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Bacillus amyloliquefaciens is a Gram-positive spore-forming 
bacterium that has superior properties compared to other 
beneficial bacteria used in probiotic preparations. The purpose 
of this study was to determine the bacterial biological properties 
under harsh conditions such as high temperature, low pH, bile 
salts, artificial gastric juice and test the resistance to two types of 
gram-negative bacteria including Escherichia coli and Salmonella. 
The results showed that after 3 h of testing at 85oC, the bacterial 
density remained at 3.05 ± 0.06 log CFU/mL (corresponding to 
35.58% of the initial density). Under pH = 2.5 condition and after 
3 h, the bacterial density remained up to 5.34 ± 0.04 log CFU/mL 
(62,43%). With the bile salt concentration up to 0.6% after 3 h, the 
bacterial density remained at 5.24 ± 0.07 log CFU/mL (61.34%). 
Under the decomposition action of the enzyme pepsin and in the 
artificial gastric fluid environment of piglets (0.3% pepsin, pH = 
4.5) at different levels, the bacterial density still remained at the level 
of 5.82 ± 0.15 log CFU/mL (63.66%), which was higher than that of 
the test of artificial stomach fluid of adult pigs (pepsin 0.3%, pH = 
2.5) corresponding to 4.73 ± 0.04 log CFU/mL (55.21%) after 3 h 
of testing. In this study, B.amiloliquefaciens also showed resistance 
to gram-negative bacteria such as Salmonella Typhimurium ATCC 
14028, Salmonella Enteritidis WHO 2014, E. coli with F4 factor, 
E. coli with F18+Stx2e factor, field Salmonella Typhimurium, and 
field Salmonella Enteritidis.
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Bacillus amiloliquefaciens là một vi khuẩn Gram dương sinh nội 
bào tử có khả năng vượt trội so với các lợi khuẩn khác được dùng 
trong các chế phẩm sinh học probiotic. Mục tiêu của nghiên cứu 
này là để đánh giá các đặc tính sinh học vi khuẩn này trong các 
điều kiện khắc nghiệt như nhiệt độ cao, pH thấp, muối mật, dịch 
dạ dày nhân tạo và kiểm tra khả năng kháng hai loại gây bệnh trên 
đường ruột: Escherichia coli, Salmonella.  Kết quả thu được, sau 
3 giờ thử nghiệm ở nhiệt độ 85oC, mật độ vi khuẩn còn duy trì 
là 3.05 ± 0.06 log CFU/mL (tương ứng 35,58% so với mật độ ban 
đầu). Trong điều kiện pH = 2.5 sau 3 giờ mật độ vi khuẩn duy trì 
lên đến 5,34 ± 0,04 log CFU/mL (62,43%). Với điều kiện nồng độ 
muối mật lên đến 0,6% sau 3 giờ mật độ vi khuẩn duy trì ở mức 
5,24 ± 0,07 log CFU/mL (61,34%). Dưới sự tác động của enzyme 
phân hủy pepsin (0,3%), trong môi trường dịch dạ dày nhân tạo 
của heo con pH 4,5 ở các mức độ khác nhau, mật độ vi khuẩn 
vẫn duy trì ở mức 5,82 ± 0,15 log CFU/mL (63,66%) cao hơn 
thử nghiệm dịch dạ dày nhân tạo của heo trưởng thành (pepsin 
0,3%, pH = 2.5) tương ứng 4,73 ± 0,04 log CFU/mL (55,21%) 
sau 3 giờ thí nghiệm. B. amiloliquefaciens còn cho thấy khả năng 
kháng lại các loại vi khuẩn gram âm trong nghiên cứu này như 
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteritidis 
WHO 2014, E.coli thực địa có yếu tố bám F4, E.coli thực địa có yếu 
tố bám F18+Stx2e, Samonella Typhimurium thực địa và Samonella 
Enteritidis thực địa. Kết quả này phần nào cho thấy khả năng sử 
dụng vi khuẩn này trong chăn nuôi nhất là khi những quy định về 
hạn chế sử dụng kháng sinh tại Việt Nam. 



56	 Trường Đại học Nông Lâm TP. Hồ Chí Minh

Tạp chí Nông nghiệp và Phát triển 24(4)	 www.jad.hcmuaf.edu.vn

1. Đặt Vấn Đề

Hiện nay, việc sử dụng kháng sinh trong 
chăn nuôi để phòng và kiểm soát bệnh hoặc làm 
chất kích thích tăng trưởng đã làm gia tăng tình 
trạng kháng kháng sinh trên thú và ảnh hưởng 
sức khoẻ cộng đồng. Liên minh châu Âu (EU) 
đã thực hiện các bước cấm sử dụng kháng sinh 
trong thức ăn chăn nuôi để kích thích tăng 
trưởng từ năm 2006 và tiến đến hạn chế sử 
dụng kháng sinh trong phòng bệnh (Dibner & 
Richards, 2005). Tại Hoa Kỳ, các hạn chế được 
thực hiện từ năm 2017 (Centner, 2016) và tại 
Trung Quốc vào năm 2020 (Hu & Cowling, 
2020). Cũng theo xu hướng này, kể từ năm 2018, 
việc bổ sung kháng sinh vào thức ăn chăn nuôi 
với mục đích kích thích tăng trưởng đã bị cấm 
hoàn toàn ở Việt Nam. Trên lộ trình giảm thiểu 
sử dụng kháng sinh của Việt Nam, việc sử dụng 
kháng sinh phòng bệnh trong ngành chăn nuôi 
cũng bị cấm vào năm 2026 (GOV, 2023). 

Với tình hình đó, các giải pháp thay thế kháng 
sinh theo hướng hỗ trợ tăng trưởng và kháng 
bệnh rất được quan tâm, trong đó chế phẩm sinh 
học dạng men sống (probiotic) được cho là là một 
lựa chọn rất có tiềm năng về tăng trưởng (Dayan, 
1993), cũng như hạn chế đề kháng kháng sinh 
(Kasimanickam & ctv., 2021). Một nghiên cứu đã 
cho thấy khả năng sống sót qua dịch dạ dày nhân 
tạo của bào tử Bacillus subtilus P223 (pH = 2,5, 
pepsin 0,3% trong 3 giờ; muối mật 0,3% trong 24 
giờ) (Jeon & ctv., 2017). Gần đây những nghiên 
cứu cho thấy Bacillus amyloliquefaciens (B. 
amylo.) có tiềm năng tốt để dùng như probiotic 
(Du & ctv., 2022). Tuy nhiên, thông tin này chưa 
được nghiên cứu nhiều trên những sản phẩm 
probiotic lưu hành tại Việt Nam.  Với mục tiêu 
làm cơ sở cho đánh giá khả tiềm năng sử dụng B. 
amylo. làm probiotic trước khi thử nghiệm thực 
địa, chúng tôi tiến hành nghiên cứu tại phòng 
thí nghiệm chủng B. amylo. của một sản phẩm 

thương mại về khả năng liên kháng một số loại 
vi khuẩn đường ruột, cũng như khả năng tồn tại 
trong các điều kiện mô phỏng môi trường dạ dày 
nhân tạo của heo từ đó làm rõ hơn về tác động 
của chúng trong đường ruột.  

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Vật liệu

Chủng vi khuẩn B. amylo. được phân lập từ 
sản phẩm probiotic, làm thuần chủng và xác 
nhận chủng bằng các phản ứng sinh hoá (Bergey 
& ctv., 2000) để sử dụng trong nghiên cứu. Các vi 
khuẩn đường ruột được dùng thử khả năng kháng 
khuẩn bao gồm Salmonella (Sal.) Typhimurium 
ATCC 14028, Sal. Enteritidis WHO 2014, Sal. 
Infantis (ATCC 1675) được cung cấp bởi Viện 
Pasteur Thành phố Hồ Chí Minh. Các chủng vi 
khuẩn thực địa, bao gồm Escherichia coli có yếu 
tố bám mang gen F4, Escherichia coli mang gen 
F18 và độc tố Stx2e, Sal. Typhimurium thực địa 
và Sal. Enteritidis. Những chủng vi khuẩn này có 
nguồn gốc từ các mẫu sinh học thực địa, bao gồm 
mẫu phân từ heo và mẫu môi trường từ các trang 
trại chăn nuôi gà đã được phân lập, giải trình tự 
gen, lưu trữ bởi phòng thí nghiệm của Bộ môn 
Bệnh truyền nhiễm và Thú y cộng đồng, Khoa 
Chăn nuôi Thú y, Trường Đại học Nông Lâm 
TP.HCM. Ngoài ra, thí nghiệm sử dụng các dụng 
cụ, hoá chất môi nuôi cấy vi sinh vật thường quy. 

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Chuẩn bị huyền phù vi khuẩn B. amilo.

Khuẩn lạc B. amylo. thuần được nuôi cấy tăng 
sinh trong 100 mL môi trường canh Tryptone 
Soya Broth (TSB) (Oxoid, CM 0129B), lắc ở 
150 rpm, 37oC/ 24 giờ. Hút 10 mL huyền phù 
B. amylo. sau khi nuôi cấy tăng sinh ly tâm 6000 
vòng/15 phút ở 4oC, thu phần cặn loại bỏ phần 
dịch. Thêm 10 mL dung dịch  đệm PBS (8,0 g 
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NaCl; 0,2 g KCl; 1,44 g Na2HPO4; 0,24g KH2PO4, 
pH = 7,4), sử dụng huyền phù này cho các thí 
nghiệm sau đó.

2.2.2. Khảo sát khả năng tồn tại trong điệu 
kiện nhiệt độ, pH, dịch dạ dày nhân tạo và 
muối mật

Điều kiện nhiệt độ: Hút 2 mL huyền phù 
B. amylo. được chuẩn bị trước đó cho vào các 
ống nghiệm chứa 2 mL dung dịch đệm PBS, 
ủ ở các nhiệt độ 37oC, 45oC, 55oC, 65oC, 75oC, 
85oC. Sau khi ủ 0, 1, 2 và 3 giờ, hút 10 μL dịch 
vi khuẩn kiểm tra mật độ vi khuẩn sống trong 
dịch ủ bằng phương pháp đếm nhỏ giọt trên môi 
trường thạch Tryptone Soya Agar (TSA) (Oxoid, 
CM0131).

Điều kiện pH: Thực hiện hút 2 mL huyền 
phù vào các ống nghiệm chứa 2 mL dung dịch 
PBS có pH = 2,5; pH = 3,5; pH = 4,5 và pH = 5,5 
(Ioannis 2016). Ủ trong 0, 1, 2 và 3 giờ và kiểm 
tra mật độ vi khuẩn sống tương tự trên. 

Trong điều kiện dịch dạ dày nhân tạo: 
Chuẩn bị các ống nghiệm chứa 2 mL dung dịch 
PBS có mức pH = 2.5 và pH = 4.5 bổ sung thêm 
pepsin lần lượt ở các nồng độ 0%; 0,2% và 0,3% ủ 
trong 0, 1, 2 và 3 giờ ở 37oC. Điều kiện muối mật: 
thực hiện như trên, hút 2 mL huyền phù cho các 
ống nghiệm chứa 2 mL dung dịch PBS bổ các 
nồng độ muối mật 0%, 0,3%, 0,6% ủ trong 0, 1, 
2 và 3 giờ ở 37oC (Ioannis, 2016). Tất cả các điều 
kiện đều lặp lại 3 lần. Tương tự, kiểm tra mật độ 
vi khuẩn bằng phương pháp đếm nhỏ giọt.

2.2.3. Chuẩn bị dịch chiết canh khuẩn

Khuẩn lạc thuần chủng được pha loãng 
thành hỗn dịch 0,5 McFarland (~108 CFU/mL) 
vi khuẩn trong dung dịch NaCl 0,9%. Hút 1 mL 
hỗn dịch vi khuẩn tăng sinh trong 100 mL môi 
trường canh Tryptone Soya Broth (TSB) (Oxoid, 

CM 0129B), lắc ở 150 rpm, 37oC/48 giờ. Huyền 
phù sinh khối B. amylo.  sau khi nuôi cấy được ly 
tâm 6000 vòng/15 phút ở 4oC, thu phần dịch lọc 
qua màng lọc cellulose 0,45 μm. Dịch chiết thu 
được tiến hành kiểm tra khả năng kháng khuẩn.

2.2.4. Khảo sát khả năng kháng vi khuẩn 
gây bệnh 

Cấy tăng sinh các vi khuẩn gồm S. 
Typhimurium ATCC 14028, S. Enteritidis WHO 
2014, S. Infantis (ATCC 1675), E. coli thực địa 
có yếu tố bám mang gen F4, E. coli thực địa có 
yếu tố bám mang gen F18 và độc tố Stx2e, S. 
Typhimurium thực địa, S. Enteritidis thực địa 
trên môi trường thạch Tryptone Soya Agar (TSA) 
(Oxoid, CM 0129) ở 37oC/24 giờ. Tiến hành pha 
loãng các vi khuẩn này với nước muối sinh lý 
để đạt dịch khuẩn ở mức McFarland 0,5 tương 
đương với 1,5x108 CFU/mL. Tiếp tục lấy 100 μL 
dịch khuẩn này trải đều  lên bề mặt môi trường 
Mueller Hinton Agar (MHA), đục lỗ thạch (ø = 
6 - 8 mm). Hút 100 μL dịch chiết B. amylo. trước 
đó cho vào lỗ thạch, hạn chế sự di chuyển để 
huyễn dịch ngấm vào thạch. Sau 30 phút, các đĩa 
môi trường được ủ ở 37oC. Sau 24 giờ, đo đường 
kính vòng vô khuẩn (mm) để đánh giá khả năng 
kháng khuẩn (Lim & ctv., 2016). Thí nghiệm 
được lặp lại 3 lần.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Tính ổn định ở nhiệt độ cao của B. amylo.

Bào tử vi khuẩn Bacillus chịu được nhiệt độ 
khá cao, B. subtilis cần phải được xử lí ở nhiệt độ 
lên đến 121 - 135oC trong thời gian dài mới có 
thể bất hoạt được bào tử vi khuẩn (Cho & Chung, 
2020), tuy nhiên trong nghiên cứu này chúng tôi 
sử dụng tế bào sinh dưỡng để đánh giá khả năng 
chịu nhiệt của vi khuẩn. Mật độ vi khuẩn được 
theo dõi theo thời gian thử nhiệt được trình 
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Ở nhiệt độ 55oC và 65oC, sau khi ủ nhiệt 1 giờ, mật độ vi khuẩn giảm nhanh còn lại lần 

lượt là 7,66 ± 0,14 log CFU/mL (89,24%) và 7,46 ± 0,04 log CFU/mL (87,23%), khi thời gian 

ủ nhiệt tăng lên 3 giờ, thu được giá trị thấp hơn là  6,62 ± 0,07 log CFU/mL (77,15%) và 5,37 

± 0,04 log CFU/mL (62,74%). Quan sát thấy tỷ lệ tế bào vi khuẩn sống sót khi ủ nhiệt 75oC chỉ 

còn lại 50,18% (tương đương 4,31 ± 0,03 log CFU/mL) so với mật độ ban đầu sau 3 giờ ủ. Mật 

độ vi khuẩn sụt giảm nhanh khi ủ nhiệt ở 85oC, sau 1 giờ là 6,14 ± 0,06 log CFU/mL (71,61%), 

sau 2 giờ là 5,06 ± 0,10 log CFU/mL (58,99%), sau 3 giờ chỉ còn lại 3,05 ± 0,06 (35,58%). Tuy 

nhiên, có thể thấy vi khuẩn B. amylo. có thể chịu được nhiệt độ lên đến 85oC trong 3 giờ, thể 

hiện được khả năng chịu nhiệt độ cao. Trong thực tế sản xuất, nhiệt độ phối trộn và bảo quản 

thức ăn gia súc không thể vượt quá nhịệt độ này và kéo dài thời gian quá lâu. Điều đó cho thấy 

được khả năng bền của B. amylo. đối với nhiệt. 

 
Hình 1. Mật độ tế bào Bacillus amyloliquefaciens ở các nhiệt độ khác nhau theo thời gian. 

 
3.2. B. amylo. trong các môi trường có pH khác nhau  

Heo sơ sinh có độ pH dạ dày khá cao (5 - 6), tuy nhiên, pH này chỉ duy trì sau vài giờ bú 

đầu tiên khi mới sinh, pH sẽ giảm xuống khoảng còn 4 và ổn định ở mức này cho đến khi cai 
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bày ở Hình 1. Kết quả cho thấy mật độ vi khuẩn 
không có sự thay đổi đáng kể ở nhiệt độ 37oC với 
giá trị trung bình lần lượt là 8,36 ± 0,05 log CFU/
mL (sau 3 giờ ủ, tương ứng với 97,47% so với mật 
độ vi khuẩn ban đầu 8,58 ± 0,06 log CFU/mL) và 
45oC với giá trị trung bình 7,25 ± 0,07 log CFU/
mL (xấp xỉ 84,45% so với mật độ vi khuẩn ban 
đầu 8,59 ± 0,03 log CFU/mL).

Ở nhiệt độ 55oC và 65oC, sau khi ủ nhiệt 1 giờ, 
mật độ vi khuẩn giảm nhanh còn lại lần lượt là 
7,66 ± 0,14 log CFU/mL (89,24%) và 7,46 ± 0,04 
log CFU/mL (87,23%), khi thời gian ủ nhiệt tăng 
lên 3 giờ, thu được giá trị thấp hơn là  6,62 ± 0,07 
log CFU/mL (77,15%) và 5,37 ± 0,04 log CFU/

mL (62,74%). Quan sát thấy tỷ lệ tế bào vi khuẩn 
sống sót khi ủ nhiệt 75oC chỉ còn lại 50,18% 
(tương đương 4,31 ± 0,03 log CFU/mL) so với 
mật độ ban đầu sau 3 giờ ủ. Mật độ vi khuẩn sụt 
giảm nhanh khi ủ nhiệt ở 85oC, sau 1 giờ là 6,14 
± 0,06 log CFU/mL (71,61%), sau 2 giờ là 5,06 
± 0,10 log CFU/mL (58,99%), sau 3 giờ chỉ còn 
lại 3,05 ± 0,06 (35,58%). Tuy nhiên, có thể thấy 
vi khuẩn B. amylo. có thể chịu được nhiệt độ lên 
đến 85oC trong 3 giờ, thể hiện được khả năng 
chịu nhiệt độ cao. Trong thực tế sản xuất, nhiệt 
độ phối trộn và bảo quản thức ăn gia súc không 
thể vượt quá nhịệt độ này và kéo dài thời gian 
quá lâu. Điều đó cho thấy được khả năng bền của 
B. amylo. đối với nhiệt.

Hình 1. Mật độ tế bào Bacillus amyloliquefaciens ở các nhiệt độ khác nhau theo thời gian.

3.2. B. amylo. trong các môi trường có pH 
khác nhau 

Heo sơ sinh có độ pH dạ dày khá cao (5 - 6), 
tuy nhiên, pH này chỉ duy trì sau vài giờ bú đầu 
tiên khi mới sinh, pH sẽ giảm xuống khoảng 
còn 4 và ổn định ở mức này cho đến khi cai sữa 
(Ioannis, 2016), tuy nhiên cũng tiềm ẩn nguy cơ 
cao các vi sinh vật có hại xâm nhập và nhanh 
chóng tăng số lượng gây bệnh cho vật chủ. Khi 
heo trưởng thành, pH dạ dày có thể thấp hơn 

nữa khoảng 2 - 3 (Ioannis, 2016) thì nếu chủng 
B. amilo có khả năng sống sót trong điều kiện 
này sẽ là ưu điểm đáng kể cho chúng để được 
dùng như probiotic.

Mật độ tế bào sống sót sau 3 giờ ủ ở giá trị 
pH thấp duy trì ở mức 106 CFU/mL. Trong môi 
trường pH = 5,5, mật độ vi khuẩn vẫn duy trì ở 
mức 7,15 ± 0,08 log CFU/mL (tương ứng 83,71% 
so với ban đầu) sau 3 giờ. Tại giá trị pH = 4,5 tỉ lệ 
tế bào sống sót sau 1 giờ lên đến 7,50 ± 0,03 log 
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CFU/mL (tương ứng 87,66%). Sau 3 giờ ủ, tỉ lệ 
sống giảm xuống còn 72,02% (tương ứng mật độ 
vi khuẩn 6,16 ± 0,08 log CFU/mL) (Hình 2). Do 
đó cho thấy điều kiện tương đối cao (pH = 4,5 và 
pH = 5,5), hoàn toàn không gây trở ngại cho hoạt 
động của vi khuẩn B. amylo. 

Heo từ cai sữa đến trưởng thành pH sẽ giảm 
dần (còn khoảng từ 2 - 3) (Ioannis, 2016) do đó B. 
amylo. cần phải sống sót qua điều kiện pH thấp ở 
dạ dày heo trưởng thành mới tiếp tục di chuyển 
đến ruột non và thể hiện vai trò có lợi của mình. 
Do vậy, ở giá trị pH = 3,5 tỉ lệ tế bào vi khuẩn 
sống sót có sự sụt giảm rõ rệt từ 7,29 ± 0,05 log 
CFU/mL (85,36%) sau 1 giờ ủ, còn 5,54 ± 0,02 
(64,79%) sau 3 giờ ủ. Mật độ vi khuẩn B.amylo.

giảm đáng kể sau khi ủ trong môi trường có pH 
= 2,5, tỉ lệ tế bào vi khuẩn sống sót giảm sau 2 và 
3 giờ ủ lần lượt là 71,55%  và 62,43%, tương ứng 
với mật độ vi khuẩn 6,12 ± 0,07 (log CFU/mL)  
5,34 ± 0,04 (log CFU/mL) (Hình 2). Vi khuẩn 
giảm mật độ rõ rệt khi gặp điều kiện pH thấp 
như trong dạ dày heo trưởng thành. Tuy nhiên 
mật độ này cũng còn khá cao, dĩ nhiên là còn 
tuỳ thuộc vào số lượng vi khuẩn ban đầu và các 
thành phần chất hưu cơ khác và thời gian thực tế 
mà thức ăn tồn tại ở dạ dày. Theo nghiên cứu của 
Guerin & ctv. (2001) thức ăn có thể tồn tại trong 
dạ dày heo khoảng 2 đến 4 giờ, cho nên kết quả 
này phần nào cũng khẳng định khả năng bền của 
B. amylo. trong pH dạ dày của heo khi được dùng 
như probiotic.
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Bảng 1. Mật độ tế bào B.amylo. trong dịch dạ dày nhân tạo heo con (pH 4,5) ở các nồng độ 
pepsin khác nhau theo thời gian (n = 3) 

Thời 
gian 
(giờ) 

Pepsin 0%   Pepsin 0,2%   Pepsin 0,3%   

Mật độ 
(log CFU/mL) 

Tỷ lệ 
(%) 

Mật độ 
(log CFU/mL) 

Tỷ lệ 
(%) 

Mật độ 
(log CFU/mL) 

Tỷ lệ  
(%) 

0 8,56 ± 0,06 100,00 8,56 ± 0,04 100,00 8,57 ± 0,05 100,00 

1 7,50 ± 0,03 87,60 7,21± 0,06 84,24 6,96 ± 0,10 81,24 
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Hình 2. Mật độ tế bào B. amylo. trong môi trường ở các mức pH khác nhau theo thời gian.

3.3. Khả năng chống chịu môi trường dạ dày 
nhân tạo của B. amilo.

Dịch dạ dày nhân tạo của heo con có pH = 
4,5, heo trưởng thành có pH = 2,5 với các nồng 
độ enzyme pepsin khác nhau: 0%, 0,2%, 0,3%. 

Những điều kiện nồng độ pepsin khác nhau của 
thí nghiệm này thể hiện sự thay đổi dịch tiêu hoá 
của dạ dày tuỳ thuộc vào sự nguyên vẹn của tế 
bào phân tiết pepsin, sự điều hoà thần kinh thể 
dịch (Fimmel & Blum, 1984).
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Bảng 1. Mật độ tế bào B.amylo. trong dịch dạ dày nhân tạo heo con (pH 4,5) ở các nồng độ pepsin 
khác nhau theo thời gian (n = 3)

Thời gian 
(giờ)

Pepsin 0%  Pepsin 0,2%  Pepsin 0,3%  

Mật độ
(log CFU/mL)

Tỷ lệ 
(%)

Mật độ
(log CFU/mL)

Tỷ lệ 
(%)

Mật độ
(log CFU/mL)

Tỷ lệ 
(%)

0 8,56 ± 0,06 100,00 8,56 ± 0,04 100,00 8,57 ± 0,05 100,00

1 7,50 ± 0,03 87,60 7,21± 0,06 84,24 6,96 ± 0,10 81,24

2 6,32 ± 0,08 73,78 6,12 ± 0,07 71,52 6,08 ± 0,06 70,90

3 6,16 ± 0,08 71,97 6,03 ± 0,11 70,47 5,82 ± 0,15 63,66

= 4,5 ở cả 3 nồng độ pepsin 0%, 0,2%, 0,3% sau 3 
giờ ủ đều đạt tiêu chuẩn 106 CFU/mL (ngoại trừ 
pepsin 0.3% pH = 4,5) nồng độ tối thiểu của một 
chế phẩm vi sinh để vi khuẩn phát huy tác dụng 
trong đường tiêu hoá (Kechagia & ctv., 2013). 
Tuy gặp trở ngại khi tăng nồng độ pepsin lên 
0,3%, nhìn chung mật độ vi khuẩn vẫn duy trì ở 
ngưỡng tác động có lợi.

Mật độ vi khuẩn ở mức pepsin 0%, pH = 4,5 
có giảm sau 2 và 3 giờ ủ  (6,32 ± 0,08 log CFU/
mL và 6,16 ± 0,08 log CFU/mL). Ở môi trường 
có pepsin 0,2%, pH = 4,5 và môi trường pepsin 
0.3%, pH = 4.5 cũng cho thấy mật độ vi khuẩn 
giảm dần sau 0, 1, 2 và 3 giờ ủ. Theo đó, mật độ 
vi khuẩn sau 3 giờ ủ lần lượt là 70,47% và 63,66% 
so với thời điểm ban đầu (Bảng 1). Có thể thấy 
mật độ vi khuẩn trong dịch dạ dày nhân tạo pH 

Bảng 2. Mật độ tế bào B. amylo. trong dịch dạ dày nhân tạo heo trưởng thành (pH =  2,5) ở các nồng 
độ pepsin khác nhau theo thời gian (n = 3)

Thời gian 
(giờ)

Pepsin 0% Pepsin 0,2% Pepsin 0,3%

Mật độ
(log CFU/mL)

Tỷ lệ 
(%)

Mật độ
(log CFU/mL)

Tỷ lệ 
(%)

Mật độ
(log CFU/mL)

Tỷ lệ 
(%)

0 8,56 ± 0,03 100,00 8,56 ± 0,06 100,00 8,56 ± 0,02 100,00

1 7,16 ± 0.06 83,73 7,05 ± 0,02 82,43 6,88 ± 0,09 80,32

2 6,12 ±  0,07 71,55 5,92 ± 0,08 69,13 5,38 ± 0,12 62,77

3 5,34 ± 0,04 62,43 5,09 ± 0,08 59,44 4,73 ± 0,04 55,21

Điều kiện dịch dạ dày nhân tạo pH = 2,5 kết 
hợp với 3 nồng độ pepsin lần lượt là 0%, 0,2%, 
0,3% không lí tưởng cho nhiều loài vi khuẩn. 
Nhưng kết quả cho thấy chủng B. amylo. có khả 
năng sống sót trên 50% trong các điều kiện thí 

nghiệm khác nhau. Tỉ lệ sống sót giảm dần theo 
thời gian 0, 1, 2 và 3 giờ ủ. Trong môi trường 
pepsin 0%, pH = 2,5 quan sát thấy sự suy giảm 
mật độ vi khuẩn sau 1 giờ ủ là 7,16 ± 0,06 log 
CFU/mL (83,73%) sau 3 giờ ủ là 5,34 ± 0,04 
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log CFU/mL (62,43%). Sự suy giảm mật độ vi 
khuẩn tăng lên khi tăng nồng độ pepsin 0,2% 
pH = 2,5, cụ thể chỉ còn 59,44% sau 3 giờ. Tỷ 
lệ vi khuẩn sống sót ở nồng độ pepsin 0,3% pH 
= 2,5 duy trì khá tốt ở 80,32% sau 1 giờ ủ, tuy 
nhiên chỉ còn lại 55,21% sau 3 giờ ủ (Bảng 2). 
Bacillus amyloliquefaciens hoàn toàn có khả năng 
vượt qua được hàng rào dạ dày nhân tạo nhờ sức 
chống chịu của mình.

3.4. Bacillus amyloliquefaciens trong môi 
trường bổ sung muối mật 

Muối mật lại có tác dụng kiểm soát thành 
phần đường ruột giúp cân bằng hệ vi sinh vật 
phong phú (Urdaneta & Casadesús, 2017) bị ức 
chế bởi muối mật, làm cho vi khuẩn không thể 
xâm lấn vào biểu mô hồi tràng (Prouty & Gunn, 
2000). Muối mật cũng làm giảm sự biểu hiện gen 
gây bệnh trên tế bào ruột của vi khuẩn E. coli 
O157:H7 gây xuất huyết đường ruột (Hamner & 
ctv., 2013). Những tác động của muối mật lên vi 
khuẩn rất đa dạng, bao gồm cả sự phá vỡ màng tế 
bào vi khuẩn, gây tổn thương acid nucleic, biến 
tính protein, và tạo phức với sắt, canxi để ngăn 
sự phát triển của vi khuẩn. Các loài vi khuẩn 

đường ruột ở động vật có vú chỉ tồn tại được khi 
chúng có khả năng kháng mật để có thể tự bảo vệ 
khỏi những thương tổn do mật gây ra (Urdaneta 
& Casadesús, 2017). Trong thí nghiệm này, mật 
độ vi khuẩn ở các nồng độ muối mật khác nhau 
được theo dõi theo thời gian ở Hình 3. Ở nồng độ 
muối mật 0%, mật độ vi khuẩn duy trì ổn định 
> 95%, sau 3 giờ ủ vẫn đạt mức 8,16 ± 0,05 log 
CFU/mL (95,43%). Trong điều kiện môi trường 
0,3% muối mật, vi khuẩn B.amylo. vẫn thể hiện 
khả năng thích nghi khá tốt thông qua mật độ 
sau 1 giờ ủ  là 7,91 ± 0,12 log CFU/mL (92,51%), 
sau 3 giờ, mật độ vi khuẩn giảm còn 6,33 ± 0,05 
(74,07%). Khi tăng nồng độ muối mật lên 0,6%, 
sự giảm mật độ vi khuẩn thấy rõ sau 1, 2, 3 giờ ủ, 
tuy vậy vẫn đạt mức 5,24 ± 0,07 (log CFU/mL) 
tương đương 61,34% với tỉ lệ tế bào vi khuẩn sống 
sót này, vẫn đảm bảo số lượng vi khuẩn tối thiểu 
(> 106CFU/mL) để phát huy công dụng của một 
chế phẩm vi sinh trên hệ tiêu hoá của heo. Trong 
một nghiên cứu khác, B. amylo. TL106 được phân 
lập từ lợn Tây Tạng cũng có khả năng sống sót 
lên đến 50% trong điều kiện invitro với muối mật 
0,6% (Haitao, 2021). Có thể thấy rằng, B. amylo. 
đã thể hiện ưu điểm của mình thông qua việc duy 
trì mật độ vi khuẩn trong nồng độ muối mật cao. 

Hình 3. Mật độ tế bào Bacillus amyloliquefaciens ở các nồng độ muối mật khác nhau.

4 giờ, cho nên kết quả này phần nào cũng khẳng định khả năng bền của B. amylo. trong pH dạ 

dày của heo khi được dùng như probiotic. 

 
Hình 2. Mật độ tế bào B. amylo. trong môi trường ở các mức pH khác nhau theo 

thời gian. 
 
3.3. Khả năng chống chịu môi trường dạ dày nhân tạo của B. amilo. 

Dịch dạ dày nhân tạo của heo con có pH = 4,5, heo trưởng thành có pH = 2,5 với các nồng 

độ enzyme pepsin khác nhau: 0%, 0,2%, 0,3%. Những điều kiện nồng độ pepsin khác nhau của 

thí nghiệm này thể hiện sự thay đổi dịch tiêu hoá của dạ dày tuỳ thuộc vào sự nguyên vẹn của 

tế bào phân tiết pepsin, sự điều hoà thần kinh thể dịch (Fimmel & Blum, 1984). 
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pepsin khác nhau theo thời gian (n = 3) 

Thời 
gian 
(giờ) 

Pepsin 0%   Pepsin 0,2%   Pepsin 0,3%   

Mật độ 
(log CFU/mL) 

Tỷ lệ 
(%) 

Mật độ 
(log CFU/mL) 

Tỷ lệ 
(%) 
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0 8,56 ± 0,06 100,00 8,56 ± 0,04 100,00 8,57 ± 0,05 100,00 

1 7,50 ± 0,03 87,60 7,21± 0,06 84,24 6,96 ± 0,10 81,24 
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3.5. Khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh của 
B. amylo.

Bacteriocin là peptide kháng khuẩn được tiết 
ra bởi một số loài vi khuẩn, có khả năng gây chết 
các vi khuẩn khác. Một số nghiên cứu cho rằng 
bacteriocin được tạo ra bởi một số loại vi khuẩn 
trong đường ruột, và đó là phương tiện để chúng 
cạnh tranh trong môi trường có hệ vi sinh vật 
đa dạng này (Joerger, 2003). B. amyloliquefaciens 
thể hiện khả năng kháng khuẩn đáng kể chống 
lại nhiều loại vi khuẩn và nấm so với chủng 
Bacillus khác (Kadaikunnan & ctv., 2015). Một 

nghiên cứu cho thấy bacteriocin do vi khuẩn 
gram dương tạo ra chủ yếu có tác dụng ức chế 
đối với vi khuẩn gram dương và ít hiệu quả hơn 
đối với vi khuẩn gram âm (Gray & ctv., 2006). 
Tuy nhiên, một nghiên cứu khác chỉ ra rằng 
bacteriocin của vi khuẩn B. amyloliquefaciens 
RX7 ức chế sự phát triển của nhiều loài vi khuẩn 
Gram dương khác nhau, bao gồm  B. cereus, S. 
aureus và L. monocytogenes, vi khuẩn Gram âm 
như: E. coli,  P. aeruginosa,  S. enteritidis, và  S. 
gallinarum (Lim & ctv., 2016). Trong nghiên cứu 
này, B. amylo. thể hiện khả năng kháng các vi 
khuẩn gram âm hiệu quả (Hình 4).

Hình 4. Khả năng kháng khuẩn của dịch chiết từ Bacillus amyloliquefaciens.
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Thí nghiệm được thiết kế có mẫu đối chứng 
âm (không chứa tác nhân kháng khuẩn) và mẫu 
chứa dịch chiết canh khuẩn để kiểm tra khả năng 
kháng khuẩn. Kết quả cho thấy, hoạt tính ức chế 
vi khuẩn tăng trưởng lớn nhất của B. amylo. được 
ghi nhận đối với E. coli thực địa có yếu tố bám 
F4, đường kính vòng vô khuẩn là 13 ± 2,6 mm. 
Tiếp theo là E. coli thực địa có yếu tố bám F18 
+ Stx2e và Salmonella Enteritidis thực địa với 
đường kính vòng vô khuẩn lần lượt là 12 ± 2,1 
mm và 12 ± 2,2 mm. Salmonella Typhimurium 
thực địa có vòng vô khuẩn 11 ± 0,6 mm. Cho 
thấy rằng B. amylo. tạo ra vòng vô khuẩn lớn hơn 

đối chứng âm, điều này củng cố khả năng kháng 
khuẩn từ hoạt động kháng khuẩn thực sự của nó.

Vòng vô khuẩn có giá trị là 10 mm được 
quan sát thấy với chủng vi khuẩn E. coli 25922, 
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, 
Salmonella Enteritidis WHO 2014 (Hình 5). 
Hoạt tính ức chế vi khuẩn Salmonella Infantis ở 
mức thấp nhất với vòng vô khuẩn là 9 ± 1,4 mm. 
Kết quả này có sự khác biệt so với nghiên cứu 
về B. amylo. TL106, đường kính vùng ức chế vi 
khuẩn E. coli và Salmonella lần lượt là 15 mm và 
14 mm (Haitao, 2021).  
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Đường kính các vòng vô khuẩn của B.amylo. 
trong thí nghiệm giao động từ 9 đến 13 mm tùy 
theo chủng vi khuẩn. Tuy nhiên, mức này cho 
thấy B. amyloliquefaciens có khả năng kháng 
khuẩn nhưng không mạnh (James, 2023). Có 
thể tăng nồng độ hoặc điều chỉnh môi trường 
để kiểm tra xem có thể cải thiện hiệu quả kháng 
khuẩn không.

Cho đến nay, sự phát triển của các loại kháng 
sinh mới vẫn chưa đủ nhanh để kiểm soát đề 
kháng kháng sinh. Bacteriocin có thể là một giải 
pháp thay thế hữu hiệu. Tuy nhiên, cần tiến hành 
thêm các nghiên cứu để đánh giá lâm sàng, cơ 
chế hoạt động, tác động đến hệ thống miễn dịch 
của vật chủ và hệ vi sinh vật, chi phí sản xuất 
quy mô lớn cũng như sự xuất hiện của tình trạng 
kháng bacteriocin.

4. Kết Luận

Bacillus amyloliquefaciens có các đặc tính 
sinh học tốt với khả năng chịu đựng được các 
điều kiện giả định trong phòng thí nghiệm: nhiệt 
độ cao, pH thấp, muối mật, dịch dạ dày nhân 
tạo. Mật độ vi khuẩn sau khi thử nghiệm vẫn 
đảm bảo trên 106 CFU/mL giúp vi khuẩn duy 
trì tác động tích cực lên hệ vi sinh vật đường 
ruột. Vi khuẩn có hoạt tính sinh học kháng vi 
khuẩn gram âm gây bệnh là E. coli và Salmonella. 
Bacillus amyloliquefaciens thể hiện tiềm năng trở 

thành một chế phẩm vi sinh an toàn, hiệu quả, 
lựa chọn mới thay thế kháng sinh bổ sung vào 
thức ăn để phòng bệnh cho đàn vật nuôi thân 
thiện với sức khoẻ con người.  

Lời Cam Đoan 

Chúng tôi cam đoan bài báo do nhóm tác giả 
thực hiện và không có bất kỳ mâu thuẫn nào giữa 
các tác giả.

Lời Cảm Ơn 

Trân trọng cảm ơn phòng thí nghiệm Kiểm 
nghiệm Súc sản, Môi trường và Sức khoẻ vật 
nuôi, Khoa Chăn nuôi Thú Y, Trường Đại học 
Nông Lâm TP.HCM đã tạo điều kiện tốt nhất về 
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