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                                                           TÓM TẮT 

Đề tài được thực hiện tại trường Đại học Trà Vinh với mục đích tìm ra được một số 

thành phần dinh dưỡng phù hợp cho sự phát triển của vi khuẩn lactic có khả năng ứng 

dụng vào việc nuôi tăng sinh khối vi khuẩn phục vụ cho ngành nuôi trồng thủy sản, 

chính vì vậy đề tài “ xác định các thành phần dinh dưỡng khác nhau lên sự phát triển 

của vi khuẩn Lactobacillus gavaee trong việc phòng hoại tử gan tụy cấp trên tôm biển” 

được tiến hành trong thời gian từ tháng 8/2016 đến tháng 7/2017. Nghiên cứu gồm các 

nội dung như sau: thử nghiệm khả năng phát triển của vi khuẩn Lactobacillus garvieae 

trên các môi trường (1) mật rĩ đường, (2) cơm rượu, (3) nước mía, (4) bột mì, (5) cà rốt 

+ khoai tây + rĩ đường, (6) nước dừa khô, và (7) nghiệm thức đối chứng (MRS bổ sung 

1,5% NaCl). Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại  trong ống 

nghiệm có nắp chứa 10 mL môi trường thí nghiệm bổ sung 1,5% NaCl, ủ 48h và đếm 

số lượng vi khuẩn bằng cách tán đều trên đĩa thạch MRS agar có bổ sung 1,5% NaCl 

và so màu quang phổ. Kết quả thí nghiệm đã chỉ ra rằng ở nghiệm thức đối chứng và 

nghiệm thức cà rốt +  khoai tây + rĩ đường mật số vi khuẩn lactic là cao nhất và không 

khác biệt có ý nghĩa thống kê thể hiện lần lượt là (1,15x 109 ± 4x 107 CFU/mL và 9,7x 

108± 3,6x 107CFU/mL), mật số vi khuẩn lactic thấp nhất là ở nghiệm thức cơm rượu 

60% (4,2x 107 ± 1,5x 107 ) các nghiệm thức còn lại cho kết quả từ ( 5,3x 107 ± 5,2x 107 

đến 5x 108 ± 1,4x 107 CFU/mL). Tóm lại nghiệm thức cà rốt+ khoai tây+ rĩ đường cho 

kết quả tốt nhất, có thể ứng dụng các thành phần này vào việc nuôi vi khuẩn 

Lactobacillus garvieae  nhằm tiết kiệm được chi phí cho người sử dụng đồng thời có 

thể tận dụng được nguồn nguyên liệu sẵn có tại địa phương. 
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Hình 1: Mật số vi khuẩn Lactobacillus 
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DANH MỤC BẢNG BIỂU 

Tên bảng Số trang 

Bảng 1: Biến động của mật số vi khuẩn 

Lactobacillus garvieae ở các môi trường nuôi khác 
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PHẦN MỞ ĐẦU 

1. Tính cấp thiết của đề tài 

Việc nuôi tôm sú, tôm thẻ đem lại nguồn lợi nhuận lớn, góp phần vào việc phát triển 

nền kinh tế nước nhà. Tuy nhiên, trong những năm gần đây, việc nuôi tôm của người 

dân gặp nhiều khó khăn do phát sinh nhiều dịch bệnh ảnh hưởng đến khả năng sinh 

trưởng và phát triển của tôm. Một trong những dịch bệnh nghiêm trọng và gây thiệt hại 

nặng nề nhất đó là bệnh hoại tử gan tụy cấp tính. Bệnh hoại tử gan tụy cấp tính xuất 

hiện sớm nhất ở Trung Quốc năm 2009 sau đó đến Việt Nam 2010 tiếp đến là Thái 

Lan và Malaysia gây thiệt hại rất lớn cho người nuôi tôm. Theo thống kê của 

Zorriehzahra and Banaederakhshan (2015) bệnh hoại tử gan tụy cấp tính gây thiệt hại 

trên 1 tỷ USD hàng năm. Bệnh gây chết trên đối tượng tôm thẻ và tôm sú ở 10-45 ngày 

sau khi thả giống. Tỷ lệ gây chết có thể lên đến 100% đối với những ao nhiễm nặng. 

Nguyên nhân gây bệnh là do vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus mang thể thực khuẩn 

(Trần Hữu Lộc., 2013). 

Trên thực tế, có nhiều biện pháp được đề xuất để ngăn chặn sự lây lan của dịch bệnh 

như dùng hóa chất diệt khuẩn, sử dụng kháng sinh. Tuy nhiên, các biện pháp này có 

thể không có hiệu quả cao do chúng phát sinh nhiều vi khuẩn gây bệnh kháng lại với 

kháng sinh cũng như sự tồn lưu thuốc, hóa chất và kháng sinh trong cơ thể thịt tôm 

làm rào cản cho việc xuất nhập khẩu sang thị trường thế giới. Vì thế sử dụng biện pháp 

sinh học có thể được xem là biện pháp tối ưu do vừa có thể ngăn chặn được dịch bệnh, 

vừa không làm ảnh hưởng đến chất lượng sản phẩm và thân thiện với môi trường. 

Hiện nay, người nuôi bắt đầu sử dụng chế phẩm sinh học có nguồn gốc từ vi khuẩn 

lactic để bổ sung vào thức ăn trong nuôi tôm. Tuy nhiên, người nuôi hoàn toàn phụ 

thuộc vào chế phẩm của nhà cung ứng, chưa tìm được nguồn nguyên liệu rẻ tiền, dễ 

tìm, và dễ thực hiện tại địa phương để nuôi cấy vi khuẩn. Vì thế có thể sử dụng các 

nguồn có sẵn, rẽ tiền, dễ tìm có tại địa phương như nước mía, rỉ đường, cơm rượu, bột 

mì và nước dừa khô, khoai tây, cà rốt,…để nuôi tăng sinh vi khuẩn và trộn vào thức ăn 

cho tôm nhằm giúp tôm tiêu hóa tốt hơn và ngăn chặn được bệnh hoại tử gan tụy cấp. 

Vi khuẩn lactic được ứng dụng rộng rãi trong việc sản xuất chế phẩm sinh học, bổ 

sung vào trong thức ăn động vật thủy sản, chăn nuôi cũng như bón vào ao nuôi để ức 
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chế các loài vi khuẩn gây bệnh. Trong nghiên cứu của Nguyễn Thị Trúc Linh (2015) 

đã tìm được 1 chủng vi khuẩn Lactobacillus garvieae có khả năng kháng với vi khuẩn 

Vibrio parahaemolyticus với đường kính vô trùng 18,5mm và chủng vi khuẩn này có 

thể phòng bệnh hoại tử gan tụy cấp tính. Theo nghiên cứu của Võ Trường Thạch 

(2013) đã nghiên cứu vi khuẩn lactic phát triển tốt ở môi trường có đầy đủ các chất: 

cacbon, Ni tơ, Vitamin, và các chất khoáng. Trong khi đó, môi trường nước mía, mật rĩ 

đường, cơm rượu, nước dừa khô, bột mì, khoai tây và cà rốt không những rất dễ tìm, 

gần gũi với người dân mà còn chứa đầy đủ thành phần dưỡng chất như cascbon, ni tơ, 

vitamin, khoáng. Vì vậy  nghiên cứu “ Xác định các thành phần dinh dưỡng khác nhau 

lên sự phát triển của vi khuẩn Lactobacillus garvieae trong việc phòng hoại tử gan tụy 

cấp tính trên tôm biển” được tiến hành.  

2. Tổng quan nghiên cứu 

2.1. Tình hình bệnh hoại tử gan tụy cấp trên tôm nước lợ 

Năm 2009, trên thế giới xuất hiện dịch bệnh hội chứng hoại tử gan tụy cấp tính 

(AHPND), chưa xác định được tác nhân, gây chết với tỉ lệ cao, gây tổn thất nghiêm 

trọng cho nghề nuôi tôm. Ở Trung Quốc, AHPND xảy ra vào năm 2009. Đến năm 

2011, sự bùng phát bệnh trở nên nghiêm trọng, đặc biệt ở các trang trại với lịch sử 

nuôi tôm hơn 5 năm và ở khu vực gần biển sử dụng nguồn nước rất mặn, dịch bệnh đã 

lây lan sang 4 tỉnh nuôi tôm ở Hải Nam, Quảng Đông, Phúc Kiến và Quảng Tây đã bị 

thiệt hại hơn 80% trong nửa đầu năm 2011 (Panakorn, 2012). 

Ở Malaysia, AHPND đã được báo cáo đầu tiên vào giữa năm 2010 ở các bang bờ 

Đông: Pahang và Johor, dịch bệnh AHPND bùng phát làm giảm đáng kể sản lượng 

tôm thẻ chân trắng từ 70.000 triệu tấn vào năm 2010 xuống còn 40.000 triệu tấn vào 

năm 2011 (Eduardo and Mohan, 2012). Sau đó dịch bệnh AHPND lan sang các bang 

Sabah và Sarawak, dự báo sản lượng năm 2012 chỉ có 30.000 tấn và vào tháng 

04/2012 sẽ tệ hơn dự kiến (Eduardo and Mohan, 2012). 

Ở Thái Lan, với bề dày kinh nghiệm nuôi tôm công nghiệp khá lâu trên 30 năm, người 

nuôi đã sử dụng con giống chất lượng và quy trình kỹ thuật tiên tiến, tỷ lệ sống của 

tôm nuôi đạt 60-80%. Thế nhưng bệnh AHPND lần đầu tiên được báo cáo trên các 

trang trại nuôi tôm ở phía Đông Vịnh Thái Lan vào cuối năm 2011 và ảnh hưởng trên 
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tôm thẻ trong suốt thời gian 15-35 ngày sau khi thả nuôi, với tỉ lệ chết cao (100% ở 1 

số ao) (FAO, 2013). Vào đầu năm 2012 bệnh AHPND được báo cáo ở bờ biển phía 

Đông (Vịnh Thái Lan) trong thời gian này bệnh AHPND gây thiệt hại khoảng 50% 

diện tích nuôi tôm ở một số khu vực như: Chachoengsao, Rayong, Chantiburi và tỉnh 

Trad và ở phần phía Nam của quốc gia thuộc tỉnh : Surattani và Songkhla. Tôm bị 

nhiễm bệnh có biểu hiện lâm sàng như: hôn mê, bỏ ăn, mềm vỏ, màu nhạt, tuyến gan 

tụy teo lại (FAO, 2013). 

Ở Việt Nam theo tổng cục Thuỷ sản (2012) hội chứng hoại tử gan tụy cấp tính đã xuất 

hiện khắp vùng nuôi tôm ven biển ở 9 tỉnh khu vực ĐBSCL vào năm 2010 và đến năm 

2011 thì bùng phát thành dịch trên diện rộng, gây thiệt hại hơn 97.000 ha (đa phần là 

tôm sú); tập trung nhiều nhất tại các tỉnh Sóc Trăng, Bạc Liêu, Bến Tre và Cà Mau. 

Tháng 05/2011, dịch bệnh lan rộng tại các vùng nuôi tôm khu vực ĐBSCL khiến cho 

diện tích nuôi tôm bị thiệt hại nặng. Diện tích thả nuôi tôm sú và tôm thẻ chân trắng 

của cả nước là 558.342 ha, riêng khu vực ĐBSCL có diện tích nuôi tôm bị thiệt hại là 

52.470 ha. Trong đó Sóc Trăng có hơn 25.000 ha tôm nuôi thâm canh, bán thâm canh 

bị mất trắng (Báo Công Thương, ngày 16/02/2012). Hơn thế nữa, vào tháng 6/2011, 

với 11.000 ha tôm sú ở Bạc Liêu, 6.200 ha ở Trà Vinh và 20.000 ha ở Sóc Trăng bị 

thiệt hại (Mooney, 2012). 

Thống kê của Tổng cục Thủy sản (2013) trong năm 2012, cả nước có khoảng 100.776  

ha diện tích tôm nước lợ bị thiệt hại do dịch bệnh, trong đó tôm sú là 91.174 ha gây 

thiệt hại lớn về kinh tế cho người nuôi và ảnh hưởng đến sản lượng, giá trị xuất khẩu. 

Nguyên nhân chủ yếu được xác định là do dịch bệnh hoại tử gan tụy và bệnh đốm 

trắng gây ra kèm theo một số nguyên nhân như thời tiết biến đổi bất thường, chất 

lượng môi trường nuôi chưa tốt; nuôi tôm không theo lịch thời vụ khuyến cáo; sử dụng 

hóa chất, thuốc thú y, chế phẩm sinh học còn tùy tiện, chưa được kiểm soát chặt chẽ; 

chất lượng con giống chưa bảo đảm,.... Các địa phương bị dịch bệnh nhiều nhất là Sóc 

Trăng thiệt hại 23.371,5 ha (56,6% diện tích thả nuôi); Bạc Liêu 16.919 ha (50% diện 

tích thả nuôi); Bến Tre thiệt hại 2.237 ha nuôi thâm canh, bán thâm canh (29,06% diện 

tích thả nuôi); Trà Vinh thiệt hại 12.200 ha (49,3% diện tích thả nuôi). Riêng Tiền 

Giang, diện tích tôm nuôi thâm canh và bán thâm canh bị thiệt hại là 922,88 ha, chiếm 

30,63% tổng diện tích thả nuôi tôm. 
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Đầu vụ nuôi năm 2013, tình hình dịch bệnh vẫn tiếp tục diễn biến và gây thiệt hại đến 

diện tích nuôi tôm ở một số tỉnh ĐBSCL. Theo Sở Nông nghiệp và Phát triển Nông 

thôn tỉnh Trà Vinh, tính đến tháng 3, trên địa bàn tỉnh đã có gần 400 hộ nuôi tôm tại 

các huyện Duyên Hải, Cầu Ngang và Trà Cú thả nuôi tôm thẻ chân trắng thì trong đó 

có gần một nửa trong số này đã bị thiệt hại và chưa có dấu hiệu dừng lại. Tình trạng 

tương tự cũng được ghi nhận ở một số ao nuôi tôm sú thâm canh thuộc các huyện Đầm 

Dơi, Phú Tân, Cái Nước với thiệt hại trên 116 ha trong số 2.740 ha diện tích tôm đang 

nuôi. Trong 3 tháng đầu năm 2013, sản lượng nuôi trồng thuỷ sản của tỉnh Cà Mau chỉ 

đạt 45.000 tấn, thấp hơn nhiều so với cùng kỳ, báo hiệu một năm kinh tế thuỷ sản đang 

đứng trước nhiều khó khăn. Nguyên nhân tôm chết ở 2 tỉnh đã được xác định đa phần 

do nhiễm bệnh đốm trắng và hoại tử gan tụy cấp làm cho tôm chết ở giai đoạn 25- 40 

ngày tuổi, gây thiệt hại nặng, đặt ra nhiều thách thức cho nghề nuôi tôm trong năm. 

Năm 2014 tổng diện tích tôm nuôi bị hội chứng hoại tử gan tụy cấp là 5.591,74 ha, 

chiếm 0,82% diện tích nuôi của cả nước. Tôm bị nhiễm bệnh hoại tử gan tụy cấp chủ 

yếu tôm thẻ chân trắng (http://www.fistenet.gov.vn). 

Theo báo cáo của Tổng cục thủy sản, ước tính quý 1 năm 2015 các tỉnh ven biển khu 

vực Nam Bộ đã thả nuôi 506.000 ha, trong đó tôm sú là 491.000 ha, tôm thẻ chân 

trắng 15.000 ha. Đối với tình hình dịch bệnh, theo báo cáo của Cục Thú y, tính đến 

25/03/2015, tổng diện tích nuôi tôm nước lợ bị thiệt hại là 2.244 ha. Về tác nhân gây 

bệnh thì dịch bệnh đốm trắng đang diễn biến phức tạp và trên diện rộng, sau đó là 

bệnh hoại tử gan tụy cấp tính (http://www.sonnptnt.soctrang.gov.vn). 

Các kết quả vừa nêu đã cho thấy rằng tình hình dịch bệnh hoại tử gan tụy ở nhiều quốc 

gia trên thế giới đã và đang diễn biến rất phức tạp thể hiện cụ thể là vào năm 2011-

2012 dịch bệnh gây thiệt hại rất lớn đối với người nuôi tôm,  thiệt hại ước tính trung 

bình trên 50% tổng diện tích tôm nuôi ở một số nước châu Á như Trung Quốc, Thái 

Lan, Malaysia, và cả Việt Nam. Trong thời gian này tác nhân gây bệnh chưa được xác 

định vì thế người nuôi rất khó kiểm soát được dịch bệnh. Tuy nhiên, năm 2013 tác 

nhân gây bệnh đã được xác định là do vi khẩn Vibrio parahaemolyticus nhưng đến nay 

dịch bệnh vẫn chưa có dấu hiệu dừng lại mà còn diễn biến phức tạp, gây thiệt hại 

nghiêm trọng cho người nuôi tôm. Để hạn chế tác nhân gây bệnh người nuôi thường sử 

dụng kháng sinh và các hóa chất diệt khuẩn. Điều này làm tăng nguy cơ kháng thuốc 
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kháng sinh và dễ gây ô nhiễm môi trường. Vì vậy để hạn chế ô nhiễm môi trường và 

nâng cao chất lượng sản phẩm cũng như đẫy lùi được dịch bệnh hoại tử gan tụy cấp thì 

cần có những nghiên cứu thật sâu về việc sử dụng vi khuẩn có lợi đối kháng với vi 

khuẩn Vibrio parahaemolyticus đặc biệt là sử dụng nhóm vi khuẩn lactic để khống chế 

nhóm vi khuẩn gây bệnh này. 

Nhóm vi khuẩn lactic là nhóm vi khuẩn được ứng dụng rộng rãi trong việc chế biến 

các sản phẩm sinh học , bổ sung vào thức ăn của động vật thuỷ sản, thức ăn chăn nuôi 

cũng như việc bón vào ao nuôi dể ức chế các loài vi khuẩn gây bệnh cho động vật thuỷ 

sản. Trong nhóm vi khuẩn lactic thì dòng vi khuẩn Lactobacillus có khả năng tiết ra 

chất ức chế lại các loài vi khuẩn gây hại cho tôm giống Lactobacillus đã dược nghiên 

cứu và ứng dụng trong nhiều lĩnh vực.  

2.2.  Một số nguyên lí kháng khuẩn từ vi khuẩn Lactic 

Vi khuẩn lactic bao gồm một số giống: Carnobacterim, Enterococcus, 

Lactobaccillus, Lactococcus, Lactophaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, 

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, và Weissella thuộc ngành 

Fermicute (Jay.,2000; Ercolini et al., 2001; Holzapfel et al.,2001). 

Việc phân loại vi khuân lactic phần lớn là dựa trên hình thái học, quá trình lên 

men, khả năng chịu nhiệt, độ mặn , quá trình sản xuất acid lactic, và chịu được acid 

hoặc kiềm. Phân loại vi khuẩn lactic còn được thực hiện theo con đường hóa học như 

thành phần acid béo và các thành phần của tế bào, ngoài ra phương pháp sinh học di 

truyền hiện đại cũng được sử dụng trong phân loại( Wood và Holzapfel., 1995). 

Vi khuẩn lactic biểu thị một loạt các hoạt động kháng khuẩn như là: sản xuất 

các hợp chất kháng khuẩn như ethanol, acid hữu cơ, hydrogen peroxide, diacetyl, 

reuterin, reutericyclin và đặc biệt là  bacteriocin. Bên cạnh việc sản xuất ra hợp chất 

như bacteriocin, một số vi khuẩn lactic còn có thể tổng hợp peptide kháng khuẩn khác 

góp phần vào việc bảo quản thực phẩm một cách an toàn. Một trong những đặc điểm 

của các hợp chất kháng khuẩn là khả năng chống lại các vi khuẩn gây bệnh đường ruột 

như Escherichia coli, Salmonella và nhóm Vibrio spp. (De Vuyst và Leroy, 2007). 

Acid hữu cơ là sản phẩm chính của quá trình lên men, tùy vào từng chủng vi 

khuẩn và điều kiện môi trường mà sản phẩm acid là khác nhau (Yang et al., 2000). 

Acid lactic là sản phẩm chính của quá trình lên men lactic. Acid lactic làm giảm pH 
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môi trường dẫn đến ảnh hưởng pH nội bào của vi khuẩn gây bệnh nên có tác dụng ức 

chế sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh. Khi acid lactic đi qua màng tế bào, nó sẽ giải 

phóng ra proton H+, làm phá hủy cơ chế vận chuyển qua màng tế bào gây chết tế bào 

vi khuẩn (Đặng Phương Nga và ctv, 2007). Mặt khác, pH giảm cũng ức chế quá trình 

đường phân, tế bào vi khuẩn cạn kiệt năng lượng dẫn đến chết tế bào. Do đó, việc sử 

dụng chế phẩm chứa vi khuẩn lactic đưa vào đường ruột của vật nuôi sẽ làm giảm pH 

đường ruột làm cho các vi khuẩn gây bệnh không phát triển được, từ đó làm giảm tác 

hại cho vi sinh vật gây ra. 

2.3.  Các nghiên cứu về thành phần dinh dưỡng của vi khuẩn Lactic 

Mật rĩ đường có nhiều ưu điểm để tạo môi trường nuôi cấy vi sinh vật do chúng 

chứa hàm lượng đường cao, các chất hữu cơ, vô cơ, Vitamin và các chất kích thích 

sinh trưởng. Tuy nhiên mật rỉ đường cũng có một số bất lợi như có màu nâu sẫm, khó 

phân hũy trong quá trong quá trình lên men, dễ bị vi sinh vật khác xâm nhập. Trong 

môi trường mật rỉ đường vi khuẩn có khả năng phát triển tốt trong các điều kiện khác 

nhau.( http://123doc.org/document/323319-nghien-cuu-qua-trinh-len-men-lactic-tu-

mat-ri-duong.htm). 

MRS cải tiến (bao gồm cao thịt bò (10g/L), cao nấm men (5g/L), trupton 

(10g/L), sucrose (20g/L), ammonium citrote (2g/L), MgSO4 (0.2g/L), MnSO4 

(0.05g/L), Tween 80 (1ml/L)) pH môi trường là 6,0 thì vi khuẩn lactic phát triển tốt. 

(Lê Ngọc Thùy Trang và Phạm Minh Nhật, 2014). 

 Kim chi, sữa chua vinamilk, sữa chua uống yakult, nước tàu hủ, nem chua, sản 

phẩm men tiêu hóa đông khô vi khuẩn phát triển rất tốt (lactominplus, bioacimim, 

zincibio, antibio, probio và probactil) (Ngô Thị Phương Dung và ctv., 2011). 

Trong sản phẩm mắm chua cá sặc đã phân lập được 4 dòng vi khuẩn trong đó 

có 3 dòng thuộc nhóm vi khuẩn lactic (Pediococcus acidilactici, Lactobacillus 

farciminis, Lactobacillus farciminis.) (Đỗ Thị Tuyết Nhung, Nguyễn Văn Thành và 

Nguyễn Hữu Hiệp, 2014). 

Môi trường cải biến I (100g rau cải xanh, 20g ñường kính, 1g K2HPO4, 0,5g 

MgSO4: bổ sung tới 1000ml nước.) - Môi trường cải biến II: (100g cà chua, 20g 

ñường kính, 1g K2HPO4, 0,5g MgSO4: 5g cao nấm men bổ sung tới 1000ml nước.) - 

Môi trường cải biến III: (100g giá ñỗ, 20g ñường kính, 5g cao nấm men bổ sung tới 
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1000ml nước.)( Mai Đàm Linh, Đỗ Minh Phương , Phạm Thị Tuyết, Kiều Hữu Ảnh, 

Nguyễn Thị Giang, 2007 ) 

Vi khuẩn lactic cần nhu cầu dinh dưỡng từ Cacbon, Nitơ, Vitamin và các 

khoáng chất cần thiết khác. Nghiên cứu của Huỳnh Thị Yến Ly, 2009 đã cho thấy rằng 

sử dụng nước thảy tàu hủ có bổ sung KH2PO4: 0,24%; (NH4)2SO4: 0,53%, và sucrose: 

14% vi khuẩn lactic phát triển rất tốt. Ngoài ra vi khuẩn lactic còn phát triển tốt trong 

môi trường dưa muối chua, mấm làm từ cá (Nguyễn Thanh Tâm, 2011). Tuy nhiên, 

việc sử dụng những sản phẩm rẽ tiền sẵn có, dể làm, mang lại hiệu quả cho người nuôi 

thì còn rất hạn chế. 

3. Mục tiêu 

Xác định thành phần dinh dưỡng tối ưu cho phát triển của vi khuẩn Lactobacillus 

garvieae. 

4. Đối tượng, phạm vi và phương pháp nghiên cứu 

4.1. Đối tượng, địa điểm và thời gian nghiên cứu 

- Đối tượng nghiên cứu: chủng vi khuẩn Lactobacillus garvieae  

- Địa điểm nghiên cứu: phòng thí nghiệm Bộ môn Thủy sản trường Đại học Trà Vinh. 

- Thời gian nghiên cứu: 12 tháng ( từ 8/2016 đến 7/2017) 

4.2. Quy mô nghiên cứu 

Đề tài được thực hiện với quy mô cấp trường 

4.3. Phương pháp nghiên cứu 

4.3.1. Chuẩn bị thí nghiệm 

+ Một chủng vi khuẩn lactic kháng mạnh với vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus 

(Nguyễn Thị Trúc Linh, 2015) được trữ tại phòng thí nghiệm Nông nghiệp - Thuỷ sản 

chuyên sâu, Bộ môn Thuỷ Sản Trường Đại học Trà Vinh. Chủng vi khuẩn này sẽ được 

nuôi trong  50 mL môi trường MRS broth bổ sung 1,5% NaCl trong 48 giờ, sau 48 giờ 

xác định mật số vi khuẩn bằng phương pháp so màu quang phổ với bước sóng 610nm 

và tiến hành thí nghiệm. 
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+ Mía đường được mua tại các hộ dân trồng mía, sau khi mua về mía được rửa sạch bỏ 

phần vỏ cứng bên ngoài sau đó sử dụng máy ép nước mía để ép lấy nước và dùng lượt 

mịn để loại bỏ bớt cặn và tiến hành thí nghiệm. 

+ Mật rĩ đường được mua từ công ty Trách nhiệm hữu hạn thương mại dịch vụ phát 

triển kỹ thuật Kim Minh Thành Phố Hồ Chí Minh. Rĩ đường gồm các thành phần: 

nước, sucroza, glucoza, fructoza, gluxid, khoáng, các chất chứa đạm,...(Wolfrom and 

Binkley., 1953). Mật rĩ đường sau khi mua về sẽ được pha loãng lần lượt với nước cất 

để đạt được tỷ lệ 2, 4, 6, 8, 10% trong chai thủy tinh, bổ sung 1,5% NaCl và tiến hành 

thí nghiệm. 

+ Cơm rượu được mua từ các cơ sở sản xuất rượu Xuân Thạnh tại huyện Châu Thành 

tỉnh Trà Vinh. Cơm rượu sau khi mua về sẽ được pha loãng với nước cất theo tỷ lệ 

cơm rượu 20, 40, 60, 80%, bổ sung 1,5% NaCl. 

+ Nước dừa khô được mua từ các hộ dân trồng dừa, mua dừa khô tại vườn. Dừa sau 

khi mua về sẽ được bổ ra để lấy nước và bổ sung 1,5% NaCl. 

+ Bột mì được mua tại các cửa hàng tạp hóa tại tỉnh Trà Vinh, bột mì phải tinh sạch và 

không trộn lẫn các loại bột khác. 

+ Khoai tây và cà rốt được mua tại siêu thị Coopmart Trà Vinh, Khoai tây và cà rốt 

sau khi mua về sẽ được rửa sạch gọt bỏ vỏ, thái sợi và đem nấu với nước với tỷ lệ cà 

rốt, khoai tây và nước là 1:1:4, đun sôi khoảng 15 phút dùng lượt lọc lấy nước chiết, 

bổ sung 1,5% NaCl và tiến hành thí nghiệm. 

4.3.2. Tiến hành thí nghiệm 

+ Thử nghiệm khả năng nhân mật số của vi khuẩn lactic với thành phần môi 

trường nuôi là nước mía nguyên chất . 

Thí nghiệm được bố trí với 3 lần lặp lại trong ống nghiệm chứa 10 mL nước mía bổ 

sung 1,5% NaCl và hấp tiệt trùng ở nhiệt độ 1210C trong 30 phút, để nguội, tiếp đến 

hút 1mL vi khuẩn lactic đã được nuôi sau 48 giờ cho vào môi trường thử nghiệm, ủ ở 

nhiệt độ 280C trong 48 giờ. Sau 48 giờ đếm số lượng vi khuẩn bằng cách tán đều trên 

đĩa thạch MRS agar có bổ sung 1,5% NaCl và so màu quang phổ. 

+ Kiểm tra khả năng nhân mật số vi khuẩn lactic với thành phần môi trường 

nuôi là rỉ đường. 
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Thí nghiệm 1 nhân tố gồm 5 nghiệm thức: nghiệm thức 1 thành phần rĩ đường là 2%; 

nghiệm thức 2 chứa thành phần rĩ đường là 4%; nghiệm thức 3 chứa thành phần rĩ 

đường là 6%; nghiệm thức 4 chứa thành phần rĩ đường là 8%, nghiệm thức 5 chứa 

thành phần rĩ đường 10%, mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần trong ống nghiệm chứa 

10 mL dung dịch, bổ sung 1,5% NaCl, sau đó đem hấp tiệt trùng ở nhiệt độ 1210C 

trong 30 phút và tiến hành thí nghiệm. Các thao tác tiếp theo được thực hiện giống như 

môi trường nước mía. 

+ Kiểm tra khả năng nhân mật độ vi khuẩn lactic với thành phần môi trường 

cơm  rượu. 

Thí nghiệm một nhân tố được bố trí trong ống nghiệm chứa 10mL môi trường gồm 4 

nghiệm thức với 3 lần lặp lại: nghiệm thức 1 có chứa 20% thành phần cơm rượu; 

nghiệm thức 2 chứa 40% thành phần cơm rượu; nghiệm thức 3 chứa 60% thành phần 

cơm rượu; và nghiệm thức 4 có chứa 80% thành phần cơm rượu. Tất cả các nghiệm 

thức bổ sung 1,5% NaCl. Các thao tác tiếp theo được thực hiện giống như thí nghiệm 

của môi trường nước mía. 

+ Kiểm tra khả năng nhân mật độ vi khuẩn lactic với thành phần môi trường là 

nước dừa khô. 

Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại trong ống nghiệm có 

chứa 10mL nước dừa khô đã được hấp tiệt trùng, bổ sung 1,5% NaCl. Các thao tác tiếp 

theo được thực hiện giống như thành phần môi trường của nước mía. 

+ Thử nghiệm khả năng nhân mật số của vi khuẩn lactic với thành phần môi 

trường nuôi là bột mì kết hợp với nước mía pha loãng. 

Thí nghiệm được bố trí với 3 nghiệm thức, mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần trong 

ống nghiệm chứa 10 mL môi trường nuôi của từng nghiệm thức. Nghiệm thức 1: gồm 

1% bột mì và 30% nước mía nguyên chất, 69% là nước cất. Nghiệm thức 2: gồm 5% 

bột mì, 30% nước mía nguyên chất và 65% nước cất; và nghiệm thức 3: gồm 10% bột 

mì, 30% nước mía nguyên chất và 60% là nước cất. Tất cả các nghiệm thức này bổ 

sung 1,5% NaCl. Các thao tác tiếp theo được thực hiện giống như thành phần môi 

trường của nước mía. 

+ Thử nghiệm khả năng nhân mật số của vi khuẩn lactic với thành phần môi 

trường nuôi là khoai tây kết hợp với cà rốt và rĩ đường. 
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Thí nghiệm một nhân tố được thực hiện với 3 lần lặp lại trong ống nghiệm chứa 10mL 

nước chiết khoai tây và cà rốt, bổ sung 5% rĩ mật đường và 1,5% NaCl. Các thao tác 

tiếp theo được thực hiện giống như thành phần môi trường của nước mía. 
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PHẦN NỘI DUNG 

Kết quả thừ nghiệm các thành phần dinh dưỡng khác nhau lên sự phát triển của 

vi khuần Lactobacillus gariveae 

Kết quả thí nghiệm cho thấy rằng ở các môi trường nuôi khác nhau thì mật số vi khuẩn 

Lactobacillus garvieae cũng khác nhau. Mật số vi khuẩn được tán trên đĩa thạch được 

thể qua Hình 1. 

 

Hình 1: Mật số vi khuẩn Lactobacillus garvieaetrên đĩa thạch 

Kết quả thí nghiệm từ Hình 1 cho thấy rằng ở tất cả các nghiệm thức thí nghiệm, vi 

khuẩn Lactobacillus garvieae đều phát triển. Kết quả nghiên cứu này cũng phù hợp 

với Võ Trường Thạch (2013), vi khuẩn Lactobacillus garvieae đều phát triển trên môi 

trường có chứa tổ hợp các thành phần Cacbon, Ni tơ, và một số khoáng chất. Tóm lại, 

vi khuẩn Lactobacillus garvieae đều phát triển trong các môi trường thí nghiệm. Tuy 

nhiên, mỗi môi trường khác nhau thì vi khuẩn phát triển với mật số khác nhau. Kết quả 

được thể hiện qua Bảng 1. 
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Bảng 1: Biến động của mật số vi khuẩn Lactobacillus garvieae ở các môi trường nuôi 

khác nhau. 

 

Các giá trị trong cùng một hàng ngang  theo sau cùng chữ cái (a, b, c) thì khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê  (p>0,05). Ngược lại các giá trị trong cùng một hàng ngang  

khác chử cái (a, b,c) thì khác biệt có ý nghĩa thống kê. 

 

 

 

    Môi trường nuôi                                                     Mật số L. Garvieae 

         L. garvieae                             PP so màu quang phổ              đếm đĩa thạch 

MRS 

Rĩ đường 2% 

Rĩ đường 4% 

Rĩ đường 6% 

Rĩ đường 8% 

Rĩ đường 10% 

Cơm rượu 20% 

Cơm rượu 40% 

Cơm rượu 60% 

Cơm rượu 80% 

Nướcmía+bộtmì 1% 

Nướcmía+bộtmì 5% 

Nướcmía+bộtmì10% 

Nước mía  

Nước dừa khô 

Cà rốt + khoai tây + rĩ 

đường 

1,15x 109 ± 4x 107a 

1,95x 108 ± 2,2x 107bc  

3 x 108 ± 3x 107bc   

2,7x 108 ± 3,7x 107bc 

2,7x 108 ± 3,7x 107bc 

1,3x 108 ± 1,7x 107c 

1,2x 108 ± 3x 107c  

5,3x 107 ± 5,2x 107c 

4,2x 107 ± 1,5x 107c 

3,3x 108 ±4,1x 108bc 

6,8x 107 ± 4,8x 107c 

3x 108± 1,1x 108 bc 

2,9x 108 ± 7,5x 107bc 

2,2x 108 ± 5x 106bc 

5x 108 ± 1,4x 107b 

9,7x 108± 3,6x 107a 

1,14x 109 ± 3,8x 107a 

1,94x 108 ± 2,3x 107bc 

1,93x 108 ± 1,4x 108bc 

2,7x 108 ±5,1x 107bc 

2,7x 108 ± 3,7x 107bc 

1,3x 108 ± 1,7x 107c 

1,2x 108 ± 2,8x 107c 

5,1x 107 ± 5,3x 107c 

4,2x 107 ± 1,6x 107c 

3,2x 108 ± 4 x 108bc 

6,7x 107 ± 4,9x 107c 

3x 108 ± 1,1x 108bc 

2,9x 108 ±7,5x 107bc 

2,2x 108 ± 4x 106bc 

5x 108 ± 4,6x 106b 

9,7x 108 ± 3,6x 107a 
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Kết quả thí nghiệm phân tích đã xác định mật độ vi khuẩn Lactobacillus garvieae theo 

hai phương pháp so màu quang phổ và đếm trên đĩa thạch của cùng một nghiệm thức  

khác biệt không có ý nghĩa thống  kê với nhau, thể  hiện  như sau: Trong  tất cả các 

môi trường  nuôi  đều thích hợp cho sự phát triển của vi khuẩn Lactobacillus garvieae. 

Trong đó, nghiệm thức cà rốt + khoai tây + rĩ đường cho kết quả tốt nhất và khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê so với đối chứng. Thể hiện lần lượt là  9,7 x 108 CFU/mL 

và 1,15 x 109CFU/mL. Kết quả này có thể được giải thích như sau: môi trường MRS là 

môi trường đặt trưng chứa đầy đủ các nhu cầu về dinh dưỡng của vi khuẩn 

Lactobacillus vì vậy mật số khuẩn lạc đạt cao nhất là 1,15 x 109CFU/mL. Đối với 

nghiệm thức cà rốt + khoai tây + rĩ đường đạt mật số 9,7 x 108CFU/mL do đây là môi 

trường cung cấp các chất dinh dưỡng cần thiết cho nhu cầu phát triển của vi khuẩn 

Lactobacillus như  trong mật rĩ đường chứa hàm lượng đường cao, các chất hữu cơ, vô 

cơ, vitamim và các chất kích thích sinh trưởng khác (Lê Văn Việt Mẫn, 2013).  Bên 

cạnh đó, cà rốt chứa hàm lượng đường tổng số, axit, caroten, chất khô, các chất 

khoáng như Fe, Ca, K, P, vitamin C , B6 và protein (Phạm Thị Nga, 2011), trong khoai 

tây có các chất như nước, tinh bột, hợp chất nitơ cenlulose, tro, chất béo và các chất 

khác (Lê Văn Việt Mẫn, 2015), các thành phần này kết hợp lại đã tạo nên một môi 

trường phát triển tốt đầy đủ các chất dinh dưỡng cần thiết cho vi khuẩn Lactobacillus 

garvieae. 

Đối với nghiệm thức cơm rượu thì mật số vi khuẩn Lactobacillus ở nồng độ cơm rượu 

80% cho kết quả cao nhất (3,3 x 108CFU/mL) và thấp nhất trong thí nghiệm là nghiệm 

thức cơm rượu 60% với mật số đạt 4,2 x 107 CFU/mL. Nghiệm thức này cho kết quả 

thấp hơn và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng. Điều này có 

thể được giải thích như sau theo nghiên cứu của Nguyễn Thị Minh Huế, 2013 vi khuẩn 

Lactobacillus sẽ phát triển tốt khi môi trường nuôi chứa hợp chất phức hợp chứa 

cacbon, nitơ. Trong khi đó nguyên liệu cũng như quy trình sản xuất cơm rượu theo 

phương pháp truyền thống đã hạn chế tác dụng của amylaza lên các mạch tinh bột, làm 

hiệu suất đường hóa không cao (Đỗ Tiến Thành, 2011).  Điều này đã làm ảnh hưởng 

đến sự phát triển của vi khuẩn do không cung cấp đủ môi trường dinh dưỡng cần thiết 

cho chúng sinh trưởng và phát triển. 
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Nhóm nghiệm thức mật rĩ đường kết quả khuẩn lạc ở nồng độ rĩ đường 2% đến rĩ 

đường 10% khác biệt không có ý nghĩa thống kê với nhau nhưng khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với nghiệm thức đối chứng. Nồng độ rĩ đường 4% cho kết quả cao nhất 

(2,9 x 108CFU/mL), thấp nhất là rĩ đường 10% (1,3 x 108 CFU/mL). Theo Lê Văn Việt 

Mẫn, 2013 trong mật rĩ đường chứa hàm lượng đường cao ngoài đường sacharose còn 

chứa nhiều chất hữu cơ, vô cơ, các chất thuộc vitamin và các chất kích thích sinh 

trưởng. Tuy nhiên mật rĩ đường cũng có những đặc tính không thích hợp cho quá trình 

lên men như rĩ đường có màu nâu sẫm màu này khó phân hủy trong quá trình lên men, 

hàm lượng đường cao nên khi lên men phải pha loãng với tỉ lệ thích hợp, trong mật rĩ 

đường có chứa một hệ keo khi hệ keo càng cao khả năng hòa tan oxy càng kém và khả 

năng trao đổi chất của sinh vật càng kém. Vì vậy khi mật rĩ đường pha loãng ở nồng 

độ 10% thì hàm lượng đường và hệ keo trong nghiệm thức cao làm ảnh hưởng đến khả 

phát triển của vi khuẩn  Lactobacillus garvieae. 

Đối với nghiệm thức nước mía + bột mì, kết quả cho thấy rằng mật số vi khuẩn 

Lactobacillus garvieae có sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê lẫn nhau nhưng lại 

khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng. Trong đó nghiệm thức 

đạt kết quả cao nhất là nước mía + bột mì 5% (3 x 108 CFU/mL) và thấp nhất là 

nghiệm thức nước mía + bột mì 10% (2,9 x 108 CFU/mL). Kết quả này được giải thích  

như sau: trong nước mía chứa hàm lượng đường cao (glucose,saccharose,..) (Nguyễn 

Ngộ, 2011), thành phần của bột mì chủ yếu là cacbon.  Trong khi đó cacbon lại có vai 

trò quan trọng trong sự sinh tổng hợp bacteriocin của vi khuẩn Lactobacillus  (Nguyễn 

Võ Anh Khoa và ctv.,  2013)  nhưng khi kết hợp hai nguyên liệu này đã làm nguồn 

cacbonhydrat dư thừa và khi hòa tan bột mì với nước mía bột mì sẽ không hòa tan 

hoàn toàn và khi hấp tiệt trùng bột mì sẽ keo sệt lại, hàm lượng bột mì cao thì độ keo 

sệt càng cao điều này làm ảnh hưởng đến khả năng trao đổi chất của sinh vật làm hạn 

chế sự phát triển của vi khuẩn . 

Nghiệm thức nước mía nguyên chất cho kết quả tương đối tốt (2,2 x 108 CFU/mL) 

nhưng vẫn thấp hơn và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng. 

Điều này có thể được giải thích như sau, trong nước mía chứa hàm lượng 

cacbonhydrat cao ( glucose, frutose, saccarose,..)  nguồn cacbon có vai trò quan trọng 

trong sự sinh tổng hợp bacteriocin (Nguyễn Võ Anh Khoa và ctv,  2013) cần thiết cho 
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quá trình phát triển của vi khuẩn Lactobacillus garvieae. Tuy nhiên, khi sử dụng nước 

mía nguyên chất thì hàm lượng rất cao làm áp suất thẩm thấu của môi trường cao gây 

ra hiện tượng co nguyên sinh ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của tế bào vi khuẩn đồng 

thời cũng làm hạn chế khả năng phát triển nhân mật số của vi khuẩn (Nguyễn Mạnh 

Tuấn, 2012). 

 Nghiệm thức cuối cùng trong nghiên cứu là môi trường nước dừa khô, kết quả đạt 

được tương đối tốt (5 x 108CFU/mL ) so sánh kết quả của nghiệm thức nước dừa khô 

với nghiệm thức đối chứng ta thấy được giữa chúng có sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê. Kết quả này có thể được giải thích dựa vào nghiên cứu của Lê Văn Việt Mẫn, 2013 

trong nước dừa có chứa đường, hợp chất chứa nitơ, viatmin và khoáng chất khi dừa 

còn non đường trong nước dừa tồn tại ở dạng glucose và frutose và  khi nước dừa khô 

hàm lượng đường glucose và frutose sẽ giảm dần đồng thời hàm lượng saccharose 

tăng lên chiếm khoảng 90% tổng lượng đường. Cũng theo Nguyễn Thị Minh Huế 

(2013) để vi khuẩn Lactobacillus phát triển được thì môi trường phải có các cơ chất 

phức tạp chứa cacbon, nitơ cùng các chất khác. Nghiệm thức nước dừa khô cũng chứa 

các chất cần thiết trên  nên vi khuẩn phát triển với mật số khá tốt. 

Qua thí nghiệm đã xác định được một số thành phần dinh dưỡng tối ưu cho sự phát 

triển của vi khuẩn latic nhưng môi trường có thể được xem là thích hợp nhất là môi 

trường cà rốt + khoai tây + rĩ đường, nghiệm thức này có thể được dùng để thay tế cho 

MRS trong việc nuôi tăng sinh khối vi khuẩn Lactobacillus gariveae. 
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PHẦN KẾT LUẬN 

1. Kết luận 

Vi khuẩn Lactobacillus gariveae đều có khả năng phát triển tốt tên tất cả các 

môi trường thử nghiệm tuy nhiên môi trường thích hợp nhất là cà rốt + khoai 

tây + rĩ đường. Môi trường vi khuẩn Lactobacillus gariveae  phát triển kém 

nhất là nghiệm thức cơm rượu 60%. 

2. Kiến nghị 

Tiếp tục nghiên cứu thêm về các thành phần dinh dưỡng khác ảnh hưởng lên sự 

phát triển của vi khuẩn Lactobacillus gariveae để có được môi trường phát triển 

tốt nhất. 

Ứng dụng môi trường cà rốt + khoai tây + rĩ đường vào việc nuôi tăng sinh khối 

vi khuẩn Lactobacillus gariveae đáp ứng nhu cầu của nghề nuôi tôm. 
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