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Tóm tắt:

Nghiên cứu này nhằm phân lập và đánh giá các chủng vi khuẩn lactic (LAB) có đặc tính probiotic từ sữa bò 
lên men tự nhiên tại Thái Nguyên. Từ năm mẫu sữa thu thập, năm chủng LAB đã được phân lập và kiểm tra 
đặc tính sinh học. Tất cả đều có khả năng sinh lactic acid trong điều kiện nuôi cấy in vitro. Trong đó, chủng 
LAB-TNSC-29 nổi bật với mức sinh lactic acid cao (2,96 mg/100 ml), khả năng tồn tại trong môi trường pH 
thấp (3,23 log CFU/ml), đồng thời thể hiện nhiều đặc tính probiotic, bao gồm khả năng ức chế vi khuẩn gây 
bệnh (Escherichia coli, Streptococcus gallinarum, Staphylococcus aureus) và khả năng đồng bám dính với E. 
coli đạt 48,35%. Phân tích trình tự gen 16S rRNA (1483 bp) cho thấy, chủng này có độ tương đồng 99,39% 
với Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T. Đồng thời, sơ đồ phả hệ cho thấy chủng LAB-TNSC-29 thuộc nhóm 
chi Lactobacillus và cùng nhánh đơn với Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T. Do đó, chủng LAB-TNSC-29 
được xác định là Lactobacillus acidophilus LAB-TNSC-29, có tiềm năng ứng dụng trong sản xuất chế phẩm 
probiotic.
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Abstract:

This study aimed to isolate and evaluate probiotic lactic acid bacteria (LAB) strains from naturally fermented 
cow’s milk in Thai Nguyen. From five collected milk samples, five LAB strains were isolated and had their 
biological characteristics evaluated. All strains were capable of producing lactic acid under in vitro culture 
conditions. Among them, strain LAB-TNSC-29 showcased outstanding performance, with high lactic acid 
production (2.96 mg/100 ml), strong survival under low-pH conditions (3.23 log CFU/ml), and notable 
probiotic properties, including inhibition of pathogenic bacteria (Escherichia coli, Streptococcus gallinarum, 
and Staphylococcus aureus) and co-aggregation with E. coli at 48.35%. Analysis of the 16S rRNA gene sequence 
(1483 bp) revealed that this strain shared 99.39% sequence similarity with Lactobacillus acidophilus CIP 
76.13T. Simultaneously, the phylogenetic tree revealed that strain LAB-TNSC-29 belongs to the genus of 
Lactobacillus and forms a monophyletic clade with Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T. Therefore, LAB-
TNSC-29 was identified as Lactobacillus acidophilus LAB-TNSC-29, holding strong potential for application 
in the production of probiotic formulations.
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1. Đặt vấn đề

Sữa là nguồn thực phẩm giàu dinh dưỡng và chứa hệ 
vi sinh vật phong phú, trong đó có nhóm vi khuẩn lactic 
(LAB) không sinh độc tố [1]. Vi khuẩn lactic đóng vai 
trò quan trọng trong quá trình lên men thực phẩm, tạo 
hương vị và bảo quản sản phẩm. LAB được sử dụng rộng 
rãi trong sản xuất thực phẩm lên men, đặc biệt là các sản 
phẩm từ sữa như sữa chua, pho mát, đồng thời còn được 
ứng dụng trong chế biến các sản phẩm thịt, bánh mì, 
rượu vang [2] và những thực phẩm cần quá trình acid 
hóa nhằm ức chế sự phát triển của vi sinh vật gây hư 
hỏng [3]. Trong quá trình lên men, LAB tạo ra lactic acid 
có khả năng ức chế vi sinh vật gây bệnh thông qua việc 
thẩm thấu qua màng tế bào, làm giảm pH nội bào hoặc 
gây rối loạn hoạt động trao đổi chất, dẫn đến sự chết của 
các tế bào nhạy cảm [4]; ngoài ra, LAB còn sinh tổng hợp 
các hợp chất kháng khuẩn như diacetyl và bacteriocin, 
góp phần tăng cường hiệu quả ức chế vi sinh vật gây 
hại [5] với tính kháng khuẩn mạnh mẽ. Nhờ khả năng 
bám dính và đồng bám dính, các chủng LAB có thể hình 
thành hàng rào sinh học trong hệ tiêu hóa, giúp ngăn cản 
sự xâm nhập của vi sinh vật gây bệnh [6]. Trong một số 
trường hợp, có thể tận dụng vi khuẩn LAB có sẵn trong 
các nguyên liệu, bằng cách tạo điều kiện cho chúng phát 
triển chiếm ưu thế để tạo ra rất nhiều loại thức ăn chua 
có hương vị thơm ngon, dễ tiêu hóa hơn và giữ được lâu 
hơn [7]. Bên cạnh vai trò trong công nghệ thực phẩm, 
LAB còn mang lại nhiều lợi ích cho sức khỏe như hỗ trợ 
phòng ngừa các bệnh đường ruột nhờ đặc tính kháng 
khuẩn, giảm nguy cơ nhiễm trùng đường tiết niệu [8], 
giảm cholesterol trong máu [9] và có tiềm năng hỗ trợ 
chống dị ứng và hỗ trợ phòng ngừa ung thư [10]. Trong 
sản xuất công nghiệp luôn cần tìm kiếm những chủng mới 
từ nhiều nguồn khác nhau, đảm bảo có hoạt tính probiotic 
mạnh để định hướng ứng dụng trong sản xuất.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu và hóa chất sử dụng

Nguồn mẫu gồm 5 mẫu sữa bò lên men tự nhiên, thu 
thập tại các hộ gia đình nuôi bò sữa trên địa bàn tỉnh 
Thái Nguyên. Các vi khuẩn kiểm định: E. coli ATCC 10798, 
S. gallinarum ATCC 49573, S. aureus ATCC 6538.

Môi trường nuôi cấy: sử dụng môi trường là MRS 
(de Man, Rogosa and Sharpes) [11] với thành phần 
tiêu chuẩn: pepton: 10 g; cao thịt: 10 g; cao nấm 
men: 5 g; glucose: 20 g; tween 80: 1 ml; CH3COONa: 
5 g; triamonium citrate: 2 g; MgSO4.7H2O: 0,2 g; 
MnSO4.4H2O: 0,05 g; CaCO3: 2 g; K2HPO4: 2 g; agar: 15 g; 
nước cất: 1.000 ml; pH: 6,2-6,4.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Phân lập vi khuẩn lactic: 1 ml mẫu được làm giàu 
trong môi trường MRS (99 ml), đồng nhất và nuôi ở 37°C 
trong 24 giờ với tốc độ lắc 200 vòng/phút. Các ống có độ 
đục được chọn và tiếp tục cấy vào đĩa thạch MRS, ủ 24-72 
giờ ở 37°C. Khuẩn lạc trắng và kem giả định là vi khuẩn 
lactic, được tinh sạch qua ba lần chuyển trên môi trường 
MRS. Xác định đặc điểm sinh học gồm nhuộm Gram, 
hình thái tế bào, phản ứng catalase và phân giải CaCO3. 
Chủng Gram dương, phân giải CaCO3, không có hoạt tính 
catalase được coi là vi khuẩn lactic và bảo quản ở -20°C 
trong môi trường MRS có bổ sung 30% glycerol [12, 13].

Định lượng lactic acid: Lấy 10 ml dịch lên men ly 
tâm ở tốc độ và thời gian là: 8.000 vòng/phút và 10 
phút, tách cặn, thêm 20 ml nước cất và nhỏ 2-3 giọt 
phenolphtalein (1% trong cồn 90o), chuẩn độ bằng 
NaOH 0,1 N, khi nào xuất hiện màu hồng nhạt bền trong 
30 giây thì dừng lại [14]. 

Độ axít được tính như sau: Độ Therner (oT)=VNaOH×10; 
% lactic acid=oT×0,009 (1 ml dung dịch NaOH tương 
đương 0,009 g lactic acid).

Đánh giá khả năng chống chịu với môi trường pH 
thấp: Các chủng được nuôi tăng sinh trong môi trường 
MRS dịch thể ở 37oC trong 48 giờ; thu lấy sinh khối bằng 
cách ly tâm khoảng 10 phút ở nhiệt độ 4oC với tốc độ 
5.000 vòng/phút. Cặn được rửa bằng 1,5 ml nước cất vô 
trùng và tạo dịch huyền phù để bơm vào ống nghiệm có 
sẵn môi trường MRS đã chỉnh pH 2,5 và pH 3,0 ủ ở 37oC. 
Sau 24 giờ, xác định mật độ tế bào bằng phương pháp đếm 
sống [15, 16].

Xác định hoạt tính kháng khuẩn: Nuôi cấy chủng tuyển 
chọn trong môi trường MRS dịch thể ở 37oC. Sau 48 giờ, 
ly tâm với tốc độ 12.000 vòng/phút và thu dịch trong. 
Nhỏ 0,5 ml dịch trong vào các khoanh giấy thấm trên đĩa 
đã cấy sẵn vi khuẩn kiểm định, nuôi ở 37oC trong 24 giờ. 
Đo đường kính vòng vô khuẩn xung quanh khoanh giấy 
thấm: D-d, mm. Trong đó D là đường kính vòng vô khuẩn 
(mm), d là đường kính khoanh giấy thấm (mm) [17].

Đánh giá khả năng đồng bám dính của vi khuẩn tuyển 
chọn: Nuôi riêng biệt chủng tuyển chọn và chủng kiểm 
định (E. coli) trong môi trường MRS dịch thể ở 37oC 
trong 48 giờ, lấy 10 ml dịch sau nuôi mỗi loại chuẩn mật 
độ tế bào về khoảng 2x108 CFU/ml, hút 4 ml mẫu ly tâm 
ở 12.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC thu sinh khối và 
tái huyền phù riêng biệt vào 2 ml dung dịch đệm sodium 
phosphate 0,1 M (pH 7). Trộn lẫn hai huyền phù với cùng 
thể tích và ủ ở 37oC trong 5 giờ. Phần dịch huyền phù 



46

Khoa học Tự nhiên /Khoa học sự sống;  Khoa học Nông nghiệp /Công nghệ sinh học trong nông nghiệp, thủy sản

68(5) 5.2026

riêng biệt còn lại lấy làm mẫu đối chứng. Sau mỗi giờ ủ, 
lấy 100 µl trộn với 3,9 ml dịch đệm tương tự và đo độ 
hấp thụ ở bước sóng 600 nm [18]. Tỷ lệ đồng bám dính 
(Ca%) được tính theo công thức:

4 
 

Đánh giá khả năng đồng bám dính của vi khuẩn tuyển chọn: Nuôi riêng biệt chủng tuyển 
chọn và chủng kiểm định (E. coli) trong môi trường MRS dịch thể ở 37oC trong 48 giờ, lấy 
10 ml dịch sau nuôi mỗi loại chuẩn mật độ tế bào về khoảng 2x108 CFU/ml, hút 4 ml mẫu ly 
tâm ở 12.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC thu sinh khối và tái huyền phù riêng biệt vào 2 
ml dung dịch đệm sodium phosphate 0,1 M (pH 7). Trộn lẫn hai huyền phù với cùng thể tích 
và ủ ở 37oC trong 5 giờ. Phần dịch huyền phù riêng biệt còn lại lấy làm mẫu đối chứng. Sau 
mỗi giờ ủ, lấy 100 µl trộn với 3,9 ml dịch đệm tương tự và đo độ hấp thụ ở bước sóng 600 
nm [18]. Tỷ lệ đồng bám dính (Ca%) được tính theo công thức: 

Ca% = (𝐴𝐴𝐴𝐴 + 𝐴𝐴𝐴𝐴)/2 − 𝐴𝐴(𝑥𝑥 + 𝑦𝑦)
(𝐴𝐴𝐴𝐴 + 𝐴𝐴𝐴𝐴)/2 𝑥𝑥100 

trong đó: Ax là OD600 của vi khuẩn tuyển chọn; Ay là OD600 của E. coli; A(x + y) là OD600 vi 
khuẩn tuyển chọn và E. coli. 

Tách chiết DNA tổng số vi khuẩn tuyển chọn: Nuôi vi khuẩn đã chọn trong môi trường 
MRS lỏng trong 36 giờ ở 37oC, nuôi lắc ở 130 vòng/phút. Thu sinh khối tế bào bằng ly tâm, 
DNA tổng số được tách chiết theo mô tả của J. Sambrook và cs (2001) [19]. Trình tự gen 16S 
rRNA của chủng tuyển chọn được khuếch đại bằng cặp mồi 27F và 1492R với thành phần và 
điều kiện phản ứng polymerase chain reaction (PCR) theo mô tả của A. Klindworth và cs 
(2013) [20]. Sản phẩm PCR được giải trình tự tại đơn vị làm dịch vụ. 

Phân loại chủng tuyển chọn: Trình tự gen 16S rRNA của chủng tuyển chọn được so sánh 
với cơ sở dữ liệu các loài chuẩn công bố trên EzBioCloud [21], với giới hạn phân loại về mức 
độ tương đồng trình tự gen 16S rRNA theo mô tả của H.P. Browne và cs (2016) [22]. Sơ đồ 
phả hệ của chủng vi khuẩn cũng được xây dựng để xác định vị trí phân loại thông qua phần 
mềm MEGA v.12 [23]. 

Xử lý số liệu: Mỗi thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần, tổng hợp số liệu trên phần mềm 
Microsoft Office 2015 và xử lý thống kê trên phần mềm JASP 0.19.3. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Phân lập vi khuẩn lactic từ nguồn sữa tự nhiên 

Từ 5 mẫu sữa tươi thu thập trên địa bàn tỉnh Thái Nguyên, 5 chủng vi khuẩn đã được 
phân lập, thông qua việc quan sát vòng phân giải CaCO3 có thể kết luận chúng có khả năng 
sinh acid hữu cơ. Đặc điểm của các chủng được trình bày ở bảng 1 và hình 1. 

Bảng 1. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc và hình thái tế bào các chủng mới phân lập. 

TT 
Nguồn 
mẫu 

Ký hiệu chủng Hình dạng khuẩn lạc Gram 
Hình dạng 

tế bào 
Catalase 

1 
Phú 
Lương 

LAB-PL-23 
Hình tròn, trắng sữa, hơi dẹt, bề 
mặt nhăn, không ria 

+ Hình cầu - 

2 Đại Từ LAB-DT-9 
Hình tròn, trắng sữa, hơi dẹt, bề 
mặt nhăn, không ria 

+ Hình cầu  - 

trong đó: Ax là OD600 của vi khuẩn tuyển chọn; Ay là 
OD600 của E. coli; A(x + y) là OD600 vi khuẩn tuyển chọn và 
E. coli.

Tách chiết DNA tổng số vi khuẩn tuyển chọn: Nuôi 
vi khuẩn đã chọn trong môi trường MRS lỏng trong 36 
giờ ở 37oC, nuôi lắc ở 130 vòng/phút. Thu sinh khối tế 
bào bằng ly tâm, DNA tổng số được tách chiết theo mô 
tả của J. Sambrook và cs (2001) [19]. Trình tự gen 16S 
rRNA của chủng tuyển chọn được khuếch đại bằng cặp 
mồi 27F và 1492R với thành phần và điều kiện phản 
ứng polymerase chain reaction (PCR) theo mô tả của 
A. Klindworth và cs (2013) [20]. Sản phẩm PCR được giải 
trình tự tại đơn vị làm dịch vụ.

Phân loại chủng tuyển chọn: Trình tự gen 16S rRNA 
của chủng tuyển chọn được so sánh với cơ sở dữ liệu các 
loài chuẩn công bố trên EzBioCloud [21], với giới hạn 
phân loại về mức độ tương đồng trình tự gen 16S rRNA 
theo mô tả của H.P. Browne và cs (2016) [22]. Sơ đồ phả 
hệ của chủng vi khuẩn cũng được xây dựng để xác định 
vị trí phân loại thông qua phần mềm MEGA v.12 [23].

Xử lý số liệu: Mỗi thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần, 
tổng hợp số liệu trên phần mềm Microsoft Office 2015 và 
xử lý thống kê trên phần mềm JASP 0.19.3.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Phân lập vi khuẩn lactic từ nguồn sữa tự nhiên

Từ 5 mẫu sữa tươi thu thập trên địa bàn tỉnh Thái 
Nguyên, 5 chủng vi khuẩn đã được phân lập, thông qua 

việc quan sát vòng phân giải CaCO3 có thể kết luận chúng 
có khả năng sinh acid hữu cơ. Đặc điểm của các chủng 
được trình bày ở bảng 1 và hình 1.
Bảng 1. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc và hình thái tế bào các chủng 
mới phân lập.

TT Nguồn mẫu Ký hiệu 
chủng Hình dạng khuẩn lạc Gram

Hình 
dạng
tế bào

Catalase

1 Phú Lương LAB-PL-23
Hình tròn, trắng sữa, 
hơi dẹt, bề mặt nhăn, 
không ria

+ Hình cầu -

2 Đại Từ LAB-DT-9
Hình tròn, trắng sữa, 
hơi dẹt, bề mặt nhăn, 
không ria

+ Hình cầu -

3 Phổ Yên LAB-PY-1
Hình tròn, trắng 
sữa, lồi, trơn bóng, 
không ria

+ Hình que -

4 Sông Công LAB-
TNSC-29

Hình tròn, trắng 
ngà, lồi, trơn bóng, 
không ria

+ Hình que -

5 Đồng Hỷ LAB-DH-3
Hình tròn, trắng 
ngà, lồi, trơn bóng, 
không ria

+ Hình que -

Kết quả bảng 1 cho thấy, việc phân lập các chủng vi 
khuẩn có khả năng sinh acid hữu cơ từ sữa lên men tự 
nhiên đạt hiệu quả cao. Trong nghiên cứu này, từ các 
mẫu sữa khác nhau đã phân lập được những chủng có 
đặc điểm khuẩn lạc khác nhau, nhưng chúng đều có dạng 
hình tròn và không tạo ria. 3/5 chủng có màu trắng sữa, 
2/5 chủng màu trắng ngà; 3/5 chủng khuẩn lạc lồi và 
trơn bóng, trong khi đó 2/5 chủng khuẩn lạc dạng dẹt và 
nhăn. Cả 5 chủng đều là vi khuẩn Gram dương, không có 
hoạt tính sinh catalase, tế bào có 2 dạng là hình cầu và 
hình que. Theo H.T.A. Phuong và cs (2024) [12], những 
chủng Gram dương, phân giải CaCO3, không có hoạt tính 
catalase có thể là vi khuẩn lactic, nên 5 chủng vi khuẩn 
mới phân lập được đều phù hợp với nhận định này và 
chúng sẽ được sử dụng để tiến hành các nghiên cứu tiếp 
theo.

LAB-PL-23 LAB-DT-9 LAB-PY-1 LAB-TNSC-29 LAB-DH-3

Hình 1. Hình thái khuẩn lạc của 5 chủng vi khuẩn LAB mới phân lập.
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3.2. Tuyển chọn chủng vi khuẩn sinh lactic mạnh 
từ nguồn đã phân lập

3.2.1. Hoạt tính sinh lactic acid của các chủng vi khuẩn 
phân lập

Chỉ tiêu được lựa chọn làm yếu tố cơ bản để tuyển chọn 
vi khuẩn trong nghiên cứu này là khả năng sinh lactic acid 
và độ chua tạo ra bởi chúng trong dịch nuôi cấy. Kết quả 
được thể hiện tại bảng 2. 
Bảng 2. Khả năng sinh lactic acid và tạo độ chua của các chủng 
mới phân lập (n=3).

Ký hiệu chủng
Chỉ tiêu đánh giá

Độ chua Therner (oT) % lactic acid 
(mg/100 ml)

LAB-PL-23 215,35b±0,377 2,72a±0,231

LAB-DT-9 204,43c±0,411 2,44ab±0,262

LAB-PY-1 165,65e±0,377 1,45c±0,278

LAB-TNSC-29 223,36a±0,053 2,96a±0,295

LAB-DH-3 181,69d±0,115 1,69bc±0,344

Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị sự khác biệt có 
ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức khảo sát ở mức ý nghĩa 5% 
(p<0,05).

Kết quả bảng 2 cho thấy, cả 5 chủng đều có khả năng 
tạo lactic acid. Trong đó, chủng LAB-PY-1 thấp nhất (1,45 
mg/100 ml), mức trung bình là chủng LAB-DH-3 (1,69 
mg/100 ml), 3 chủng còn lại (LAB-PL-23, LAB-DT-9 và 
LAB-TNSC-29) có khả năng tạo lactic acid cao tương 
đương nhau ở mức sai khác không có ý nghĩa thống kê, 
lần lượt đạt 2,72; 2,44 và 2,96 mg/100 ml. Tuy nhiên, độ 
chua mà các chủng tạo ra trong dịch lên men đều khác 
biệt và sai khác về ý nghĩa thống kê, LAB-PY-1 là chủng 
có khả năng tạo độ chua thấp nhất (165,65oT) và LAB-
TNSC-29 là chủng tạo độ chua trong dịch nuôi cấy cao 
nhất (đạt 223,36oT).

3.2.2. Ảnh hưởng của pH thấp đến khả năng sinh 
trưởng của các chủng mới phân lập

Khả năng chịu pH thấp của vi khuẩn với định hướng 
sử dụng chúng làm probiotic là chỉ tiêu quan trọng, theo 
X. Zhou và cs (2007) [24] giá trị pH trong khoảng 2-3 
được xem là ngưỡng quyết định trong quá trình sàng lọc 
các chủng vi sinh vật có tiềm năng sử dụng làm probiotic. 
Kết quả thử nghiệm với 5 chủng mới phân lập được cho 
thấy, 5/5 chủng chịu được pH 3,0 và 3/5 chủng có khả 
năng sống sót trong môi trường pH 2,5 sau 24 giờ, chi 
tiết kết quả được thể hiện tại bảng 3. 

Bảng 3. Khả năng chịu pH thấp của các chủng vi khuẩn mới phân 
lập.

Ký hiệu chủng

Chỉ tiêu đánh giá

Mật độ vi khuẩn sống 
sót ở pH 3,0 sau 24 
giờ (log CFU/ml)

Mật độ vi khuẩn sống 
sót ở pH 2,5 sau 24 giờ 
(log CFU/ml)

LAB-PL-23 6,42ab±0,159 2,91b±0,115

LAB-DT-9 6,12b±0,131 2,38c±0,171

LAB-PY-1 3,38d±0,171 -

LAB-TNSC-29 6,59a±0,185 3,23a±0,147

LAB-DH-3 4,24c±0,164 -

Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị sự khác biệt có 
ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức khảo sát ở mức ý nghĩa 5% 
(p<0,05).

Ở pH 3,0 chủng có khả năng sống sót thấp nhất 
là LAB-PY-1 (3,38 log CFU/ml), cao nhất là 2 chủng 
LAB-PL-23 và LAB-TNSC-29 (6,42 và 6,59 log CFU/ml) ở 
mức không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 
Ở pH 2,5 chỉ có các chủng LAB-PL-23, LAB-DT-9 và 
LAB-TNSC-29 sống sót sau 24 giờ. Trong đó mật độ tế 
bào lớn nhất là chủng LAB-TNSC-29 (3,23 log CFU/ml) 
và thấp nhất là chủng LAB-DT-9 (2,38 log CFU/ml). Kết 
quả này cho thấy, cả 5 chủng phân lập được đều có thời 
gian sống sót cao hơn so với công bố của P. Shokryazdan 
và cs (2014) [10] khi phân lập được 9 chủng vi khuẩn 
thuộc chi Lactobacillus từ sữa mẹ, phân trẻ sơ sinh và 
thực phẩm lên men, tất cả đều có khả năng chịu pH 3,0 
trong 3 giờ. Bên cạnh đó, nghiên cứu của N.P. Hien và cs 
(2014) [25] cho thấy, 6/7 chủng vi khuẩn Lactobacillus 
được phân lập từ sữa dê và chế phẩm sinh học cũng 
có khả năng chống chịu với môi trường pH 3,0 trong 3 
giờ. Công bố của H.N.T. Tam và cs (2019) [15] cho thấy 
7 chủng vi khuẩn LAB phân lập từ cây môn ngọt có khả 
năng sống sót trong môi trường pH 2,5 trong vòng 24 
giờ. Như vậy, từ kết quả thử nghiệm hai chỉ tiêu quan 
trọng đối với chủng tiềm năng làm probiotic là pH thấp 
và khả năng sinh lactic acid như đã được trình bày ở 
trên, chủng LAB-TNSC-29 được tuyển chọn để thực hiện 
các nghiên cứu tiếp theo.

3.3. Khả năng ức chế vi khuẩn gây bệnh của chủng 
tuyển chọn

LAB có khả năng hạn chế sự phát triển của nhiều vi 
sinh vật khác, bao gồm cả các vi khuẩn gây bệnh, thông 
qua việc sản sinh các hợp chất có hoạt tính kháng khuẩn 
như acid hữu cơ, diacetyl và bacteriocin [5]. Các chất bảo 
quản nguồn gốc tự nhiên và có hoạt tính kháng khuẩn 
sinh học đang rất được quan tâm để thay thế phương 
pháp bảo quản bằng chất hóa học nhằm bảo vệ sức khỏe 
con người [26]. Kết quả khảo sát khả năng kháng các 
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vi khuẩn kiểm định (E. coli ATCC 10798, S. gallinarum 
ATCC 49573, S. aureus ATCC 6538) của dịch nuôi chủng 
LAB-TNSC-29 được thể hiện ở bảng 4 và hình 2.
Bảng 4. Khả năng kháng khuẩn của dịch nuôi cấy chủng LAB-
TNSC-29 (n=3).

Chủng vi khuẩn kiểm định Hoạt tính kháng khuẩn (D-d, cm)

E. coli 2,52a±0,08

S. gallinarum 1,63b±0,12

S. aureus 2,47a±0,07

Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị sự 
khác biệt có ý nghĩa thống kê của các nghiệm thức khảo 
sát ở mức độ tin cậy 95%.

Kết quả trình bày tại bảng 4 và hình 2 cho thấy, LAB-
TNSC-29 có khả năng ức chế cả ba chủng vi khuẩn kiểm 
định, trong đó vòng kháng S. gallinarum thấp nhất (1,63 
cm), vòng kháng E. coli và S. aureus tương đương nhau ở 
mức sai khác không có ý nghĩa thống kê. Vòng kháng vi 
khuẩn kiểm định của chủng LAB-TNSC-29 trong nghiên 
cứu này cao gấp 1,7 đến 2,0 lần so với chủng LAB1 và 
LAB2 được công bố bởi V.N. Chi và cs (2021) [26]. 
Riêng với khả năng kháng E. coli, chủng LAB-TNSC-29 thể 
hiện vòng ức chế cao hơn 4,0-10,0 lần so với các chủng 
Lactobacillus được phân lập bởi H.N.T. Tam và cs (2019) 
[15], tương đương với chủng ND5 được N.T.M. Hang và cs 
(2013) [17] tuyển chọn từ 7 chủng vi khuẩn sinh lactic acid. 

3.4. Khả năng đồng bám dính của vi khuẩn tuyển chọn

Khả năng đồng bám dính có ý nghĩa quan trọng 
trong việc loại bỏ vi sinh vật gây bệnh khỏi đường tiêu 

hóa [27]. Thông qua cơ chế bám dính, các chủng LAB 
có thể hình thành một hàng rào sinh học, từ đó hạn chế 
sự xâm nhập và phát triển của vi sinh vật gây bệnh [6]. 
Việc bám dính trực tiếp với các vi sinh vật gây bệnh còn 
giúp các chủng LAB tạo ra các hợp chất kháng khuẩn 
ở khoảng cách gần, góp phần ức chế sự sinh trưởng 
của các tác nhân gây bệnh trong hệ tiêu hóa [28]. Kết 
quả đánh giá khả năng đồng bám dính giữa chủng LAB-
TNSC-29 được tuyển chọn và chủng vi khuẩn kiểm định 
E. coli được trình bày trong hình 3.

Hình 3. Khả năng đồng bám dính của LAB-TNSC-29 với E. coli 
(Mean±SD, n=3).

Kết quả tại hình 3 cho thấy, khả năng đồng bám dính 
của chủng LAB-TNSC-29 với E. coli đạt giá trị cao nhất sau 
4-5 giờ nuôi cấy (47,65-48,35%). Kết quả này cao gấp 1,5 
lần so với công bố của Y. Tuo và cs (2013) [29] khi nghiên 
cứu khả năng đồng bám dính của 22 chủng Lactobacillus 
với E. coli O157, dao động từ 21,36 đến 32,16%. 

Kháng E. coli Kháng Salmonella Kháng Staphylococcus

Hình 2. Hoạt tính ức chế vi khuẩn kiểm định của chủng LAB-TNSC-29.
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3.5. Nhận diện vi khuẩn tuyển chọn bằng sinh học 
phân tử

Thông qua so sánh với dữ liệu EzBioCloud, trình tự 
gen 16S rRNA của LAB-TNSC-29 có kích thước 1483 bp 
bộc lộ sự tương đồng 99,39% (trong đó có 9 nucleotide 
sai khác) với Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T 
(CBLQ010000054), 99,26% (11 nucleotide sai khác) với 
Lactobacillus kitasatonis JCM 1039T (BALU01000027), 
98,92% (16 nucleotide sai khác) với Lactobacillus 
amylovorus DSM 20531T (AZCM01000082), và 

95,04-98,52% với các loài chuẩn khác thuộc chi 
Lactobacillus (bảng 5). Sự tương đồng cao nhất của chủng 
LAB-TNSC-29 với Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T là 
99,39%, giá trị này cao hơn 98,7% (ngưỡng chặn) về loài 
đã được công bố bởi H.P. Browne và cs (2016) [22]. 

Vị trí phân loại của chủng LAB-TNSC-29 với các 
loài gần nhất cũng được xác định thông qua sơ đồ 
tiến hóa (hình 4), cho thấy chủng LAB-TNSC-29 cùng 
nhánh với loài Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T 
(CBLQ010000054) với độ tin cậy về giá trị tần số xuất 
hiện (bootstrap) 93%. Đồng thời, chủng LAB-TNSC-29 
sắp xếp thuộc chi Lactobacillus, khác biệt hoàn toàn 
với loài chủng đối chứng (ngoài chi Lactobacillus) - 
Acetilactobacillus jinshanensis JCM 33270T (KT783533). 
Từ dữ liệu so sánh, phân tích trình tự gen 16S rRNA 
(bảng 5) và sơ đồ tiến hóa (hình 4), chủng LAB-TNSC-29 
được xác định là thành viên của chi Lactobacillus, với tên 
gọi là Lactobacillus acidophilus LAB-TNSC-29.

4. Kết luận

Từ 5 mẫu sữa bò lên men tự nhiên, 5 chủng LAB đã 
được phân lập, trong đó chủng LAB-TNSC-29 thể hiện 
khả năng sinh lactic acid cao (2,96 mg/100 ml), sống 
sót tốt trong điều kiện pH thấp (pH 2,5). Bên cạnh đó, 
chủng LAB-TNSC-29 còn thể hiện khả năng kháng khuẩn 
mạnh, bám dính tương đối cao trong điều kiện khảo 
sát. Dựa trên phân tích trình tự gen 16S rRNA, chủng 
LAB-TNSC-29 có mức độ tương đồng 99,39% so với 
Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T (CBLQ010000054). 

Bảng 5. Kết quả so sánh trình tự gen 16S rRNA của chủng LAB-TNSC-29 với các loài gần nhất của chi Lactobacillus.

Loài gần nhất Tổng 
điểm

Sự tương đồng 
(%)

Số nucleotide sai 
khác

Độ che phủ 
(%)

Nguồn tham 
khảo

Lactobacillus acidophilus CIP 76.13T (CBLQ010000054) 2689 99,39 9/1483 100,0 [30]

Lactobacillus kitasatonis JCM 1039T (BALU01000027) 2671 99,26 11/1482 100,0 [31]

Lactobacillus amylovorus DSM 20531T (AZCM01000082) 2651 98,92 16/1483 100,0 [32]

Lactobacillus crispatus DSM 20584T (AZCW01000112) 2617 98,52 22/1483 100,0 [33]

Lactobacillus gallinarum JCM 2011T (BALB01000057) 2593 98,38 24/1481 100,0 [34]

Lactobacillus helveticus DSM 20075T (ACLM01000202) 2595 98,25 26/1483 100,0 [35]

Lactobacillus ultunensis DSM 16047T (ACGU01000081) 2567 97,91 31/1483 100,0 [36]

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum DSM 10550T (AZEM01000027) 2518 97,30 40/1483 100,0 [37]

Lactobacillus hamsteri JCM 6256T (BALY01000063) 2488 96,96 45/1481 100,0 [38]

Lactobacillus amylolyticus DSM 11664T (ADNY01000006) 2495 96,70 49/1483 100,0 [39]

Lactobacillus intestinalis DSM 6629T (AZGN01000031) 2466 96,49 52/1483 100,0 [40]

Lactobacillus xujianguonis HT111-2T (ML136926) 2440 96,02 59/1483 100,0 [41]

Lactobacillus kalixensis DSM 16043T (AZFM01000074) 2412 95,62 65/1483 100,0 [36]

Lactobacillus pasteurii CRBIP 24.76T (CAKD01000001) 2351 95,21 71/1482 100,0 [42]

Lactobacillus gigeriorum CRBIP 24.85T (CAKC01000053) 2326 95,04 71/1432 98,6 [43]

10 
 

 
Hình 4. Cây phân loại của chủng LAB-TNSC-29. 

Vị trí phân loại của chủng LAB-TNSC-29 với các loài gần nhất cũng được xác định thông 
qua sơ đồ tiến hóa (hình 4), cho thấy chủng LAB-TNSC-29 cùng nhánh với loài Lactobacillus 
acidophilus CIP 76.13T (CBLQ010000054) với độ tin cậy về giá trị tần số xuất hiện 
(bootstrap) 93%. Đồng thời, chủng LAB-TNSC-29 sắp xếp thuộc chi Lactobacillus, khác biệt 
hoàn toàn với loài chủng đối chứng (ngoài chi Lactobacillus) - Acetilactobacillus 
jinshanensis JCM 33270T (KT783533). Từ dữ liệu so sánh, phân tích trình tự gen 16S rRNA 
(bảng 5) và sơ đồ tiến hóa (hình 4), chủng LAB-TNSC-29 được xác định là thành viên của 
chi Lactobacillus, với tên gọi là Lactobacillus acidophilus LAB-TNSC-29. 

4. Kết luận 

Từ 5 mẫu sữa bò lên men tự nhiên, 5 chủng LAB đã được phân lập, trong đó chủng LAB-
TNSC-29 thể hiện khả năng sinh lactic acid cao (2,96 mg/100 ml), sống sót tốt trong điều 
kiện pH thấp (pH 2,5). Bên cạnh đó, chủng LAB-TNSC-29 còn thể hiện khả năng kháng 
khuẩn mạnh, bám dính tốt so với những công bố trước đó. Dựa trên phân tích trình tự gen 
16S rRNA, chủng LAB-TNSC-29 có mức độ tương đồng 99,39% so với Lactobacillus 
acidophilus CIP 76.13T (CBLQ010000054). Do đó, chủng LAB-TNSC-29 được định danh 
với danh pháp khoa học là Lactobacillus acidophilus LAB-TNSC-29. Những kết quả bước 
đầu đạt được trong nghiên cứu này cho thấy, Lactobacillus acidophilus LAB-TNSC-29 là 
ứng viên tiềm năng cho phát triển các sản phẩm probiotic trong tương lai. 
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