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Tóm tắt:

Nghiên cứu này nhằm mục đích phân lập và sàng lọc chủng vi khuẩn Lactobacillus từ các sản phẩm lên men để ứng 
dụng trong quy trình sản xuất sữa chua đậu xanh. Kết quả từ 10 nguồn phân lập đã thu được 19 khuẩn lạc vi khuẩn 
lactic trên môi trường nuôi cấy vi khuẩn chuyên biệt (MRS), trong đó 7 chủng được sơ tuyển dựa trên các tiêu chí: 
gram dương, catalase âm tính, có khả năng phân hủy CaCO3, không có khả năng di động, hình thái tế bào dạng que 
hoặc cầu và khả năng tạo axit lactic mạnh (15,60-17,67 g/l). Sau khi đánh giá hoạt tính probiotic, hai chủng DC1 
và KC2 đã được lựa chọn nhờ khả năng tạo enzyme protease, amylase và ức chế vi khuẩn gây bệnh. Điều kiện phát 
triển tối ưu cho hai chủng này là môi trường MRS với pH 6,5, nhiệt độ 37°C, thời gian nuôi cấy 24 giờ và tốc độ lắc 
200 vòng/phút. Ngoài ra, chủng KC2 sử dụng nguồn carbon thay thế là saccarose, trong khi DC1 giữ nguyên nguồn 
carbon và nitơ ban đầu. Kết quả thử nghiệm bước đầu chỉ ra rằng, chủng KC2 có tiềm năng lớn trong việc lên men 
sữa chua đậu xanh, đáp ứng tốt cho sản xuất thực tiễn.
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Abstract:

This study aims to isolate and screen Lactobacillus strains from fermented products for application in the production 
of mung bean yoghurt. The results from 10 isolation sources yielded 19 lactic acid bacterial colonies on De 
Man, Rogosa and Sharpe (MRS) medium, of which seven strains were pre-selected based on criteria such as gram-
positive, catalase-negative, ability to degrade CaCO₃, non-motile, rod- or coccus-shaped cell morphology, and strong 
lactic acid production (15.60-17.67 g/l). After evaluating their probiotic activity, two strains, DC1 and KC2, were 
selected due to their ability to produce protease and amylase enzymes and inhibit pathogenic bacteria. The optimal 
growth conditions for these strains were MRS medium with a pH of 6.5, a temperature of 37°C, an incubation time 
of 24 hours, and a shaking speed of 200 rpm. Additionally, strain KC2 utilised sucrose as an alternative carbon 
source, whereas DC1 maintained the original carbon and nitrogen sources. Preliminary testing results indicated that 
strain KC2 has great potential for fermenting mung bean yoghurt, making it a promising candidate for practical 
production.
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1. Đặt vấn đề 

Sữa chua là một sản phẩm lên men phổ biến, nổi tiếng với 
nhiều lợi ích sức khỏe, bao gồm khả năng hỗ trợ giảm huyết 
áp [1], hỗ trợ điều trị đái tháo đường và chống ung thư [2]. 
Trong quy trình sản xuất sữa chua truyền thống, hai chủng 
vi khuẩn lactic Lactobacillus bulgaricus và Streptococcus 
thermophilus được sử dụng phổ biến trong công nghiệp để 
tạo ra các sản phẩm sữa chua truyền thống [3].

Tuy nhiên, hiện nay theo xu hướng các sản phẩm sữa 
chua không chỉ dừng lại ở những dòng truyền thống mà còn 
mở rộng sang các sản phẩm chức năng, đặc biệt là sữa chua 
bổ sung probiotic. Probiotic là các vi sinh vật sống và khi 
được sử dụng với liều lượng hợp lý, chúng có thể mang lại 
nhiều lợi ích cho sức khỏe người tiêu dùng [4]. Việc bổ sung 
này không chỉ nâng cao chất lượng và giá trị dinh dưỡng 
của sản phẩm mà còn góp phần cải thiện hệ tiêu hóa và tăng 
cường hệ miễn dịch.

Mặc dù việc sử dụng các chủng vi khuẩn khởi động 
truyền thống trong quá trình lên men sữa chua có thể đảm 
bảo tính ổn định của sản phẩm nhưng lại hạn chế về mặt 
cảm quan [5]. Điều này tạo ra nhu cầu khám phá và ứng 
dụng các loài vi khuẩn mới, đặc biệt là Lactobacillus, nhằm 
phát triển các sản phẩm sữa chua với hương vị phong phú 
và giá trị chức năng cao hơn. 

Nghiên cứu về phân lập các chủng Lactobacillus từ 
nguồn lên men truyền thống tại Việt Nam và trên thế giới đã 
ghi nhận nhiều tiềm năng ứng dụng trong sản xuất sữa chua.​ 
Các chủng Lactobacillus được phân lập chủ yếu từ các sản 
phẩm lên men như sữa chua, thực phẩm lên men từ rau củ 
và thịt truyền thống [6]. Tại Việt Nam, nghiên cứu đã chỉ ra 
rằng, các chủng Lactobacillus được phân lập từ các loại sữa 
chua truyền thống có khả năng acid hóa tốt và kháng khuẩn, 
góp phần nâng cao chất lượng sản phẩm cuối cùng [7]. Trên 
thế giới, Lactobacillus cũng đã được chứng minh là có khả 
năng chịu đựng các điều kiện khó khăn trong quá trình lên 
men. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng, ứng dụng các chủng 
này không chỉ cải thiện hương vị mà còn gia tăng giá trị 
dinh dưỡng cho sản phẩm. D.D. Pan và cs (2014) [8] đã 
chứng minh rằng, Lactobacillus pentosus giúp tạo ra hương 
vị đặc biệt cho sữa chua thông qua khả năng tạo ra nhiều hợp 
chất hữu cơ dễ bay hơi trong quá trình lên men. Các nghiên 
cứu đã cho thấy, Lactobacillus fermentum được phân lập 
từ thực phẩm lên men như dưa cải và kim chi, có khả năng 
sản xuất gamma aminobutyric acid (GABA) cao, từ đó tăng 
cường giá trị dinh dưỡng cho sản phẩm [9]. Việc tối ưu hóa 

quy trình lên men bằng các chủng Lactobacillus phù hợp 
từ nguồn lên men truyền thống có thể mang lại những sản 
phẩm sữa chua chất lượng cao hơn, giàu probiotic và có lợi 
cho sức khỏe.

Đậu xanh là một nguồn thực phẩm giàu dinh dưỡng với 
hàm lượng protein và chất xơ cao, cùng với các loại vitamin 
và khoáng chất phong phú, có thể trở thành nguồn nguyên 
liệu tiềm năng cho quá trình lên men lactic. Đặc biệt, việc sử 
dụng đậu xanh để lên men lactic không chỉ giúp gia tăng giá 
trị dinh dưỡng mà còn mở ra triển vọng cho các sản phẩm từ 
thực vật thay thế sữa chua từ sữa động vật. Tiềm năng thành 
công của việc lên men lactic từ đậu xanh là rất lớn, đặc biệt 
trong bối cảnh người tiêu dùng ngày càng quan tâm đến các 
sản phẩm từ thực vật và lợi ích sức khỏe của chúng [10].

Vì vậy, để sản xuất sữa chua từ đậu xanh, việc phân lập 
và sàng lọc thêm các chủng Lactobacillus có khả năng lên 
men hiệu quả là rất quan trọng. Những chủng vi khuẩn này 
không chỉ giúp nâng cao hương vị mà còn mang lại nhiều 
lợi ích sức khỏe cho người sử dụng.

Ngoài ra, gần đây Lactobacillus đã được phân loại lại 
thành nhiều chi mới, nhằm phân loại một cách chính xác 
hơn dựa trên sự khác biệt về đặc điểm di truyền và sinh lý 
học. Việc phân loại lại này mở rộng khả năng nghiên cứu 
và ứng dụng của từng chi cụ thể trong công nghệ thực phẩm 
và sức khỏe. Những chi mới này có thể đem đến các đặc 
tính lên men khác biệt, tạo cơ hội mới cho việc phát triển 
các sản phẩm sữa chua từ đậu xanh và các nguyên liệu thực 
vật khác.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu và môi trường nuôi cấy

Sung muối, dưa muối, đậu tương, đậu xanh lên men, đậu 
xanh + đường lên men, đậu xanh + muối lên men, sữa chua, 
sữa chua uống probi, sữa chua uống yakult và kim chi thu 
mua tại các chợ, siêu thị trên địa bàn TP Hà Nội được sử 
dụng là nguồn phân lập vi sinh vật.

Chủng vi khuẩn kiểm định bao gồm Salmonella sp., 
Escherichia coli và Staphylococcus cung cấp bởi Khoa Tài 
nguyên và Môi trường, Học viện Nông nghiệp Việt Nam.

Sữa là sữa bò tươi nguyên chất 100% của Công ty Cổ 
phần Sữa Ba Vì.

Hạt đậu xanh PMT được sản xuất bởi Công ty TNHH 
Thương mại Dịch vụ Phú Minh Tâm.
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Đường: Đường kính trắng, có dạng tinh thể màu trắng 
tinh khiết, sản xuất tại Công ty Cổ phần Đường Quảng 
Ngãi, nhãn hiệu Select.

Chủng vi khuẩn lactic thương mại Lactobacillus YC35 
của Công ty Daniso, Pháp.

Môi trường MRS để nuôi cấy và phân lập vi khuẩn với 
thành phần (g/l): glucose (20 g), peptone (10 g), cao thịt 
(10 g), cao nấm men (5 g), CaCO3 (5 g), tween 80 (1 g), 
diamoniumcitrat (2 g), MgSO4.7H2O (0,58 g), MnSO4.4H2O 
(0,28 g), K2HPO4 (2 g), thạch (15 g), nước cất [11].

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Phân lập các chủng vi khuẩn Lactobacillus từ thực 
phẩm lên men: Mẫu dịch lên men (ml) được pha loãng với 
nước cất vô trùng theo tỷ lệ 10:90 và sau đó thực hiện pha 
loãng tuần tự. Từ dung dịch đã được pha loãng, lấy 0,1 ml 
và nhỏ đều lên đĩa thạch có chứa môi trường MRS, sau đó 
trang đều bề mặt cho đến khi khô. Mẫu được ủ ở 37°C trong 
24 đến 48 giờ. Quá trình cấy truyền được thực hiện nhiều 
lần để đảm bảo thu được các khuẩn lạc đồng nhất trên mỗi 
đĩa petri [12].

Xác định các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa: Tế 
bào vi khuẩn được nhận diện bằng kính hiển vi với vật kính 
100X. Các đặc điểm sinh lý, sinh hóa của vi khuẩn được xác 
định bằng phương pháp nhuộm gram, xác định khả năng 
phân giải CaCO3, thử nghiệm catalase và xác định khả năng 
di động.

Tuyển chọn chủng vi khuẩn Lactobacillus: Khả năng 
sinh axit lactic: Tiến hành nuôi cấy các chủng vi khuẩn 
phân lập được trong môi trường MRS lỏng. Sau đó, sử dụng 
phương pháp chuẩn độ Therner xác định hàm lượng axit tạo 
ra. Từ đó, xác định ra các chủng sinh axit cao nhất.

Khả năng tạo enzyme ngoại bào được xác định bằng 
phương pháp đục lỗ thạch [12]. Các chủng vi khuẩn lactic 
được hoạt hóa trong môi trường MRS lỏng và nuôi trong 48 
giờ ở nhiệt độ 37°C. Sau đó, dịch nuôi được ly tâm ở tốc 
độ 6.000 vòng/phút trong 30 phút ở nhiệt độ 4°C để thu lấy 
dịch nổi. Đục lỗ có đường kính 5 mm trên đĩa thạch môi 
trường. Mỗi lỗ thạch được nhỏ 0,1 ml dịch nổi và để ở 4°C 
trong 2 giờ để dịch thấm vào thạch. Tiếp theo, đĩa thạch 
được ủ ở 37°C trong 48 giờ để cơ chất quanh lỗ thạch bị 
phân giải. Hoạt tính enzyme được đánh giá bằng cách đo 
đường kính vùng phân giải cơ chất quanh lỗ thạch, theo 
công thức D-d, trong đó D là đường kính vùng phân giải và 
d là đường kính lỗ thạch (5 mm).

Khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh được thực hiện thông 
qua phương pháp khuếch tán thạch của M.A. Herreros và cs 
(2005) [13]. Các chủng nghiên cứu được nuôi trong môi 
trường MRS lỏng ở 30°C trong khoảng 18-20 giờ. Vi khuẩn 
kiểm định được nuôi trong môi trường LB lỏng ở 30°C. 
Mật độ vi khuẩn gây bệnh được điều chỉnh đến 108 CFU/
ml (McFarland 0,5) và 30 µl dịch vi khuẩn được trải đều lên 
toàn bộ bề mặt đĩa thạch. Lỗ thạch được khoan và dịch ly 
tâm đã chỉnh pH được nhỏ vào các lỗ này, sau đó giữ ở 4°C 
trong 4 giờ để dịch khuếch tán. Đĩa thạch sau đó được ủ ở 
30°C trong 24 giờ. Khả năng kháng khuẩn được xác định 
dựa trên vòng ức chế quanh lỗ thạch, hoạt tính kháng khuẩn 
của các chủng vi sinh vật được tính theo công thức ∆D = 
D-d, trong đó D là đường kính vòng kháng khuẩn và d là 
đường kính lỗ thạch.

Xác định điều kiện nuôi cấy chủng vi khuẩn Lactobacillus 
thích hợp: Chủng Lactobacillus đã sàng lọc sẽ được nuôi 
cấy tĩnh trong môi trường MRS lỏng đến khi mật độ đạt 108 
CFU/ml. Các yếu tố về nguồn dinh dưỡng, pH, nhiệt độ, 
thời gian, tốc độ lắc và tỷ lệ tiếp giống sẽ được khảo sát tại 
các khoảng cụ thể như sau:

- Nguồn dinh dưỡng: Hàm lượng các thành phần trong 
môi trường nuôi cấy MRS đã được trình bày ở phần 2.1. 
Trong thí nghiệm này, các nguồn cung cấp nitơ và carbon 
khác sẽ được khảo sát để tìm nguồn dinh dưỡng phù hợp 
nhất. Hàm lượng nitơ và carbon lần lượt là 10 và 20 g (tương 
đương môi trường MRS chuẩn).

+ Nguồn nitơ: peptone, CNM, cao thịt, tryptone.

+ Nguồn carbon: glucose, saccharose, lactose, fructose.

- pH: 4, 5, 6, 7 và 8.

- Nhiệt độ: 25, 30, 35, 40, 45°C.

- Thời gian: Sau 8 giờ nuôi cấy lấy mẫu xác định mật độ 
quang để lập đường cong sinh trưởng từ đó xác định thời 
gian nuôi cấy thích hợp.

- Tốc độ lắc: 150, 200, 250 vòng/phút.

- Tỷ lệ tiếp giống: 3, 5, 7, 10, 12%.

Chỉ tiêu theo dõi của các thí nghiệm: mật độ vi khuẩn, 
khả năng sinh axit lactic.

Thử nghiệm sản xuất sữa chua đậu xanh từ chủng 
Lactobacillus: Sữa tươi được thanh trùng ở 90°C trong 10 
phút để loại bỏ các vi sinh vật gây hại. Sau đó, sữa được làm 
nguội xuống 43°C để bắt đầu quá trình lên men. Đồng thời, 
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đậu xanh được hấp chín, nghiền nhuyễn và bổ sung vào sữa 
với tỷ lệ 10% (w/v), tương ứng 100 g đậu xanh cho mỗi 1 
lít sữa. Quá trình nghiền nhuyễn giúp đậu xanh dễ dàng hoà 
quyện vào sữa, tạo độ sánh mịn và cung cấp thêm chất dinh 
dưỡng như protein và chất xơ. Sau khi hỗn hợp sữa và đậu 
xanh được chuẩn bị, chủng vi khuẩn Lactobacillus đã phân 
lập được bổ sung vào hỗn hợp. Quá trình lên men diễn ra ở 
nhiệt độ 43°C trong 6 giờ. Trong thời gian này, vi khuẩn sẽ 
chuyển đổi đường thành axit lactic, làm đông đặc hỗn hợp 
và tạo độ chua cho sữa chua. Khi quá trình lên men hoàn tất, 
sữa chua đậu xanh được làm nguội và bảo quản ở nhiệt độ 
4-6°C để duy trì chất lượng và ngăn chặn sự phát triển của 
vi sinh vật không mong muốn (hình 1). Sản phẩm cuối cùng 
mong muốn có cấu trúc đặc, mịn và có hương vị hài hòa giữa 
vị chua nhẹ và vị bùi của đậu xanh. Chất lượng cảm quan và 
hóa lý của sữa được đánh giá để lựa chọn công thức phù hợp.
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Hình 1. Quy trình dự kiến sản xuất sữa chua đậu xanh.  
Phương pháp phân tích: Hàm lượng protein xác định theo TCVN 8099-1:2015 - Sữa 

và sản phẩm sữa - xác định hàm lượng nitơ - phần 1: nguyên tắc kjeldahl và tính protein thô; 
hàm lượng chất khô hòa tan tổng số được xác định theo TCVN 7771:2007; hàm lượng axit 
hữu cơ tổng số được xác định theo TCVN 5483-1991. 

Phương pháp đánh giá cảm quan: Mẫu sản phẩm sữa chua đậu xanh sẽ được đánh giá 

Chủng Lactobacillus 

Hoạt hoá, nhân giống  
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Hình 1. Quy trình dự kiến sản xuất sữa chua đậu xanh. 

Phương pháp phân tích: Hàm lượng protein xác định 
theo TCVN 8099-1:2015 - Sữa và sản phẩm sữa - xác định 
hàm lượng nitơ - phần 1: nguyên tắc Kjeldahl và tính protein 
thô; hàm lượng chất khô hòa tan tổng số được xác định theo 
TCVN 7771:2007; hàm lượng axit hữu cơ tổng số được xác 
định theo TCVN 5483:1991.

Phương pháp đánh giá cảm quan: Mẫu sản phẩm sữa 
chua đậu xanh sẽ được đánh giá cảm quan theo thang điểm 9 
Hedonic. Số lượng thành viên đánh giá là 12 người ở các độ 
tuổi và giới tính khác nhau, đã được đào tạo về phương pháp 
đánh giá cảm quan thực phẩm. Các mẫu sữa chua được mã 
hóa trước khi đưa cho các thành viên. Thang điểm 1-9 được 
mô tả như sau: điểm 1: cực kỳ không thích; điểm 2: rất không 
thích; điểm 3: không thích; điểm 4: tương đối không thích; 
điểm 5: không thích cũng không ghét; điểm 6: tương đối 
thích; điểm 7: thích; điểm 8: rất thích; điểm 9: cực kỳ thích. 

Phương pháp xử lý số liệu: Kết quả là số liệu trung bình 
3 lần phân tích lặp lại và độ lệch chuẩn. Sự khác biệt của 
giá trị trung bình giữa các công thức được đánh giá nhờ 
ANOVA, so sánh Tukey (p≤0,05). 

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Phân lập chủng vi khuẩn Lactobacillus

Từ các mẫu thực phẩm lên men đã phân lập được 19 
khuẩn lạc vi khuẩn nghi ngờ là chủng Lactobacillus, kết quả 
xác định một số đặc điểm sinh lý và khả năng sinh axit lactic 
của các chủng được thể hiện trong bảng 1.   
Bảng 1. Kết quả phân lập và xác định đặc điểm sinh lý của các 
chủng vi khuẩn.

TT Mẫu Ký hiệu 
chủng Hình thái tế bào Gram

Khả năng  
phân giải 
CaCO3

Catalase
Khả 
năng di 
động

Hàm 
lượng 
axit (g/l)

1 Cà pháo 
muối

CP1 Hình cầu, xếp 
chuỗi + + - - -

2 CP2 Hình cầu, đơn lẻ + + - - -

3

Dưa chua

DC1 Que ngắn, kết đôi + + - - 17,67

4 DC2 Que ngắn, đơn lẻ + + - - 6,70

5 DC3 Que dài, đơn lẻ + + - - 6,02

6
Đậu tương

DT1 Que ngắn, đơn lẻ, 
xếp chuỗi + + - - 12,94

7 DT2 Cầu, đơn + + - - -

8 Đậu xanh 
lên men

DX1 Que ngắn, đơn lẻ + + - - 16,92

9 DX2 Que ngắn, kết đôi + + - - 9,16

10 Đậu 
xanh+đường 
lên men

DD1 Que ngắn, đơn lẻ, 
xếp chuỗi + + - - 18,50

11 DD2 Que dài, xếp 
chuỗi + + + - 9,01

12 Đậu 
xanh+muối 
lên men

DM1 Cầu, đơn + + - - -

13 DM2 Que dài, kết đôi + + - - 10,21

14 Sữa chua SC Cầu, xếp chuỗi + + - - -

15 Sữa chua 
uống Probi PB Que ngắn, kết đôi + + - - 15,60

16 Sữa chua 
uống Yakult YK Que ngắn, đơn + + - - 16,92

17

Kim chi

KC1 Que dài, đơn + + - - 12,18

18 KC2 Que ngắn, xếp 
chuỗi + + - - 16,80

19 KC3 Que dài, kết đôi + + - - 15,66

Ghi chú: (+) có khả năng; (-) không có khả năng.

Kết quả nghiên cứu cho thấy, có 14 chủng vi khuẩn 
phân lập được có hình thái tế bào dạng que và hầu hết đều 
không có khả năng di động. Đây là những đặc điểm sinh 
học quan trọng để định hướng sàng lọc các chủng thuộc 
chi Lactobacillus. Đáng chú ý, tất cả 14 chủng này đều có 
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khả năng sinh axit lactic, với nồng độ dao động từ 6,02 đến 
18,50 g/l. Trong số đó, chủng DC3 có khả năng sinh axit 
thấp nhất (6,02 g/l), trong khi chủng DD1 có khả năng sinh 
axit lactic cao nhất 18,50 g/l. Những kết quả này tương đồng 
với nghiên cứu trước đây về hàm lượng axit lactic do các 
chủng Lactobacillus sinh ra [14].

Tiếp theo, đặc điểm probiotic bao gồm: khả năng sinh 
enzyme ngoại bào và khả năng kháng các vi sinh vật gây 
bệnh của 7 chủng có khả năng sinh axit lactic cao nhất sẽ 
được xác định để lựa chọn ra những chủng phù hợp nhất sử 
dụng cho lên men sữa chua đậu xanh. Kết quả được trình 
bày trong các phần tiếp theo.

3.2. Xác định hoạt tính probiotic của các chủng tuyển 
chọn

Khả năng sinh enzyme ngoại bào: Sữa chua đậu xanh 
chứa nhiều thành phần dinh dưỡng như tinh bột, protein 
từ các loại hạt, vậy để vi khuẩn sinh trưởng và lên men 
tốt trong môi trường sữa hạt đòi hỏi vi khuẩn cần có khả 
năng sinh một số enzyme ngoại bào như protease (phân giải 
protein) và amylase (phân giải tinh bột). Kết quả xác định 
khả năng sinh enzyme ngoại bào của 7 chủng vi sinh vật 
phân lập được thể hiện trong bảng 2.
Bảng 2. Khả năng sinh enzyme ngoại bào của các chủng 
Lactobacillus.

STT Ký hiệu chủng
Hoạt tính enzyme (D-d, mm)

Phân giải protein Phân giải tinh bột

1 DC1 5,28 -

2 DX1 3,17 2,97

3 DD1 3,62 4,20

4 KC2 8,23 5,40

5 KC3 2,20 -

6 YK 5,33 -

7 PB 4,12 -

Ghi chú: D: Đường kính phân giải; d: Đường kính lỗ thạch; (-): Không 
thể hiện hoạt tính.

Kết quả từ bảng 2 cho thấy, cả 7 chủng Lactobacillus 
phân lập được đều thể hiện khả năng sinh enzyme protease 
với đường kính phân giải từ 2,20 đến 8,23 mm và có 3 chủng 
sinh enzyme amylase là DX1, DD1, KC2 với đường kính 
vòng phân giải dao động từ 2,97 đến 5,40 mm. Trong đó, 
chủng KC2 có hoạt tính hai loại enzyme mạnh. Kết quả về 
khả năng phân giải protein tương tự với nghiên cứu khả năng 
sinh enzyme ngoại bào của N.T.T. Huynh và cs (2019) [15].

Khả năng kháng vi sinh vật gây bệnh: Khả năng kháng 
các vi sinh vật gây bệnh của các chủng vi khuẩn phân lập 
được trình bày trong bảng 3.

Bảng 3. Khả năng kháng vi sinh vật gây bệnh của các chủng 
Lactobacillus.

STT Chủng
Đường kính vòng vô khuẩn (mm)

E. coli Salmonella Staphylococcus

1 DC1 7,50 8,33 14,75

2 DX1 3,10 6,17 -

3 DD1 3,63 5,73 13,67

4 KC2 6,27 6,63 17,17

5 KC3 4,17 5,17 -

6 YK 3,17 7,17 8,83

7 PB 4,70 3,67 11,50

Ghi chú: (-): Không thể hiện hoạt tính.

Kết quả ở bảng 3 cho thấy, cả 7 chủng vi khuẩn phân lập 
đều tạo vòng vô khuẩn khi tương tác với E. coli, với đường 
kính vô khuẩn từ 3,10-7,50 mm. Hai chủng DC1 và KC2 có 
khả năng kháng E. coli mạnh nhất, đạt đường kính vô khuẩn 
lần lượt là 7,50 và 6,27 mm, trong khi chủng DX1 có khả 
năng kháng yếu nhất (3,10 mm). Theo quy ước của A.B. 
Galindo (2004) [16], cả 7 chủng đều kháng E. coli, trong 
đó 5 chủng (DX1, DD1, KC3, YK, PB) có mức kháng yếu 
(đường kính vô khuẩn 1-5 mm), còn 2 chủng (DC1, KC2) 
kháng ở mức trung bình (đường kính vô khuẩn 6-20 mm).

Đối với Staphylococcus, 5/7 chủng có khả năng đối 
kháng, với đường kính vô khuẩn 8,83-17,17 mm. Chủng 
KC2 thể hiện khả năng kháng tốt nhất với đường kính 
vô khuẩn 17,17 mm. Kết quả này tương đồng với nghiên 
cứu về khả năng kháng Staphylococcus của các chủng 
Lactobacillus trong sữa chua truyền thống Ma-rốc (đường 
kính vô khuẩn ≥6 mm) [17].

Ngoài ra, tất cả các chủng vi khuẩn phân lập đều kháng 
Salmonella, với đường kính vô khuẩn 3,67-8,33 mm và 
chủng DC1 có đường kính vô khuẩn lớn nhất là 8,33 mm. 
Các nghiên cứu trước đây cũng đã ghi nhận nhiều loài 
Lactobacillus có khả năng tạo ra protein diệt khuẩn mạnh 
như nghiên cứu của Q.K. Hoang và cs (2011) [18] về hoạt 
tính kháng khuẩn của các chủng Lactobacillus.

Như vậy, trong số 19 chủng vi khuẩn phân lập được từ 
10 nguồn lên men khác nhau, chúng tôi chọn được 2 chủng 
vi khuẩn thuộc chi Lactobacillus là DC1 và KC2 có khả 
năng sinh axit lactic cao và đặc tính probiotic phù hợp sử 
dụng để lên men sữa chua đậu xanh. Kết quả xác định điều 
kiện nuôi cấy thích hợp để nhân giống 2 chủng này được 
trình bày trong các phần kế tiếp.

3.3. Xác định điều kiện nuôi cấy thích hợp

Thành phần môi trường: Ảnh hưởng của thành phần môi 
trường đến khả năng sinh trưởng và khả năng sinh axit trong 
môi trường nuôi cấy của hai chủng được thể hiện trong bảng 4.
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Bảng 4. Ảnh hưởng của thành phần môi trường nuôi cấy đến khả 
năng lên men và mật độ tế bào của hai chủng DC1 và KC2.

Chủng Yếu tố Mật độ vi khuẩn 
(108 CFU/ml)

Hàm lượng 
axit (g/l)

DC1

Đối chứng MRS (glucose 
hoặc peptone) 7,17 17,30

Nguồn C

Saccarose 5,97 15,94

Lactose 2,83 14,68

Fructose 1,89 13,51

Nguồn N

CNM 5,565 15,67

Cao thịt 7,315 16,62

Tryptone 3,38 13,60

KC2

Đối chứng MRS (glucose 
hoặc peptone) 10,15 16,62

Nguồn C

Saccarose 10,7 15,04

Lactose 5,655 15,45

Fructose 1,71 10,31

Nguồn N

CNM 5,95 15,99

Cao thịt 4,355 15,58

Tryptone 2,695 14,91

Các nguồn carbon khác nhau đã được sử dụng để nuôi 
cấy hai chủng DC1 và KC2, bao gồm glucose (MRS chuẩn), 
saccarose, lactose và fructose. Trong đó, MRS chuẩn là 
nguồn carbon tốt nhất, với hàm lượng axit tạo thành ở DC1 
và KC2 lần lượt là 17,30 và 16,62 g/l, mật độ vi khuẩn đạt 
7,17×108 và 10,15×108 CFU/ml.

Tuy nhiên, ở chủng KC2, môi trường saccarose thay 
thế tạo ra mật độ vi khuẩn cao hơn so với MRS chuẩn, đạt 
10,7×108 CFU/ml, trong khi hàm lượng axit lactic giảm 
không đáng kể so với MRS chuẩn.

Hầu hết các môi trường nuôi vi khuẩn lactic thường 
được bổ sung nguồn nitơ, yếu tố quan trọng cho việc sản 
xuất sinh khối. Khi thay thế các nguồn nitơ hữu cơ trong 
MRS bằng cao nấm men, cao thịt và tryptone, mật độ tế bào 
và hàm lượng axit của cả hai chủng DC1 và KC2 giảm dần 
theo thứ tự: peptone > cao nấm men > cao thịt > tryptone.

Như vậy, sau quá trình khảo sát, chúng tôi đã chọn môi 
trường MRS chuẩn cho DC1 và môi trường MRS thay thế 
saccarose cho KC2 để áp dụng cho các thí nghiệm tiếp theo.

pH: pH đóng vai trò quan trọng đối với sinh khối và sản 
phẩm bacteriocin của vi khuẩn lactic vì quá trình tổng hợp, 
hấp phụ và phân hủy protein đều phụ thuộc vào pH. Kết quả 
khảo sát ảnh hưởng của pH đến sinh trưởng của hai chủng 
DC1 và KC2 được thể hiện trên hình 2.

Hình 2. Ảnh hưởng của pH đến khả năng lên men và mật độ tế bào 
của hai chủng DC1 và KC2.

Chủng DC1 sinh trưởng tốt trong khoảng pH 5-8, với 
mật độ vi khuẩn tăng từ pH 5-7 và giảm từ pH 7-8, đạt 
cao nhất ở pH 6-7. Tại pH 7, mật độ tế bào đạt 6,985×108 
CFU/ml và hàm lượng axit 17,39 g/l, cho thấy khả năng 
chịu pH thấp tốt. Chủng KC2 cũng đạt mật độ vi khuẩn 
và hàm lượng axit cao nhất ở pH 6-7, với mật độ tế bào 
7,3×108 CFU/ml và hàm lượng axit 16,57 g/l ở pH 6. Do 
đó, pH 6,5 được chọn để nuôi cấy cả hai chủng. Kết quả này 
tương đồng với nghiên cứu của G. Enan và cs (2006) [19] về 
L. plantarum ở pH 6,5 là điều kiện tối ưu cho sinh khối và 
hợp chất kháng khuẩn.

Nhiệt độ: Tiến hành nuôi cấy hai chủng DC1 và KC2 
trong môi trường MRS tại các nhiệt độ 25, 30, 35, 40 và 
45°C. Khả năng sinh trưởng của hai chủng ở các nhiệt độ 
khác nhau thể hiện trong hình 3.

Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng lên men và mật độ 
tế bào của hai chủng DC1 và KC2.

Mật độ vi khuẩn và hàm lượng axit tăng khi nhiệt độ đạt đến 
40°C, với giá trị cao nhất quan sát được trong khoảng 35-40°C. 
Quá 40°C nhiệt độ ảnh hưởng xấu đến sinh trưởng vì hầu hết vi 
khuẩn lactic ưa trung bình, phát triển tối ưu ở 35-40°C và các 
hoạt động trao đổi chất, bao gồm sản xuất bacteriocin, cũng 
diễn ra trong khoảng nhiệt độ này. Nhiệt độ 37°C được chọn để 
nuôi cấy cả hai chủng trong các nghiên cứu tiếp theo.

Thời gian: Để thu được hàm lượng sinh khối tối đa, cần 
xác định được thời gian lên men hiệu quả. Đường cong 
sinh trưởng của hai chủng DC1 và KC2 được thể hiện trong 
hình 4.
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Hình 4. Ảnh hưởng của thời gian đến khả năng sinh trưởng của 
hai chủng DC1 và KC2.

Dựa trên kết quả hình 4, thời gian nuôi cấy tối ưu là 
24-32 giờ. Với DC1, mật độ tế bào cao nhất đạt 
OD600=1,34 nm sau 24 giờ, kèm theo hàm lượng axit cao 
nhất. Mặc dù KC2 có OD cao hơn sau 32 giờ so với 24 giờ, 
sự chênh lệch này không đáng kể. Do đó, để rút ngắn thời 
gian lên men, cả hai chủng sẽ được nuôi cấy trong 24 giờ.

Tốc độ lắc: Tốc độ lắc có tác dụng đảo trộn môi trường 
và phân tán đều dinh dưỡng, làm tăng khả năng hấp thụ dinh 
dưỡng của tế bào (hình 5). Hình 5 cho thấy ảnh hưởng của 
tốc độ lắc đến sinh trưởng của hai chủng DC1 và KC2.

Hình 5. Ảnh hưởng của tốc độ lắc đến khả năng lên men và mật độ 
tế bào của hai chủng DC1 và KC2.

Kết quả cho thấy, mật độ vi khuẩn và hàm lượng axit 
trong môi trường nuôi cấy tăng dần khi tăng tốc độ lắc. 
Trong trường hợp nuôi cấy tĩnh, vi khuẩn vẫn phát triển 
nhưng phát triển kém hơn so với nuôi lắc. Tốc độ lắc thích 
hợp cho cả hai chủng DC1 và KC2 là 200 vòng/phút.

Tỷ lệ tiếp giống ảnh hưởng rất nhiều đến thời gian nuôi 
cấy và hiệu quả kinh tế. Một tỷ lệ tiếp giống thích hợp sẽ rút 
ngắn được thời gian nuôi cấy, tạo được lượng sinh khối lớn. 
Ảnh hưởng này được thể hiện trong hình 6.

Hình 6. Ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống đến khả năng lên men và 
mật độ tế bào của hai chủng DC1 và KC2.

Tỷ lệ tiếp giống và hàm lượng axit có mối quan hệ tỷ 
lệ thuận. Đối với chủng DC1, khi tỷ lệ tiếp giống vượt quá 
10%, mật độ vi khuẩn giảm, có khả năng do tác động ức 
chế sinh trưởng từ nồng độ giống quá cao. Do đó, tỷ lệ tiếp 
giống 10% được xác định là tối ưu cho DC1. Đối với chủng 
KC2, mật độ vi khuẩn và hàm lượng axit tiếp tục tăng theo 
tỷ lệ tiếp giống nhưng sự khác biệt giữa tỷ lệ 10 và 12% là 
không đáng kể. Để đạt hiệu quả kinh tế và tối ưu sử dụng 
giống, tỷ lệ tiếp giống 10% được lựa chọn cho KC2.

3.4. Ứng dụng lên men sữa chua đậu xanh

Sữa chua đậu xanh được sản xuất theo quy trình như 
hình 1 ở trên. Sau khi chuẩn bị xong bố trí 3 công thức thí 
nghiệm bao gồm: ĐC (đối chứng): Sử dụng chủng vi khuẩn 
thương mại; CT1 (công thức 1): Sử dụng chủng DC1 và 
CT2 (công thức 2): Sử dụng chủng KC2. Kết quả được thể 
hiện ở bảng 5.
Bảng 5. Chất lượng cảm quan của sữa chua đậu xanh.

Mẫu Màu sắc Mùi Vị Trạng thái

ĐC 5,15c 4,98c 5,16c 5,98c

CT1 4,23d 4,25d 4,04d 4,73d

CT2 5,81a 5,29 a 5,64a 6,95a

Các số liệu theo cột có chữ cái khác nhau là khác biệt có ý nghĩa thống 
kê (p≤0,05); ĐC: Sử dụng chủng thương mại; CT1: Sử dụng chủng 
Lactobacillus DC1; CT2: Lactobacillus KC2.

Công thức ĐC sử dụng giống thương mại YC35 với tỷ 
lệ bổ sung 0,02%, cho ra sản phẩm sữa chua có chất lượng 
cảm quan tốt, mang hương vị đặc trưng hài hòa của sữa 
chua kết hợp với đậu xanh. Công thức CT1, sử dụng chủng 
Lactobacillus DC1, mặc dù tạo ra axit lactic, nhưng không 
đạt được hương vị và cấu trúc mong muốn. Ngược lại, CT2 
sử dụng chủng Lactobacillus KC2 đã cho ra sản phẩm sữa 
chua ổn định nhất trong các công thức, với hương vị dễ chịu 
và trạng thái đông mịn hấp dẫn. Sản phẩm sữa chua CT2 
được phân tích đánh giá thêm một số chỉ tiêu hóa lý cơ bản 
để so sánh với công thức ĐC. Kết quả thể hiện trong bảng 6.



31

Khoa học Tự nhiên /Khoa học sự sống; Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ /Công nghệ sinh học công nghiệp; Kỹ thuật thực phẩm và đồ uống

67(5) 5.2025

Bảng 6. Một số chỉ tiêu hóa lý của sữa chua công thức 2 và đối 
chứng.

Chỉ tiêu CT2 ĐC

Hàm lượng protein (%) 3,5±0,1 3,2±0,1

TSS (°Bx) 12,0±0,2 12,5±0,2

Hàm lượng axit tổng số (%) 1,1±0,05 1,0±0,05

Kết quả phân tích hóa lý cho thấy, sữa chua CT2 có một 
số ưu điểm nổi bật so với sữa chua ĐC, phù hợp với kết quả 
đánh giá cảm quan. Chất khô hòa tan tổng số (TSS) của CT2 
thấp hơn một chút (12,0±0,2 °Brix so với 12,5±0,2 °Brix), 
cho thấy sản phẩm có độ ngọt dịu và hương vị hài hòa, phù 
hợp với đánh giá cảm quan về hương vị. Hàm lượng axit 
hữu cơ tổng số cao hơn (1,1±0,05% so với 1,0±0,05%) tạo 
độ chua cân đối, tạo cảm giác tươi mát, được đánh giá tích 
cực hơn trong cảm quan. Các chỉ tiêu này góp phần khẳng 
định sự phù hợp của chủng Lactobacillus mới trong sản 
xuất sữa chua đậu xanh chất lượng cao.

4. Kết luận

 Từ 10 nguồn phân lập, đã thu được 19 khuẩn lạc vi 
khuẩn lactic, trong đó 7 chủng có khả năng sinh axit cao 
nhất (15,60-17,67 g/l) được tuyển chọn. Đáng chú ý, hai 
chủng Lactobacillus DC1 và KC2 thể hiện hoạt tính enzyme 
protease, amylase, cùng khả năng kháng vi sinh vật gây 
bệnh vượt trội. Điều kiện nuôi cấy tối ưu cho hai chủng 
này bao gồm: môi trường MRS chuẩn với pH 6,5, nhiệt độ 
37°C, thời gian 24 giờ, tốc độ lắc 200 vòng/phút, nguồn 
nitơ và carbon giữ nguyên đối với DC1, trong khi nguồn 
carbon của KC2 được thay thế bằng saccarose. Thử nghiệm 
lên men sữa chua đậu xanh cho thấy, sản phẩm từ chủng 
KC2 đạt chất lượng cảm quan và hóa lý tốt, thể hiện tiềm 
năng ứng dụng trong sản xuất quy mô lớn.
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