
 

Thông tin khoa học công nghệ 

Tạp chí Khoa học và Công nghệ nhiệt đới, Số 21, 12-2020 114

ĐÁNH GIÁ MỘT SỐ YẾU TỐ ẢNH HƯỞNG ĐẾN QUÁ TRÌNH 
TẠO PROBIOTICS TỪ Bacillus clausii DẠNG BÀO TỬ  

VŨ HOÀNG GIANG (1), ĐÀO NGUYÊN MẠNH (1), NGUYỄN THỊ THU THỦY (1) 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Probiotics là các vi sinh vật có lợi, sống trong ống tiêu hóa của người, thường 

là các vi khuẩn, các probiotic không chỉ giúp hỗ trợ tốt cho tiêu hóa và hấp thụ thức 
ăn, phòng chống loạn khuẩn đường ruột mà còn tốt cho hệ thống miễn dịch của cơ 
thể và thậm chí nó còn giúp làm giảm hay ngăn ngừa ung thư đường ruột [1, 2]. Một 
số lợi khuẩn được ứng dụng làm probiotics hiện nay như Bifidobacterium, 
Lactobacillus hay khuẩn Bacillus [3].  

Ở Việt Nam, một trong các chế phẩm probiotic được ứng dụng nhiều có nguồn 
gốc từ vi khuẩn Bacillus clausii (B. clausii), nhất là từ dạng bào tử của vi khuẩn này 
đang được quan tâm nhiều do chúng có thể vượt qua môi trường axít của dịch dạ dày 
để đến được ruột với tỷ lệ sống cao, ngoài ra chúng có thể chống lại các vi khuẩn có 
hại khi đi vào cơ thể. B. clausii có khả năng hình thành bào tử, dễ sử dụng, chống 
chịu tốt với các điều kiện bất lợi, có khả năng sản xuất số lượng lớn protein, 
enzyme, hợp chất kháng khuẩn, vitamin và carotenoid trong chuỗi thức ăn. Bên cạnh 
đó, B. clausii rất ổn định trong quá trình sản xuất tạo sản phẩm, ngoài ra chúng cũng 
có tiềm năng trong trị liệu sinh học với khả năng tương tác với môi trường bên trong 
của vật chủ bằng cách sản xuất nhiều loại peptide ức chế các nhóm gây hại [4]. Tuy 
nhiên trên thực tế, việc sản xuất probiotic dạng bào tử của B. clausii gặp nhiều khó 
khăn do việc nghiên cứu điều kiện nuôi cấy B. clausii còn ít được quan tâm như cần 
phải điều chỉnh các giá trị nhiệt độ, độ pH, độ thông khí ở giai đoạn nào trong quá 
trình lên men để thu được lượng bào tử tốt nhất. Nội dung bài báo trình bày quy 
trình sản xuất probiotic B. clausii dạng bào tử với một số điều chỉnh các điều kiện 
như nhiệt độ lên men, pH môi trường, độ thông khí, thời gian lên men và nhiệt độ 
gây sốc nhiệt trong điều kiện phòng thí nghiệm để thu được lượng bào tử cao nhất.  

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu  
Chủng B. clausii do công ty TNHH Công nghệ Vi sinh Việt Đức Thịnh cung 

cấp. Thông tin chủng giống: Nhu cầu oxi: hiếu khí; chủng giống đạt an toàn sinh học 
cấp I. 

Môi trường nhân giống và hoạt hóa MPA (g/l): pepton 10; cao thịt 5; NaCl 5; 
agar 18; nước cất 1000ml. Môi trường lên men (g/l): pepton 10; cao thịt 5; NaCl 5; 
glucose 10; nước cất 1000ml. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Hoạt hóa giống B. clausii  
Chủng B. clausii từ ống thạch nghiêng được hoạt hóa trong môi trường lỏng 

sau quá trình khử trùng ở 121°C trong vòng 15 phút, để nguội đến nhiệt độ 30C, 
nuôi lắc ở 30°C, 150 vòng/phút trong thời gian 24 giờ, được sử dụng làm giống để 
bổ sung vào môi trường lên men [5]. 
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2.2.2. Nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình lên men tạo sinh khối 

Môi trường lên men được khử trùng ở 121°C trong 15 phút. Để nguội, cấy 
giống đã được chuẩn bị theo phương pháp ở mục 2.2.1 với tỷ lệ bổ sung là 5% để 
nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình tạo sinh khối: Ảnh hưởng của thời 
gian được xác định ở các thời điểm 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 và 64 giờ; ảnh hưởng 
của tốc độ lắc đến quá trình tạo sinh khối ở ba tốc độ 100, 150 và 200 vòng/phút; 
ảnh hưởng của pH dịch lên men ban đầu đến quá trình tạo sinh khối ở các pH là 6, 7, 
8, 9, 10, 11. Các mẫu thu được ly tâm tốc độ 8000 vòng/phút trong 15 phút, loại bỏ 
dịch thu sinh khối. Sinh khối được rửa lại ba lần bằng nước muối sinh lý 0,9%, sau 
mỗi lần rửa lại ly tâm tốc độ 8000 vòng/phút trong 15 phút, sinh khối ướt sẽ được 
xác định khối lượng bằng phương pháp cân [6]. Các thí nghiệm đều được lặp lại 3 
lần trong một lần thí nghiệm và sau 3 lần lên men. 

2.2.3. Phương pháp thử kiểm tra độ sạch, độ an toàn của chế phẩm probiotic 

ISO 4832:2006, ISO16649-2:2001, ISO 7937:2004, ISO 6888-1:1999, AOAC 
2015.01. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Ảnh hưởng của thời gian đến quá trình tạo sinh khối của chủng B. 
clausii 

Thời gian là một trong các yếu tố ảnh hưởng lớn đến quá trình tạo sinh khối, 
nếu thu hồi sớm lượng sinh khối chưa đạt đến trạng thái cân bằng, tế bào ở trạng thái 
non ảnh hưởng đến sự tạo thành bào tử. Kết quả đánh giá ảnh hưởng của thời gian 
đến quá trình tạo sinh khối của chủng B. clausii được trình bày trong hình 1. 

 

Hình 1. Ảnh hưởng của thời gian đến quá trình lên men tạo sinh khối của B. clausii 

Kết quả ở hình 1 cho thấy, lượng sinh khối thu được tăng dần theo thời gian, 
giai đoạn sinh khối tăng trưởng mạnh nhất là trong khoảng từ giờ thứ 12 đến giờ thứ 
24 sau khi tiếp giống, đây là pha log của tế bào vi khuẩn. Tiếp đến sinh khối có xu 
hướng tăng chậm lại đây là giai đoạn cân bằng và ổn định kéo dài từ thời gian 24 giờ 
đến 48 giờ. Tại thời điểm 48 giờ sinh khối ướt thu được là cao nhất đạt 0,62g/100ml 
dịch lên men, sau đó lượng sinh khối có xu hướng giảm do số lượng tế bào sinh ra ít 
hơn lượng tế bào chết đi, các tế bào chết đi xảy ra hiện tượng tự thủy phân, do đó 
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lượng sinh khối giảm. Như vậy ở thời điểm 48 giờ, thích hợp nhất cho thu hồi tế bào 
và cho lượng sinh khối lớn nhất. Kết quả này cũng tương đồng với nghiên cứu của 
Zhi-Min Zhao và cộng sự (2019), thời gian lên men để đạt được số lượng tế bào cao 
nhất đối với chủng B. subtilis là 48 giờ [7]. 

3.2. Ảnh hưởng của tốc độ lắc đến quá trình tạo sinh khối của chủng B. 
clausii 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của tốc độ lắc đến quá trình lên men tạo sinh khối  
của chủng B. clausii 

Kết quả ở hình 2 cho thấy, với tốc độ lắc tăng thì lượng sinh khối và lượng tạo 
bào tử của B. clausii cũng tăng, lượng sinh khối dạng bào tử đạt giá trị cao nhất nhất 
trong thí nghiệm này là ở tốc độ lắc 200 vòng/phút (khối lượng sinh khối ướt đạt 1,7 
g/100ml dịch lên men). Đã tiến nghiên cứu ở các điều kiện lắc cao hơn 250, 300 
vòng/phút nhưng lượng sinh khối thu được không cao hơn so với lắc ở 200 
vòng/phút (số liệu không công bố). Jiafu Huang và cộng sự nghiên cứu về điều kiện 
tối ưu để nuôi cấy chủng B. megaterium cho biết, thời gian tối ưu để thu chủng là 
sau 24 giờ, pH tối ưu là 7,4 tốc độ lắc là 200 vòng/phút [8]. 

3.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình tạo sinh khối của chủng B. clausii 

 

Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình lên men tạo sinh khối của B. clausii 
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Kết quả thể hiện ở hình 3 cho thấy khối lượng sinh khối của B. clausii thu 
được sau khi lên men tốc độ lắc 200 vòng/phút, nhiệt độ 30C cho khối lượng sinh 
khối thu được 2,02g sinh khối ướt/100 ml dịch lên men. Kết quả này cao hơn khi lên 
men ở nhiệt độ 25oC (1,48g) và nhiệt độ 37oC (1,68g). Như vậy có thể chọn nhiệt độ 
30C để sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi phù 
hợp với nghiên cứu của L. Korsten và cộng sự (1996), nhiệt độ tối ưu để nuôi cấy 
chủng B. subtilis B246 trong khoảng 30-37oC [9]. 

3.4. Ảnh hưởng của pH môi trường tới quá trình lên men thu sinh khối B. 
clausii 

 
Hình 4. Ảnh hưởng của pH môi trường tới quá trình lên men của chủng B. clausii 

Kết quả thể hiện trên hình 4, yếu tố pH môi trường lên men ban đầu đã có ảnh 
hưởng mạnh đến quá trình sinh trưởng và phát triển của chủng với pH phát triển từ 
5,0-9,0, thích hợp nhất tại pH môi trường ban đầu là 8,0 với lượng sinh khối thu 
được sau quá trình lên men đạt 2,34 g sinh khối ướt/100ml dịch lên men. Như vậy 
giá trị pH 8,0 được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. Kết quả nghiên cứu này 
cũng tương đồng với nghiên của của Ha-Young và cộng sự với pH tối ưu là 8 để 
nuôi cấy B. pumilus JB-1 cho lên men đậu nành [10].  

3.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến lượng bào tử B. clausii sau quá trình xử 
lý nhiệt 

 

Hình 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ xử lý đến sự hình thành bào tử B. clausii  
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Kết quả ở hình 5 cho thấy, khi sốc nhiệt ở 65-80C trong 20 phút, lượng bào tử 
thu được tăng dần và đạt giá trị cao nhất là 1,63g ở nhiệt độ 80C. Khi nâng nhiệt độ 
gây sốc lên 85-90C thì lượng sinh khối giảm. Như vậy, nhiệt độ gây sốc nhiệt để 
thu lượng bào tử B. clausii lớn nhất là 80C. Nghiên cứu của Jae-Hyung Mah và 
cộng sự (2015), nhiệt độ gây sốc tối ưu đối với chủng B. coagulans từ 60-80°C và 
thời gian 10-30 phút [11]. 

3.6. Sản xuất chế phẩm probiotic quy mô phòng thí nghiệm 

Chúng tôi tiến hành sản xuất chế phẩm probiotic từ B. clausii trên thiết bị lên 
men 5 lít theo các điều kiện thu được về thời gian lên men, tốc độ lắc, nhiệt độ, pH 
và nhiệt độ gây sốc nhiệt như đã nghiên cứu ở trên. Kết quả lên men trên bình 5 lít 
sau 3 lần đã thu được lượng sinh khối trung bình đạt 2,30 g/100ml dịch lên men, khi 
so sánh với khi lên men trong điều kiện chưa thích hợp đạt 1,48 g/100 ml dịch lên 
men, khối lượng sinh khối đã tăng 1,55 lần. Bào tử thu được tiến hành phối chế với 
với nồng độ bào tử đạt 1x109 CFU/ml có trạng thái cảm quan: Dạng hỗn dịch lỏng, 
sánh, đồng nhất, màu trắng đục, không lắng cặn, có mùi đặc trưng, không vị. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi tương đồng với một số nghiên cứu đã công 
bố trước đây trên chủng Bacillus spp. Số lượng bào tử thu được trong nghiên cứu 
của Cayuela và cộng sự (1993) là 1,0x109 CFU/ml và của Chen (2010) là 1,56x1010 

CFU/ml đối với B. subtilis; còn nghiên cứu của Tseng và cộng sự (2008) là 3,82x109 

CFU/ml đối với chủng B. amyloliquefaciens B128 [12, 13, 14]. 

3.7. Kết quả kiểm nghiệm độ an toàn của chế phẩm 

Kết quả phân tích các chỉ tiêu hóa lý và vi sinh vật được thể hiện ở bảng 1.  

Bảng 1. Các chỉ tiêu hoá lý và vi sinh vật của chế phẩm probiotic 

STT Chỉ tiêu  Đơn vị Phương pháp thử Kết quả 

1 Coliforms CFU/ml ISO 4832:2006 Không có 

2 Nấm tổng số CFU/ml ISO16649-2:2001 Không có 

3 Cl.perfrigens CFU/ml ISO 7937:2004 Không có 

4 Staphylococci CFU/ml ISO 6888-1:1999 Không có 

5 Samonella spp. CFU/ml ISO 6579-1:2017 Không phát hiện 

6 Hàm lượng Pb  mg/kg  AOAC 2015.01 Không phát hiện 

7 Hàm lượng Cd mg/kg  AOAC 2015.01 Không phát hiện 

8 Hàm lượng As mg/kg  AOAC 2015.01 Không phát hiện 

9 Hàm lượng Hg mg/kg  AOAC 2015.01 Không phát hiện 

Kết quả trong bảng 1 cho thấy, các chỉ tiêu về giới hạn các kim loại nặng và vi 
sinh vật đều đạt tiêu chuẩn về an toàn thực phẩm theo quy định của Bộ Y tế [15]. 
Chế phẩm đạt tiêu chuẩn an toàn thực phẩm. 
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4. KẾT LUẬN 

- Đã đánh giá được ảnh hưởng của các điều kiện lên men đến quá trình sản 
xuất chế phẩm probiotics B. clausii bào tử trong phòng thí nghiệm, với các điều kiện 
khảo sát phù hợp: thời gian lên men 48 giờ, nhiệt độ lên men 30C; pH môi trường 
ban đầu 8, tốc độ lắc 200 vòng/phút, nhiệt độ gây sốc nhiệt 80C. 

- Đã phối chế thành công chế phẩm probiotic dạng bào tử với lượng bào tử B. 
clausii 1x109 CFU/ml. Các chỉ tiêu kiểm nghiệm sản phẩm đều nằm trong giới hạn 
cho phép theo quy định của Bộ Y tế.  
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