Số tế bào sống sót của chủng NU17 sau hai giờ ủ ở pH 2 là 4,895 log CFU/ml. Khả năng tự kết dính 

của chủng NU17 là 36,58%.  

Từ khóa: khả năng chịu mặn, probiotic, vi khuẩn lactic. 

Nhận bài: 20/04/2018  Hoàn thành phản biện: 25/05/2018 Chấp nhận bài: 30/05/2018 

 

1. MỞ ĐẦU 

Vi khuẩn lactic (lactic acid bacteria - LAB) có vai trò quan trọng trong đời sống của 

chúng ta. Chúng là loại vi khuẩn có lợi, có khả năng bảo quản, chế biến và làm tăng giá trị 

dinh dưỡng cho một số thực phẩm. Nhiều nghiên cứu đã được thực hiện và công bố về nhiều 

công dụng khác của LAB. Tiềm năng probiotic là những đặc tính có lợi của LAB. Việc khảo 

sát tiềm năng này để tuyển chọn làm lợi khuẩn probiotic có ý nghĩa lớn trong y học và trong 

công nghệ thực phẩm. Khi tồn tại trong hệ đường ruột của con người hay động vật chúng kích 

thích tiêu hóa, giảm cholesterol trong máu, tăng hệ miễn dịch...  

Chủng vi sinh vật có tính chất probiotic trước hết phải sống sót qua được điều kiện khắc 

nghiệt của dạ dày. pH của dạ dày người thường dao động trong khoảng 1 đến 3 - 4. Một số 

nghiên cứu khảo sát khả năng sống sót của chủng nghiên cứu ở các mốc pH từ 1 đến 3 hoặc 4 

(Liong và Shah, 2005; Maragkoudakis và cs., 2006). Một số nghiên cứu khác chỉ khảo sát ở pH 

đại diện của dạ dày (pH = 2 – 2,5) (Maria, 2006), Sangtiago và cs., 2008). Khả năng bám dính 

cũng là một tiêu chí để đánh giá tiềm năng probiotic của LAB. Nó thể hiện khả năng sống sót, 

khả năng cạnh tranh và khả năng đối kháng với vi sinh vật có hai trong đường ruột. Có ba chỉ 

tiêu quan trọng trong việc đánh giá khả năng bám dính của vi khuẩn probiotic có liên quan đến 

tác động của chúng với vật chủ, đó là khả năng tự kết dính, đồng kết dính và bám dính với 

đường ruột của vật chủ. Đã có nhiều công bố có liên quan đến khả năng bám dính của LAB 

(Kos và cs., 2003; Greene và cs., 1994). Trong nghiên cứu này chúng tôi đã nghiên cứu hai 

tính chất probiotic của các LAB là khả năng chịu pH thấp và khả năng tự kết dính. 

Nhóm nghiên cứu của chúng tôi cũng đã khảo sát một số tính chất có lợi của hệ vi 

khuẩn lactic phân lập từ thực phẩm lên men truyền thống và ruột cá cơm. Theo đó, một số đặc 
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tính của chủng vi khuẩn lactic thuộc loài Lactobacillus plantarum DC2 phân lập từ sản phẩm 

dưa cải tại thành phố Huế, đã được khảo sát kết quả cho thấy chủng này có một số tiềm năng 

probiotic như chịu pH thấp, kết dính, đồng kết dính cao. Ba mươi chủng vi khuẩn lactic được 

phân lập và định danh từ tôm chua đã được công bố là có tiềm năng probiotic cao đồng thời 

có khả năng kháng Escherichia coli tốt. Các tính chất có lợi của các chủng vi khuẩn lactic 

phân lập từ ruột cá cơm trắng, mắm ruốc Huế, mắm rò cũng được chúng tôi nghiên cứu (Đỗ 

Thị Bích Thủy, 2014; Đỗ Thị Bích Thủy và cs., 2013; Võ Văn Quốc Bảo và Đỗ Thị Bích 

Thủy, 2016; Nguyễn Thị Diễm Hương và Đỗ Thị Bích Thủy, 2015). 

Với mục đích khai thác nguồn vi khuẩn lactic có tiềm năng probiotic từ ruột cá có 

khả năng chịu mặn để ứng dụng hoàn thiện quy trình sản xuất các sản phẩm lên men truyền 

thống có độ mặn cao, trong công trình này, chúng tôi tiến hành khảo sát khả năng chịu mặn 

và một số tính chất có tiềm năng probiotic của các chủng vi khuẩn lactic thuộc loài 

Lactobacillus fermetum phân lập từ ruột cá nục, một loại nguyên liệu chủ yếu được sử dụng 

để sản xuất nước mắm ở Việt Nam. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Tám chủng vi khuẩn lactic (NU1, NU2, NU3, NU7, NU8, NU17, NU18, NU21) thuộc 

loài Lactobacillus fermentum phân lập từ ruột cá nục đã được định danh bằng các phương pháp 

MALDI-TOF MS và giải trình tự gen PheS tại phòng thí nghiệm vi sinh, Đại học Ghent, Bỉ. 

2.2. Khảo sát khả năng chịu mặn 

Khả năng chịu mặn của các chủng vi khuẩn lactic được đánh giá qua giá trị OD600nm 

(mật độ quang – optical density) khi nuôi chúng trong môi trường MRS lỏng có chứa các nồng 

độ muối tương ứng là 0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25% sau 48 giờ theo phương pháp của 

Kobayashi (2004). Phân tích kết quả dựa trên sự so sánh giá trị OD ở các nồng độ muối để đưa 

ra kết luận khả năng tồn tại và phát triển của các chủng ở các nồng độ muối khác nhau. 

Khuẩn lạc vi khuẩn từ môi trường MRS agar trên đĩa petri được cấy chuyền vào ống 

fancol 50 ml có chứa MRS lỏng và tiến hành nuôi cấy trong 24 giờ ở 37oC. Sinh khối sau khi 

nuôi cấy được thu nhận bằng cách ly tâm 5.000 vòng/phút ở nhiệt độ 4oC trong 5 phút. Sinh 

khối được tiếp tục tái huyền phù trong nước muối sinh lý và điều chỉnh để OD600nm  ~ 1. 

Phân phối vào mỗi ependoff 100µL huyền phù và 900 µL môi trường MRS lỏng bổ 

sung các nồng độ muối 0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%. Đo OD600nm tại 0 giờ và sau 48 giờ ủ 

ở 37oC 

2.3. Khảo sát khả năng chịu axit 

Khả năng chịu axit của các chủng khảo sát được đánh giá qua lượng vi khuẩn sống sót 

sau khi ủ ở pH 2 qua các mốc thời gian 1 giờ, 2 giờ và 3 giờ. Số tế bào vi khuẩn sống sót được 

xác định theo phương pháp Kock (Maragkoudakis và cs 2006). 

Theo đó, chủng vi khuẩn được nuôi cấy trong 24 giờ, ly tâm thu sinh khối ở 5.000 

vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ 4oC, rửa sinh khối bằng đệm phosphate 0,1M pH 7,2 hai 

lần, sau đó tái huyền phù trong 1mL đệm bằng votex, trộn 1mL dịch sau khi tái huyền phù với 

24,5 mL dung dịch NaCl 0,2%, pH 2 (pH được chỉnh bằng dịch HCl 5M). 

Mẫu được lấy theo các mốc 0, 1, 2, 3 giờ và được pha loãng liên tiếp theo tỉ lệ pha 

loãng 10 lần thành các mẫu từ 10o đến 10-7 bằng pepton 0,1% và trang 50µL trên đĩa petri môi 
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trường MRS. Mẫu được ủ 48 giờ ở 37oC và đếm số khuẩn lạc đơn.  

Số tế bào vi khuẩn trong 1 mL mẫu (CFU: colony forming units) 

N (CFU/mL) = 
iivdnvdn

C




...11

 

Trong đó, N là số tế bào (đơn vị hình thành khuẩn lạc) vi khuẩn trong 1 mL mẫu,  C là 

tổng số khuẩn lạc đếm được trên các hộp petri đã chọn, ni là số hộp petri cấy tại độ pha loãng 

thứ i, di là  hệ số pha loãng tương ứng, v là thể tích dịch mẫu (mL) cấy vào trong mỗi đĩa. 

2.4. Khảo sát khả năng tự kết dính 

Khi các tế bào vi khuẩn tự kết dính lại với nhau thì sẽ tạo nên những hạt có kích thước 

lớn hơn và lắng xuống trong dung dịch. Do đó theo thời gian mật độ tế bào ở bề mặt dịch vi 

khuẩn sẽ giảm đi. Mức giảm của OD phản ánh tỷ lệ vi khuẩn đã kết dính. Thí nghiệm được 

tiến hành theo phương pháp của Kos và cs (2003). Chủng vi khuẩn được nuôi cấy trong môi 

trường MRS trong 24 giờ ở 37oC. Sinh khối sau khi nuôi cấy được thu nhận bằng cách ly tâm 

5.000 vòng/phút trong 5 phút ở 4oC và rửa hai lần bằng đệm phosphat pH 7,2. Sinh khối sau 

đó được tái huyền phù bởi đệm này để được OD bằng 1. Huyền phù này tiếp tục được phân 

phối vào ống nghiệm, votex 10 giây và để yên ở 37oC. Đo OD600nm 
 lớp dịch phía trên ở các 

thời điểm 0 giờ và sau 5 giờ. Tỷ lệ tự kết dính (%) được tính bằng công thức: 

)
A

At
1(

0

  100 

Trong đó, At và Ao là OD600nm tại thời điểm 5 giờ và 0 giờ 

2.5. Phương pháp xử lý số liệu: Sử dụng phần mềm SPSS 18.0 và exel 2007 để xử lý số liệu. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả khả năng chịu mặn của hệ vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá nục 

Khả năng chịu mặn của các chủng LAB phân lập từ ruột cá nục được đánh giá qua giá 

trị OD600nm sau khi nuôi cấy chúng trong môi trường MRS lỏng có chứa các nồng độ muối tương 

ứng là 0%, 5%, 10%, 15%, 20% và 25% sau 48 giờ. Kết quả thu được trình bày ở Bảng 1. 

Bảng 1. Khả năng chịu mặn của hệ vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá nục sau 48 giờ nuôi cấy 

Tên chủng 0% 5% 10% 15% 20% 25% 

NU1 0,2324b 0,8691a 0,1148c 0,1251c 0,1728b 0,1801b 

NU2 0,2479b 0,9507a 0,0772f 0,1003e 0,1253d 0,1746c 

NU3 0,2520b 1,2760a 0,0883f 0,1266d 0,1101e 0,1621c 

NU7 0,2094b 1,2759a 0,0773f 0,1150d 0,0866e 0,1508c 

NU8 0,2300b 0,4880a 0,0944e 0,1263d 0,1264d 0,1661c 

NU17 0,18773b 1,3926a 0,1024e 0,1328d 0,1315d 0,1809c 

NU18 0,2239b 1,0590a 0,1734c 0,1163f 0,1273e 0,1366d 

NU21 0,1888b 0,9698a 0,1019f 0,1162e 0,1233d 0,1741c 

Ghi chú: Số liệu xử lý ducan’s theo dòng (chữ cái in thường) thể hiện sự sai khác theo nồng độ muối của từng 

chủng. Các chữ cái khác nhau thể hiện sự sai khác về ý nghĩa thống kê (P< 0,05). (-) : không phát hiện 

Qua Bảng 1, chúng tôi nhận thấy tất cả các chủng vi khuẩn lactic phân lập được đều 

có khả năng thíchnghi và phát triển ở tất cả các nồng độ muối từ 5% - 25%. Giá trị OD600nm 

của các chủng vi khuẩn lactic biến thiên qua các nồng độ muối là khác nhau. Trong đó, các 
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chủng vi khuẩn lactic có khả năng thích nghi và phát triển mạnh nhất tại nồng độ muối 5% với 

giá trị OD của chủng NU17 đạt 1,3926 là cao nhất và chủng NU8 đạt 0,4880 là thấp nhất sau 

ở 48 giờ nuôi cấy. Khả năng phát triển của các chủng vi khuẩn lactic tại nồng độ muối 10% 

giảm so với nồng độ 15% nhưng không có sự khác biệt lớn. Ở nồng độ muối 20% và 25% sự 

thích nghi và phát triển của các chủng vi khuẩn lactic nhìn chung giống với các nồng độ khảo 

sát ở trên.  tuy nhiên giá trị OD có xu hướng tăng dần. Đặc biệt có chủng lactic NU17 phát 

triển tốt nhất ở nồng độ 20% và 25% với giá trị OD lần lượt là 0,1315 và 0,1809.  

Tất cả các chủng vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá nục có khả năng thích nghi và 

phát triển ở các nồng độ muối 5-25%, đều này hoàn toàn phù hợp với nghiên cứu của Udomsil 

và cs (2010) đối với loài Tetragenococcus halophilus. Tác giả đã tiến hành khảo sát khả năng 

chịu muối của T. halophilus tại nồng độ 25% trong các mẫu nước mắm và cho thấy, chúng vẫn 

sống sót sau bảy tháng trong nước mắm. Juste và cs (2008) đã công bố rằng T. halophilus có 

khả năng phát triển tại nồng độ muối là 25% và 28,5% ở pH7.  

Điều này đã chứng tỏ rằng, khả năng chịu muối của các chủng vi khuẩn lactic được 

phân lập từ ruột cá nục là cao, trong đó chủng NU17 có khả năng thích nghi và phát triển tốt 

nhất. Chính vì vậy, chủng vi khuẩn lactic NU17 phân lập từ ruột cá nục có tiềm năng ứng dụng 

lớn trong việc sản xuất các sản phẩm lên men chứa nồng độ muối cao như nước mắm, các sản 

phẩm mắm cá. 

3.2. Kết quả khả năng chịu axit của hệ vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá nục 

Kết quả khảo sát khả năng chịu axit của chủng vi khuẩn qua các mốc giờ liên tục từ 0 giờ 

đến 3 giờ trong dịch axit có pH 2. Kết quả được trình bày ở Đồ thị 1. 

 

Đồ thị 1. Kết quả khả năng chịu axit của chủng NU17 ở pH 2. 

Kết quả ở Đồ thị 1 cho thấy số lượng tế bào còn lại sau khi ủ với dịch pH 2 giảm rõ 

rệt theo thời gian. Số tế bào sau khi ủ với dịch pH 2 qua các mốc thời gian 0, 1, 2 giờ lần lượt 

là 9,573; 8,267 và 4,895 log CFU/ml. Chủng NU17 có sức chịu đựng kém trong môi trường 

axit số tế bào sống còn lại với tỷ lệ thấp và không phát hiện được tế bào sống sau 3 giờ ủ với 

dịch pH 2. Điều này chứng tỏ rằng, khả năng chịu axit của chủng NU17 là khá thấp. 
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Kết quả trên phù hợp với nghiên cứu của Maragkoudakis và cs. (2006) khảo sát khả năng 

chịu axit của một số chủng Lactobacillus, kết quả cho thấy các chủng có khả năng chịu axit mạnh 

nhất là L. paracasei subsp; L. paracasei ACA-DC 130, L. plantarum ACA-DC 146, L. rhamnosus 

ACA-DC 112, với mức giảm log CFU/ml từ 8,6 xuống còn lần lượt là 6,8; 5,7 và 7,1 sau 3 giờ ủ 

ở pH 2, ngoài ra, một số chủng trong nghiên cứu của nhóm tác giả này không có khả năng sống 

sót ở pH2 sau 1 giờ.  

Kết quả nghiên cứu của Kim và cs. (2007) cho thấy khi xử lý bằng dịch dạ dày pH 

2,5, có 3/7 chủng vi khuẩn có khả năng chịu môi trường axit. Tỉ lệ sống của các chủng này 

giảm từ khoảng 8,519 - 8,477 (logCFU/ml) xuống còn 6,431 - 7,380 (logCFU/ml) sau 30 

phút xử lý và tiếp tục giảm còn 5,568 - 5,699 (logCFU/ml) sau 2 giờ. 

Chang và cs (2015) đã phân lập 207 chủng vi khuẩn lactic, có mười một chủng có thể 

tồn tại ở pH2 và 0,3% muối mật trong 3 giờ như 5 chủng thuộc loài Lactobacillus plantarum 

(E1, E38, E40, E51 và E55), 5 chủng thuộc loài Lactobacillus casei (E7, E15, E30, E33 và 

E40), và một chủng thuộc loài Lactobacillus rhamnosus (E8). Các chủng vi khuẩn có thể tồn 

tại ở pH 2 và 0,3% muối mật sau 2 giờ là Lactobacillus casei E33, Lactobacillus plantarum 

E51, E7.  

Chủng vi khuẩn lactic NU17 có khả năng chịu axit khá thấp do đó không đáp ứng được 

tiêu chí chịu axit của các chủng probiotic.  

3.3. Kết quả khả năng tự kết dính của hệ vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá nục 

Khảo sát khả năng tự kết dính của vi khuẩn lactic là nghiên cứu có ý nghĩa thực tiễn. 

Nhờ có tự kết dính mà các vi khuẩn lactic cùng một dòng liên kết được với nhau tạo thành các 

“tổ”, vì thế chúng giúp tăng cường được sức sống và sự phát triển của chúng theo kiểu mối 

quan hệ hỗ trợ cùng loài. Khả năng tự kết dính còn có sự liên quan đến khả năng bám dính 

đường ruột và còn làm tăng khả năng lưu lại trong đường tiêu hóa của chủng vi sinh vật. Đây 

là đặc tính mang lại nhiều lợi ích cho vi khuẩn lactic trong quá trình sinh trưởng và phát triển. 

Chính vì vậy, khả năng tự kết dính của chủng vi khuẩn lactic được phân lập từ ruột cá nục đã 

được khảo sát.  

Kết quả cho thấy khả năng tự kết dính của chủng NU17 có tỷ lệ kết dính khá cao đạt 

36,58%. Kết quả này cũng tương tự như một số nghiên cứu đã được công bố. Kos và cs (2003) 

đã nghiên cứu khả năng tự kết dính của chủng probiotic Lactobacillus acidophilus M92. Chủng 

này có tỷ lệ tự kết dính rất cao, đến 70% ở nhiệt độ phòng. Maria và cs. (2006) khi nghiên cứu 

khả năng tự kết dính của Lactobacillus và Bifidobacterium đã nhận thấy có sự biến động lớn 

trong khả năng tự kết dính của các chủng, năm chủng được khảo sát trong thí nghiệm có kết 

quả tự kết dính là 5,5%, 15%, 23%, 75% và 77% ở nhiệt độ phòng, và nhóm tác giả kết luận 

là khả năng bám dính của vi khuẩn lactic phụ thuộc vào chủng vi khuẩn, tức là những chủng 

khác nhau trong một loài cũng có thể có tỷ lệ tự kết dính rất khác nhau. 

Theo kết quả nghiên cứu của Đỗ Thị Bích Thủy và cộng sự (2012) đã đưa ra tỷ lệ kết 

dính của chủng  Lactobacillus fermentum DC1 sau 5 giờ là 24,49%. Rauta và cs. (2013) cho 

kết quả kết dính của chủng vi khuẩn lactic thuộc loài Lactobacillus acidophilus NCDC 291 tại 

3 giờ là 43,21% và chủng thuộc loài Lactobacillus acidophilus NCDC 13 tại 5 giờ đạt 40%. 

Qua đó có thể nhận thấy khả năng tự kết dính của vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá 

nục tương đối cao so với kết quả công bố của các nhà khoa học trên. Vì vậy, chủng NU17 đáp 

ứng được tiêu chí  tự kết dính của các chủng probiotic. 
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4. KẾT LUẬN 

- Tất cả các chủng vi khuẩn lactic phân lập từ ruột cá nục đều có khả năng chịu muối 

NaCl ở các nồng độ 5% đến 25%. Trong đó, chủng NU17 là chủng có khả năng phát triển tốt 

nhất ở các nồng độ muối. Vì vậy chủng này đã được chọn để tiến hành khảo sát các chỉ tiêu 

tiếp theo. 

-  Số tế bào sống sót của chủng NU17 sau hai giờ  ủ ở pH 2 lần lượt là 4,895 log 

CFU/ml và không có khả năng sống sót sau 3 giờ ủ. 

-  Khả năng tự kết dính của chủng NU17 là 36,58%.  
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ABSTRACT 

Eight lactic acid bacteria strains isolated from gut of Pompano (NUs) (NU1, NU2, NU3, NU7, 

NU8, NU17, NU18, NU21) belong to Lactobacillus fermentum were studied on the salt intolerance. 

The results showed that all of the strains could grow in the medium with from 5% to 25% of  NaCl for 

48 hours of incubation at room temperature. A strain NU17 had highest salt intolerance. OD600nm values 

after 48 hours of incubation in medium contained 25% of NaCl at room temperature of NU17 strain 

were 0.1806. This strain was then selected to study on some properties of probiotic potential, acid 

intolerance and auto-aggregation. The number of survival cells of NU17 strain after two hours of 

incubation at pH 2 was 4.895 log CFU/ml. The auto-aggregation of them was 36,58%. 
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