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TÓM TẮT 
Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá tốc độ tăng trưởng, khả năng 
kháng Vibrio parahaemolyticus và tiết protease ngoại bào bởi chủng 
Lactiplantibacillus plantarum LAB8.1CM ở các điều kiện nuôi cấy khác 
nhau trong in vitro. Chủng LAB8.1CM được nuôi trong canh trường MRS 
đã điều chỉnh các giá trị pH (3 - 9) và độ mặn (0 - 6% NaCl) và ủ ở các 
mức nhiệt độ (15 - 50°C) khác nhau. Hoạt tính kháng khuẩn và protease 
của chủng LAB8.1CM cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở các điều 
kiện nuôi cấy khác nhau (p<0,05). Giá trị OD600 đạt cao nhất ở điều kiện 
pH từ 6,0 đến 7,0, nồng độ NaCl từ 0 đến 2% và nhiệt độ từ 30 đến 40°C 
sau 48 giờ lên men. Đồng thời, hoạt tính protease và khả năng đối kháng 
V. parahaemolyticus của dịch lên men đạt tối đa ở các ngưỡng giá trị trên. 
Ngược lại, khi ủ ở nhiệt độ cao hơn 40°C, môi trường có tính acid hoặc 
kiềm cao (pH 3,0 hoặc 9,0) hoặc độ mặn cao (4 - 6% NaCl) cho thấy sự 
sinh trưởng và hoạt động tổng hợp các hợp chất sinh học của Lb. 
plantarum LAB8.1CM bị suy giảm đáng kể, thậm chí có thể bị ức chế hoàn 
toàn. 

Từ khóa: Điều kiện nuôi cấy, hoạt tính enzyme, hoạt tính kháng khuẩn, 
Lactobacillus, yếu tố lên men 

ABSTRACT 
The study aimed to evaluate the growth rate, antibacterial activity against 
Vibrio parahaemolyticus, and extracellular protease enzyme secretion by 
the Lactiplantibacillus plantarum strain LAB8.1CM under different in 
vitro culture conditions. The strain was cultured in MRS broth, which 
adjusted pH levels (3 - 9) and salinity levels (0 - 6% NaCl), and incubated 
at various temperatures (15 - 50°C). Results showed significant 
differences in the growth of LAB8.1CM under different conditions 
(p<0.05). The highest OD600 values were observed at pH 6.0 to 7.0, NaCl 
concentrations of 0 to 2%, and temperatures from 30 to 40°C after 48 
hours of fermentation. Concurrently, the protease activity and the 
antagonistic effect against V. parahaemolyticus reached their maximum 
levels under the above conditions. Conversely, incubation at temperatures 
exceeding 40°C, in highly acidic or alkaline conditions (pH 3.0 or 9.0), or 
under elevated salinity levels (4 - 6% NaCl) markedly inhibited the growth 
and biosynthetic activities of Lb. plantarum LAB8.1CM, occasionally 
resulting in complete suppression. 

Keywords: Antagonistic activity, culture condition, enzyme activity, 
fermentation factor, Lactobacillus 
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1. GIỚI THIỆU 

Những năm gần đây, việc sử dụng vi khuẩn 
probiotic như chất thay thế kháng sinh trong thực 
phẩm thủy sản đang rất được quan tâm. Nhóm vi 
khuẩn acid lactic (LAB) được công nhận là chủng 
lợi khuẩn khuẩn an toàn (GRAS) và đóng vai trò 
quan trọng trong quá trình bảo quản, lên men các 
loại thực phẩm cũng như thức ăn chăn nuôi, với vai 
trò là hệ vi sinh vật tự nhiên hoặc được sử dụng làm 
chủng khởi động trong các điều kiện được kiểm soát 
(Daeschel, 1989). Trong đó, giống Lactobacillus 
thuộc nhóm vi khuẩn LAB được công nhận là các 
chủng probiotic an toàn trong nuôi thủy sản, với khả 
năng cải thiện tăng trưởng và sức đề kháng của tôm 
thông qua những tác động tích cực đến hệ miễn dịch 
và cân bằng hệ vi sinh đường ruột của vật nuôi 
(Huynh et al., 2019; Naiel et al., 2020). Trong thực 
tế, Lactobacillus được ứng dụng bổ sung vào thức 
ăn của vật nuôi nhằm tăng khả năng hấp thu chất 
dinh dưỡng và kiểm soát sự phát triển của các chủng 
vi khuẩn gây bệnh như Vibrio, Aeromonas, 
Streptococcus,… (Ringø et al., 2020), thông qua khả 
năng sinh tổng hợp nhiều hợp chất có hoạt tính sinh 
học như các hợp chất kháng khuẩn (bacteriocin, 
hydrogen peroxide, các acid hữu cơ và diacetyl) và 
các enzyme thủy phân protein hoặc các chất bột 
đường (Oyetayo et al., 2003; Giang và ctv., 2020). 
Do đó, các nghiên cứu gần đây tập trung vào việc 
phân lập và đánh giá các đặc tính probiotic của 
chủng lợi khuẩn LAB nhằm phát triển giải pháp an 
toàn, thân thiện với môi trường và có tác động có lợi 
với vật nuôi. Kết quả nghiên cứu của Giang và ctv. 
(2020) đã phân lập được các chủng lợi khuẩn thuộc 
nhóm LAB từ ruột tôm thẻ chân trắng, trong đó 5 
chủng Lactobacillus spp. thể hiện khả năng sinh 
hoạt tính protease mạnh cùng với khả năng đối 
kháng Vibrio parahaemolyticus vượt trội. Hay kết 
quả nghiên cứu của Thành và Trai (2012) nhận dạng 
được 45 chủng Lactobacillus spp. từ cá tra và cá rô 
phi, trong đó các chủng này có khả năng đối kháng 
với Aeromonas hydrophila, nhưng chỉ 43 chủng có 
khả năng ức chế vi khuẩn Edwardsiella ictaluri và 
duy nhất chủng Lb12 có khả năng tổng hợp 
bacteriocin ức chế đồng thời cả hai loại vi khuẩn gây 
bệnh trên. Bên cạnh việc đánh giá các đặc tính 
probiotic của chủng phân lập, việc khảo sát các đặc 
điểm sinh lý của vi khuẩn cũng đóng vai trò then 
chốt, đồng thời là cơ sở quan trọng để xác định tiềm 
năng ứng dụng của chủng trong sản xuất và thực 
nghiệm. Kết quả các nghiên cứu trước đây đã chứng 
minh các điều kiện lên men như nhiệt độ, pH và độ 
mặn hay nồng độ NaCl có ảnh hưởng đến tốc độ sinh 
trưởng, cũng như khả năng sinh tổng hợp các hợp 

chất có hoạt tính sinh học quan trọng của vi khuẩn 
LAB như hoạt tính kháng khuẩn và enzyme 
(Gobbettia et al., 1999; Tomás et al., 2002; 
Śliżewska et al., 2020). Gần đây, nhóm tác giả đã 
phân lập và chọn lọc được chủng lợi khuẩn 
Lactiplantibacillus plantarum LAB8.1CM từ ruột 
tôm thẻ chân trắng Litopenaeus vannamei có các đặc 
tính probiotic vượt trội. Chủng hiện được lưu giữ tại 
Phòng thí nghiệm Chế phẩm Sinh học Thủy sản, 
Trường Thủy sản, Đại học Cần Thơ. Nhằm cung cấp 
thông tin về các đặc điểm sinh lý về khả năng chịu 
nhiệt độ, pH và độ mặn của chủng này phục vụ cho 
phát triển synbiotic trong nuôi trồng thủy sản, việc 
nghiên cứu các điều kiện nuôi cấy ảnh hưởng đến sự 
sinh trưởng của LAB cũng như khả năng sinh hoạt 
tính kháng khuẩn và enzyme là cần thiết. Điều này 
không chỉ giúp bổ sung các đặc điểm sinh lý mà còn 
góp phần tối ưu hóa quá trình nuôi cấy sinh khối lợi 
khuẩn cho nuôi trồng thủy sản. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Chuẩn bị vi khuẩn 

Chủng Lactiplantibacillus plantarum 
LAB8.1CM với đặc tính probiotic được phân lập từ 
ruột tôm Litopenaeus vannamei, thuộc bộ sưu tập 
giống vi khuẩn của Phòng Thí nghiệm Chế phẩm 
sinh học thủy sản (Trường Thủy sản, Đại học Cần 
Thơ). Chủng LAB8.1CM được phục hồi và nuôi 
tăng sinh trong canh trường MRS (HiMedia 
Laboratories, Ấn Độ) trong tủ ủ yếm khí Forma 
Steri-Cycle i250 (Thermo Scientific, Đức) ở 37℃ 
trong 24 giờ. Dung dịch tế bào vi khuẩn được ly tâm 
để loại bỏ phần dịch nổi và rửa với nước muối sinh 
lý (0,9% NaCl) ở vận tốc 3.000 vòng/phút trong 15 
phút ở 4°C (Giang và ctv., 2020). Huyền phù tế bào 
được điều chỉnh bằng nước muối sinh lý để đạt giá 
trị OD xấp xỉ 0,5 tại bước sóng 600 nm và trữ 4℃ 
cho các đánh giá tiếp theo. 

2.2. Ảnh hưởng của các điều kiện nuôi cấy 
lên khả năng sinh trưởng, kháng khuẩn 
và tiết hoạt tính protease ngoại bào  

Để đánh giá ảnh hưởng của nhiệt độ, pH và nồng 
độ NaCl đến sự sinh trưởng và các đặc tính probiotic 
của chủng lợi khuẩn, thí nghiệm được tiến hành dựa 
trên phương pháp của Yang et al. (2018) và Linh 
(2021) với một vài thay đổi như sau: 

2.2.1. Nhiệt độ 

Huyền phù tế bào vi khuẩn sau khi điều chỉnh 
giá trị OD được cấy vào bình tam giác chứa 20 mL 
canh trường MRS tiệt trùng (pH 6,5) với tỷ lệ nạp 
giống 1% (v/v). Quá trình lên men được tiến hành 
trong điều kiện yếm khí trong 48 giờ ở các mức nhiệt 
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độ khác nhau (15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 và 50°C). 
Trong suốt quá trình lên men, tốc độ sinh trưởng, 
hoạt tính enzyme và khả năng kháng khuẩn của 
chủng LAB8.1CM được theo dõi. Mỗi mức nhiệt độ 
được đánh giá 3 lần lặp lại, với dung dịch nước muối 
sinh lý (0,9%) được sử dụng làm đối chứng. 

2.2.2. pH 

Canh trường MRS được điều chỉnh giá trị pH 
ban đầu bằng dung dịch NaOH 3N và HCl 3N để đạt 
các giá trị pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 và 9. Sau đó, 200 µL 
huyền phù tế bào (OD600 = 0,5) được cấy vào các 
bình tam giác chứa 20 mL canh trường MRS đã tiệt 
trùng và điều chỉnh pH tương ứng. Nghiệm thức đối 
chứng được chuẩn bị bằng cách bổ sung 200 µL 
nước muối sinh lý (0,9% NaCl) tiệt trùng vào canh 
trường MRS. Các bình thí nghiệm được ủ yếm khí 
ở 38oC trong 48 giờ để đánh giá tốc độ sinh trưởng, 
hoạt tính protease và khả năng kháng Vibrio 
parahaemolyticus. Mỗi giá trị khảo sát được đánh 
giá lặp lại 3 lần. 

2.2.3. NaCl 

Thí nghiệm được thực hiện theo quy trình mô tả 
tại mục 2.2.2, với việc bổ sung NaCl vào canh 
trường MRS (pH 6,5) nhằm đạt các nồng độ 0, 1, 2, 
3, 4, 5 và 6% (w/v). Dung dịch nước muối sinh lý 
(0,9%) được sử dụng làm đối chứng. Tốc độ sinh 
trưởng, hoạt tính enzyme và hoạt tính kháng khuẩn 
của chủng vi khuẩn được đánh giá trong quá trình 
lên men. Thí nghiệm được bố trí 3 lần lặp lại. 

2.3. Các chỉ tiêu theo dõi 
2.3.1. Tăng trưởng của vi khuẩn 

Phương pháp đánh giá được thực hiện như 
nghiên cứu của Huynh et al. (2018). Sự phát triển 
của chủng vi khuẩn được quan sát thông qua độ hấp 
thụ ở bước sóng 600 nm tại các thời điểm 0, 4, 6, 12, 
24, 36 và 48 giờ bằng máy so màu quang phổ UV-
VIS 1900i (Shimadzu, Nhật Bản). Mỗi mẫu được đo 
3 lần lặp lại. 

2.3.2. Khả năng kháng Vibrio parahaemolyticus 

Dịch nuôi cấy được ly tâm ở tốc độ 10.000 
vòng/phút trong 15 phút ở 4°C để loại bỏ tế bào vi 
khuẩn và thu phần dịch nổi (CFS) để phân tích khả 
năng kháng khuẩn V. parahaemolyticus bằng 
phương pháp khuếch tán đĩa thạch (Balouiri et al., 
2012). Theo đó, chủng V. parahaemolyticus được sử 
dụng là chủng gây bệnh hoại tử gan tụy cấp trên tôm 
được lưu trữ tại phòng thí nghiệm Chế phẩm sinh 
học, Trường Thủy sản, Đại học Cần Thơ (Ngân và 
ctv., 2021; Xuân, 2021). Chủng khuẩn được phục 
hồi và nuôi tăng sinh trong canh trường Tryptone 

Soya Broth (TSB, HiMedia Laboratories, Ấn Độ) có 
bổ sung 1,5% NaCl và được chuẩn bị ở mật độ 108 
CFU/mL. Môi trường thạch Mueller Hinton Agar 
(MHA, HiMedia Laboratories, Ấn Độ) được chuẩn 
bị. Dung dịch vi khuẩn V. parahaemolyticus được 
trải đều lên môi trường MHA, sau đó tiến hành đục 
lỗ với đường kính d = 6 mm trên bề mặt thạch. Tiếp 
theo, 100 μL dịch CFS của chủng LAB8.1CM đã 
được chuẩn bị được thêm vào lỗ thạch, sau đó ủ 10 
phút ở 4°C, kế đến ủ ở 37°C trong 24 giờ. Khả năng 
kháng khuẩn được xác định bằng sự hiện diện của 
vòng kháng khuẩn. Đường kính vòng kháng khuẩn 
(mm) được tính như sau: DK = Di-dw (trong đó Di 
là đường kính vòng ức chế vi khuẩn bao gồm đường 
kính lỗ (mm) và dw là đường kính lỗ (mm)). Đường 
kính vòng kháng khuẩn lớn hơn hoặc bằng 6 mm 
được xem là có khả năng ức chế (Cheikhyoussef et 
al., 2009). 

2.3.3. Hoạt tính protease ngoại bào 

Dịch nuôi cấy loại bỏ tế bào (CFS) được chuẩn 
bị tương tự như mục 2.3.2 để phân tích hoạt tính 
enzyme. Phương pháp xác định hoạt tính protease 
được thực hiện ở 40°C trong môi trường đệm Tris-
HCl 100 mmol/L (pH 9,0) dựa theo mô tả của 
Huynh et al. (2018). Thể tích 100 µL dung dịch CFS 
được ủ với 100 µL casein 1% (chuẩn bị trong đệm 
Tris-HCl, pH 9,0) trong 10 phút ở 37°C. Phản ứng 
được dừng lại sau khi thêm 500 µL dung dịch 
trichloroacetic acid 5%. Sau 20 phút, hỗn hợp được 
ly tâm ở tốc độ 3.000 vòng/phút, ở 4°C trong 10 phút 
để loại bỏ tế bào. Phần CFS được tiếp tục phân tích 
hoạt tính enzyme protease bằng phương pháp 
Lowry’s. Mỗi đơn vị (Unit) hoạt tính enzyme 
protease tương đương với lượng enzyme cần thiết 
để phân giải casein và phóng thích 1 µg 
tyrosine/mL/phút. 

2.4. Xử lý số liệu 

Các số liệu thu thập được tính giá trị trung bình, 
độ lệch chuẩn và phân tích ANOVA một nhân tố. 
Chương trình Excel phiên bản 2016 được sử dụng 
để xử lý số liệu và việc so sánh thống kê các giá trị 
trung bình giữa các nghiệm thức được tiến hành 
bằng phần mềm SPSS phiên bản 20.0 ở mức ý nghĩa 
p = 0,05 bằng phép thử TUKEY. 

3. KẾT QUẢ 
3.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ  

Kết quả cho thấy chủng LAB8.1CM sinh trưởng 
trong khoảng nhiệt độ từ 15 đến 40℃ và đạt pha 
tăng trưởng sau 12 giờ nuôi cấy ở ngưỡng 30 - 40℃ 
(Hình 1). Cụ thể, giá trị OD600 sau 24 giờ tại các mức 
30℃, 35℃ và 40℃ lần lượt đạt 1,671±0,048; 
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1,673±0,051 và 1,709±0,066. Mặc dù, sinh trưởng 
của vi khuẩn chậm hơn ở mức 25°C sau 24 giờ với 
giá trị OD600 trung bình đạt 1,599±0,017, nhưng sau 
48 giờ giá trị OD600 khác biệt không có ý nghĩa so 
với mức nhiệt độ 30 - 40℃. Ngược lại, khi nhiệt độ 
15 - 20℃, tốc độ sinh trưởng của chủng vi khuẩn 

giảm đáng kể, với giá trị OD600 trung bình sau 24 
giờ đạt 0,335±0,005 và 1,092±0,009 tương ứng và 
khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05) so với các 
mức nhiệt cao hơn. Trong khi đó, ở nhiệt độ 45 - 
50℃, không ghi nhận sự phát triển của chủng 
LAB8.1CM. 

 
Hình 1. Tốc độ tăng trưởng của lợi khuẩn LAB8.1CM ở các nhiệt độ nuôi cấy khác nhau 

Ghi chú: Các giá trị ở các nghiệm thức trong cùng ngày có ký tự (a, b, c, d) giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê (p>0,05).  

Hoạt tính kháng khuẩn Vibrio parahaemolyticus 
khác biệt có ý nghĩa giữa các mốc nhiệt độ ủ 
(p<0,05) sau 48 giờ nuôi cấy (Bảng 1). Theo đó, 
vòng kháng khuẩn lớn nhất ở mức nhiệt độ từ 25 đến 
40°C, với dao động 8,0 - 9,3 mm sau 24 giờ và 10,7 

- 12,0 mm sau 48 giờ lên men. Khi nhiệt độ giảm 
thấp ở mức 15°C và 20°C, đường kính vòng kháng 
khuẩn giảm tương ứng còn 2,7±0,6 mm và 7,7±0,6 
mm sau 48 giờ. Khi nhiệt độ vượt trên 40°C, không 
xuất hiện bất kỳ vòng kháng khuẩn.  

Bảng 1. Vòng kháng khuẩn và hoạt tính protease của chủng LAB8.1CM ở các nhiệt độ khác nhau 

Nhiệt độ Vòng kháng khuẩn (mm) Protease (U/mL) 
24 giờ 48 giờ 24 giờ 48 giờ 

15°C 0±0c 2,7±0,6c 86,5±13,7c 133,9±5,8c 
20°C 3,3±0,6b 7,7±0,6b 95,2±7,7c 151,3±9,0c 
25°C 8±1,0a 10,7±0,6a 110,2±12,4c 160,1±13,7bc 
30°C 8,3±1,2a 11,7±0,6a 145,6±14,4b 181±12,7b 
35°C 8,7±0,6a 12,0±1,0a 171,3±8,5ab 221,7±12a 
40°C 9,3±0,6a 12,0±1,0a 177,6±6,4a 240,1±12,2a 
45°C 0±0c 0±0d 0,3±0,1d 0,3±0,1d 
50°C 0±0c 0±0d 0,4±0,1d 0,5±0,1d 

Ghi chú: Các ký tự trong cùng một cột giống nhau thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 

Tương tự, khả năng sinh protease của chủng 
LAB8.1CM chịu ảnh hưởng đáng kể bởi nhiệt độ lên 
men (Bảng 1). Theo đó, khoảng nhiệt độ tối ưu là từ 
35 đến 40℃ với hoạt tính cao nhất sau cả 24 và 48 
giờ lên men, khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05) 
so với các mức nhiệt độ còn lại. Hoạt tính protease 
giảm dần khi nhiệt độ lên men giảm, đặc biệt trong 

khoảng 15 - 30°C. Ở mức nhiệt độ 45°C và 50°C, 
một lượng nhỏ hoạt tính đã được phát hiện mặc dù 
không ghi nhận được sự phát triển của vi khuẩn, điều 
này có thể là do phần enzyme nội bào của vi khuẩn 
cấy nạp ban đầu phóng thích vào môi trường nuôi 
cấy. Nhìn chung, nhiệt độ lên men chi phối đáng kể 
sự sinh trưởng, hoạt tính kháng khuẩn và khả năng 
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sản xuất protease của chủng vi khuẩn. Mặc dù hiệu 
quả sinh học cao nhất đạt được trong khoảng 35 - 
40°C, nhiệt độ 35°C được xem là điều kiện tối ưu 
hơn khi xét đến khả năng ứng dụng thực tiễn, do duy 
trì hoạt tính sinh học ở mức cao trong khi giảm yêu 
cầu năng lượng cho quá trình ủ. 

3.2. Ảnh hưởng của pH  

Chủng LAB8.1CM có khả năng thích nghi và 
sinh trưởng trong khoảng pH từ 4 đến 8; tuy nhiên, 
khi pH nằm ngoài khoảng này, không ghi nhận được 
sự phát triển của vi khuẩn trong 48 giờ lên men 
(Hình 2). Kết quả cho thấy chủng LAB đạt pha tăng 

trưởng sớm nhất ở ngưỡng pH 5,0; 6,0 và 7,0 sau 24 
giờ với giá trị OD600 lần lượt là 1,667±0,041; 
1,69±0,042 và 1,737±0,019. Sau 48 giờ lên men, giá 
trị OD600 đạt cao nhất ở pH 7,0 với trung bình 
1,813±0,017, khác biệt không có ý nghĩa thống kê 
(p>0,05) so với pH 5,0 và 6,0, tương ứng 
1,751±0,003 và 1,776±0,011. Trong khi đó, ở pH 
8,0 thì giá trị OD600 đạt trung bình 1,729±0,05, khác 
biệt có ý nghĩa (p<0,05) so với pH 7,0. Tốc độ tăng 
trưởng của vi khuẩn thấp nhất ở pH 4,0 với giá trị 
OD600 trung bình đạt 1,442±0,037 và khác biệt có ý 
nghĩa (p<0,05) so với các ngưỡng pH cao hơn.  

 
Hình 2. Tốc độ tăng trưởng của lợi khuẩn LAB8.1CM ở điều kiện pH khác nhau 

Ghi chú: Các giá trị ở các nghiệm thức trong cùng ngày có ký tự (a, b, c, d) giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa 
thống kê (p>0,05).  

Bảng 2. Vòng kháng khuẩn và hoạt tính protease của chủng LAB8.1CM ở các giá trị pH khác nhau 

pH Vòng kháng khuẩn (mm) Protease (U/mL) 
24 giờ 48 giờ 24 giờ 48 giờ 

3 0±0c 0±0d 0±0d 0±0c 
4 6,7±0,6b 9,7±0,6bc 124,4±4,9c 162,5±14,8b 
5 7,7±0,6ab 11,7±0,6ab 150,3±2,2b 171,9±22,3b 
6 10,3±1,5a 12,3±0,6a 164,1±10,7ab 215,3±23,1a 
7 10,7±1,5a 12,7±1,2a 178,1±3,8a 223,1±15,0a 
8 6,3±2,1b 8,7±1,5c 116,2±16,3c 150,8±13,1b 
9 0±0c 0±0d 0±0d 0±0c 

Ghi chú: Các ký tự trong cùng một cột giống nhau thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

Đồng thời, pH môi trường lên men cũng ảnh 
hưởng đến khả năng sinh hoạt tính kháng khuẩn 
Vibrio parahaemolyticus và enzyme ngoại bào 
protease (Bảng 2). Cụ thể, đường kính vòng kháng 
khuẩn đạt trung bình cao nhất ở ngưỡng pH trung 

tính (6,0 - 7,0) sau 24 và 48 giờ, nhưng khác biệt 
không có ý nghĩa so với môi trường có tính acid nhẹ 
(pH 5,0). Khi pH môi trường có tính acid (4,0) 
hoặc kiềm cao (≥8,0), vòng kháng khuẩn giảm đáng 
kể, thấp hơn có ý nghĩa (<0,05) so với môi trường 
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pH trung tính (6,0 - 7,0). Tương tự, hoạt tính 
protease tiết ra bởi vi khuẩn khi lên men môi trường 
trung tính (pH 6,0 - 7,0) cao hơn và khác biệt có ý 
nghĩa (p<0,05) so với các điều kiện còn lại. Tuy 
nhiên, chủng LAB8.1CM có khả năng sinh enzyme 
protease trong điều kiện môi trường có tính acid (pH 
4,0 và 5,0) hoặc kiềm nhẹ (pH 8,0). Nhìn chung, 
điều kiện pH quá thấp hoặc quá cao gây ức chế sinh 
trưởng của chủng vi khuẩn, đồng thời làm giảm quá 
trình sinh tổng hợp các hợp chất có hoạt tính kháng 
khuẩn và enzyme. 

3.3. Ảnh hưởng của độ mặn  

Kết quả cho thấy chủng LAB8.1CM có khả năng 
chịu mặn ở nồng độ từ 0 đến 6% NaCl và khác biệt 
có ý nghĩa thống kê giữa các nồng độ (Hình 3). Cụ 
thể, giá trị OD600 ở nồng độ 0% và 1% NaCl đạt cao 
nhất với trung bình lần lượt là 1,663±0,022 và 
1,609±0,022 sau 24 giờ và 1,904±0,018 và 
1,886±0,013 sau 48 giờ lên men. Khi nồng độ NaCl 
tăng lên 2%, 3% và 4% thì tốc độ tăng trưởng của vi 
khuẩn diễn ra chậm hơn với giá trị OD600 tương ứng 
1,845±0,018; 1,827±0,019 và 1,815±0,018 vào cuối 
giai đoạn lên men. Trong khi đó, giá trị OD600 của 
lợi khuẩn đạt thấp nhất ở nồng độ 5% và 6% NaCl 
với trung bình lần lượt là 1,752±0,023 và 
1,509±0,054. Điều này cho thấy tốc độ tăng trưởng 
của chủng LAB8.1CM giảm dần theo sự gia tăng 
nồng độ NaCl. 

Bên cạnh đó, vòng kháng khuẩn và hoạt tính 
protease tiết ra bởi chủng LAB8.1CM có xu hướng 
giảm dần theo sự gia tăng của nồng độ NaCl (Bảng 
3). Theo đó, vòng kháng khuẩn Vibrio 
parahaemolyticus của dịch lên men sau 48 giờ đạt 
kích cỡ tối đa ở nồng độ 0% và 1% NaCl, khác biệt 
không ý nghĩa thống kê (p>0,05) so với nồng độ 2% 

và 3% NaCl. Trong khi đó, đường kính vòng kháng 
khuẩn của dịch lên men trong khoảng 4 - 6% NaCl 
đạt thấp hơn và khác biệt có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05) so với các nồng độ còn lại. Tương tự, 
protease của dịch lên men sau 48 giờ đạt hoạt tính 
cao nhất ở nồng độ 0% và 1% NaCl, trong khi hoạt 
tính thấp nhất ở nồng độ 5 - 6% NaCl. Hoạt tính 
protease trong dịch lên men ở các nồng độ còn lại có 
xu hướng giảm thấp, nhưng khác biệt không có ý 
nghĩa (p>0,05) giữa nồng độ 3% so với 2% và 4%. 
Nhìn chung, nồng độ NaCl tăng cao không chỉ ảnh 
hưởng đến tốc độ sinh trưởng của vi khuẩn mà còn 
ức chế khả năng sinh tổng hợp các hợp chất kháng 
khuẩn và enzyme của chủng LAB8.1CM. 

 
Hình 3. Tốc độ tăng trưởng của lợi khuẩn 
LAB8.1CM ở các nồng độ muối khác nhau  

Ghi chú: Các giá trị ở các nghiệm thức trong cùng ngày 
có ký tự (a, b, c, d) giống nhau thì khác biệt không có ý 
nghĩa thống kê (p>0,05). 

Bảng 3. Vòng kháng khuẩn và hoạt tính protease của chủng LAB8.1CM ở các nồng độ NaCl khác nhau 

NaCl (%) Vòng kháng khuẩn (mm) Protease (U/mL) 
24 giờ 48 giờ 24 giờ 48 giờ 

0% 8,0±1,0a 11,7±0,6a 170,2±13a 247,4±12,2a 
1% 7,7±0,6a 11,3±0,6a 161,6±16,8a 242,2±7,9a 
2% 7,3±0,6a 10,7±0,6ab 137,5±20,7ab 218,9±24,7ab 
3% 6,7±0,6a 10,2±0,8ab 136±23,2ab 197,7±14,1bc 
4% 6,3±0,6a 9,5±0,5bc 117,6±15,4b 162,7±13,0cd 
5% 3,3±0,6b 8,3±0,6cd 107±5,1bc 142,7±8,8d 
6% 0,8±0,3c 7,3±0,6d 73,4±5,1c 134,9±9,8d 

Ghi chú: Các ký tự trong cùng một cột giống nhau thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

4. THẢO LUẬN 

Trong nghiên cứu hiện tại, các điều kiện nuôi cấy 
bao gồm nhiệt độ, pH và NaCl có ảnh hưởng đáng 
kể đến tốc độ sinh trưởng và khả năng kháng khuẩn 

và sinh tổng hợp enzyme protease của chủng Lb. 
plantarum LAB8.1CM. Theo đó, ngưỡng nhiệt độ 
35 - 40°C là tối ưu để đạt tốc độ tăng trưởng và hiệu 
quả của các hợp chất có hoạt tính sinh học cao nhất. 
Kết quả tương đồng với báo cáo của Lương và ctv. 
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(2020), trong đó Lb. acidophilus VTCC 12257 có 
khả năng sinh trưởng trong khoảng nhiệt độ 20 - 
40°C và đạt sinh khối cao nhất (0,575 - 0,587 g/L) ở 
35 - 40°C. Tương tự, Śliżewska et al. (2020) ghi 
nhận các chủng Lactobacillus (Lb. paracasei, Lb. 
pentosus, Lb. plantarum, Lb. reuteri và Lb. 
rhamnosus) có khả năng sinh trưởng trong khoảng 
nhiệt độ từ 20 đến 44°C, với mật độ tế bào đạt cao 
nhất ở 37°C. Nhiệt độ này cũng được xem là tối ưu 
cho sự tăng sinh tế bào và tổng hợp hoạt chất kháng 
khuẩn bacteriocin ở một số loài vi khuẩn LAB thuộc 
các giống Lactobacillus, Enterococcus và 
Streptococcus (Yang et al., 2018). Hầu hết các 
chủng LAB thuộc nhóm ưa ấm (mesophilic), với 
nhiệt độ sinh trưởng tối ưu trong khoảng 35 - 40°C; 
trong khoảng nhiệt độ này, các hoạt động trao đổi 
chất bao gồm quá trình sinh tổng hợp các chất kháng 
khuẩn như bacteriocin cũng đạt hiệu quả cao (Abas 
et al., 2012). Sự suy giảm hoạt tính kháng khuẩn ở 
các mức nhiệt độ cao hơn hoặc thấp hơn có thể liên 
quan đến sự sinh trưởng chậm của vi khuẩn, từ đó 
làm giảm tốc độ tổng hợp các hợp chất kháng khuẩn 
do quá trình trao đổi chất bị hạn chế (Khay et al., 
2013). Kết quả nghiên cứu của Sun et al. (2019) còn 
cho thấy hoạt tính protease của chủng Lb. fermentum 
R6 khi lên men ở 17°C tương đối thấp (5,3 U/mL), 
đạt giá trị tối đa ở 37°C (26,4 U/mL) và giảm nhanh 
chóng khi nhiệt độ vượt quá 37°C. Vi khuẩn LAB 
có khả năng sản xuất các enzyme phân giải protein 
cả nội bào và ngoại bào. Nhiệt độ thấp ức chế sự 
sinh trưởng và phát triển của nhóm vi khuẩn này, 
đồng thời làm giảm hoạt tính enzyme; trong khi ở 
các mức nhiệt độ cao hơn, ngưỡng tối ưu cho sinh 
trưởng có thể nhanh chóng làm bất hoạt các enzyme 
phân giải protein (Kieliszek et al., 2021). 

pH môi trường nuôi cấy là yếu tố ảnh hưởng 
mạnh mẽ đến sự sinh trưởng của vi khuẩn và quá 
trình sinh tổng hợp các hợp chất sinh học, bao gồm 
bacteriocin và các enzyme thủy phân protein 
(Abbasiliasi et al., 2017). Kết quả nghiên cứu của 
Lương và ctv. (2020) ghi nhận Lb. acidophilus 
VTCC 12257 đạt tốc độ sinh trưởng cao nhất ở pH 
6,0 - 7,0 sau 48 giờ lên men. Tương tự, Tomás et al. 
(2002) cho thấy chủng Lb. salivarius CRL 1328 đạt 
pha tăng trưởng và khả năng sinh bacteriocin cao 
nhất sau 24 giờ lên men trong canh trường MRS ở 
pH 6,5 và 37°C, khác biệt đáng kể so với các ngưỡng 
pH 5,0 và 8,0. Theo Śliżewska et al. (2020), pH tối 
ưu cho sinh trưởng của các loài Lactobacillus phụ 
thuộc vào từng chủng, thường dao động trong 
khoảng 5,5 - 6,5. Tuy nhiên, Kieliszek et al. (2021) 
cho rằng sự tăng sinh tế bào và tổng hợp hoạt tính 
phân giải protein trong sữa bởi các chủng LAB đạt 

tối đa ở ngưỡng pH 7,0 - 7,5. Bên cạnh đó, Gobbettia 
et al. (1999) ghi nhận hoạt tính protease của Lb. 
delbrueckii subsp. bulgaricus B397, Lc. lactis 
subsp. lactis T12 và Lb. plantarum đạt mức cao nhất 
khi môi trường lên men ở ngưỡng pH từ 6 đến 8. 
Các kết quả ghi nhận trên chủng LAB8.1CM trong 
nghiên cứu hiện tại phù hợp với các nhận định trước 
đây, trong đó pH 6,0 - 7,0 được xác định là điều kiện 
tối ưu cho sự sinh trưởng và tổng hợp các hợp chất 
sinh học. 

Khả năng chịu mặn hay nồng độ NaCl là một 
trong các yếu tố quan trọng đánh giá khả năng thích 
nghi và tiềm năng ứng dụng của chủng probiotic. 
Kết quả ghi nhận chủng LAB8.1CM có khả năng 
phát triển và sinh tổng hợp các hợp chất kháng 
khuẩn và enzyme trong môi trường bổ sung NaCl ở 
nồng độ lên đến 6%, trong đó khoảng 0 - 2% NaCl 
được coi là thích hợp nhất. Trong nghiên cứu của 
Linh (2021), các chủng LAB được phân lập từ các 
rô phi có khả năng sinh trưởng tốt trong khoảng độ 
mặn 0 - 25‰ (tương ứng 0 - 2,5% NaCl), nhưng có 
xu hướng phát triển chậm hơn khi vượt quá ngưỡng 
này. Tương tự, Neysens et al. (2003) ghi nhận ảnh 
hưởng của NaCl trên chủng Lb. amylovorus DCE 
471, với tốc độ sinh trưởng riêng cực đại ở nồng độ 
0,5% NaCl và hoạt tính bacteriocin cao nhất ở 1% 
NaCl; trong khi ở nồng độ cao hơn (2 - 4%), quá 
trình lên men kéo dài, biểu hiện đặc điểm hai pha do 
stress thẩm thấu. Ngoài ra, Gobbettia et al. (1999) 
cho thấy tác động của NaCl đến hoạt tính protease 
phụ thuộc vào chủng, khi hoạt tính protease của 
chủng Lc. lactis subsp. lactis T12 giảm ở nồng độ 
muối cao ((2,5-7,5% NaCl), nhưng các hoạt tính 
phân giải peptide của chủng Lb. plantarum 2739 vẫn 
duy trì, thậm chí tăng nhẹ ở nồng độ đến 5% NaCl. 
Trái ngược, kết quả báo cáo khác cho rằng chủng 
Lb. plantarum 17.2b đạt tốc độ tăng trưởng và hoạt 
tính bacteriocin cao nhất khi môi trường lên men 
không có sự hiện diện của NaCl (Delgado et al., 
2007). Qua đó, kết quả cho thấy khả năng chịu mặn 
phụ thuộc vào đặc điểm sinh lý của từng chủng 
LAB, đặc biệt là nguồn gốc của chủng vi khuẩn 
được phân lập.  

Từ các kết quả thu được, có thể nhận thấy rằng 
chủng Lb. plantarum LAB8.1CM không chỉ cho 
thấy xu hướng sinh trưởng và hoạt tính sinh học 
tương đồng với các chủng LAB đã được công bố, 
mà còn duy trì đồng thời khả năng sinh trưởng, hoạt 
tính kháng khuẩn và hoạt tính protease ở ngưỡng 
điều kiện nuôi cấy tương đối rộng, đặc biệt trong 
khoảng nhiệt độ 35 - 40°C, pH 6,0 - 7,0 và nồng độ 
NaCl lên đến 6%. Đây là những đặc điểm có ý nghĩa 
thực tiễn, cho thấy tiềm năng ứng dụng thực tiễn của 
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chủng LAB8.1CM. Tuy nhiên, nghiên cứu chỉ dừng 
lại ở việc đánh giá tác động riêng lẻ của từng yếu tố, 
trong khi trong điều kiện sản xuất thực tế, các yếu tố 
này thường tác động đồng thời và có thể tương tác 
lẫn nhau. Hơn nữa, mối quan hệ giữa sự gia tăng 
hoạt tính kháng khuẩn liên quan đến hàm lượng các 
axit hữu cơ, các hợp chất kháng khuẩn cũng được 
tập trung ở các nghiên cứu tiếp theo.   

5. KẾT LUẬN 

Chủng lợi khuẩn Lb. plantarum LAB8.1CM đạt 
pha tăng trưởng với giá trị OD600 cao nhất trong môi 
trường pH trung tính từ 6,0 đến 7,0, nồng độ NaCl 
từ 0 đến 2% và khoảng nhiệt độ 30 - 40°C. Dưới các 
thông số nuôi cấy này, hoạt tính protease và khả 
năng kháng Vibrio parahaemolyticus của dịch lên 
men cải thiện đáng kể. Ngược lại, khi nhiệt độ vượt 

quá 40°C, pH quá thấp hoặc quá cao (3,0 hoặc 9,0), 
cũng như nồng độ NaCl trên 4% làm suy giảm đáng 
kể, thậm chí ức chế hoàn toàn sự sinh trưởng và hoạt 
động sinh học của chủng LAB8.1CM. 
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