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NUÔI.
TỔNG QUAN 
Ngoài nước:
Việc sử dụng probiotics đã được biết đến từ lâu, nhưng việc nghiên cứu hệ vi sinh vật đường ruột
và sử dụng probiotic mới thực sự phát triển từ những năm 80 của thể kỷ 20 (Patterson và cộng sự,
2003). Bằng kỹ thuật phân tử, các nhà nghiên cứu đã chỉ ra rằng chỉ có khoảng 20 đến 50% số
loài vi   sinh  vật   đường ruột   ở  động vật được phân lập, nuôi cấy và đánh giá có đặc tính
probiotic (Patterson  và  cộng sự, 2003; Apajialahti và cộng sự, 1998;  Netherwood và cộng sự,
1999; Gong và cộng sự, 2002; Zhu và cộng sự, 2002), các nhà khoa học đã sử dụng kỹ thuật
phân tử để nghiên cứu sự thay đổi cấu trúc quần thể và đặc điểm sinh học của hệ vi sinh vật
đường ruột ở động vật dưới tác động của probiotic. Tuy nhiên, cho đến nay những nhân  tố nào
góp phần tạo nên một hệ vi sinh vật cân bằng hoặc làm rối loạn sự cân bằng của hệ vi sinh vật
đường ruột cũng chưa được hiểu biết đầy đủ (Patterson và cộng sư, 2003). Đã có rất nhiều nghiên
cứu về vai trò của probiotic đối với sức khỏe vật nuôi đối với hệ thống miễn dịch ở niêm mạc ruột
(Schat và cộng sự, 1991; Hersbberg và cộng sự, 2000); Đối với sự thay đổi của niêm mạc ruột
non ở vật nuôi (Glick, 1995; Fontaine và cộng sự, 1996; Dai và cộng sự, 2000; McCracken và
cộng sự, 2001).
Những ảnh hưởng có lợi của probiotic thể hiện ở nhiều khía cạnh khác nhau nhưng những hiểu
biết của con người về cơ chế tác động của probiotic còn rất hạn chế. Có một số  tác giả cho  rằng
hiệu quả của probiotic trong việc ức chế sự phát triển của các vi sinh vật gây bệnh trong hệ tiêu
hóa của động vật có ý nghĩa rất quan trọng. Sự kìm hãm đó được thực hiện theo những cách sau:
cạnh tranh chất dinh dưỡng, sản xuất độc tố và các sản  phẩm  trao  đổi (các  axit béo  bay hơi, 
các  chất giống kháng sinh...), cạnh tranh  vị trí bám dính ở niêm mạc ruột và kích thích hệ thống 
miễn  dịch ruột (Fuller, 1989; Gibson và cộng sự, 2000; Rolfe, 2000; Knight và cộng sự, 2009).
Trong khoảng 20 năm trở lại đây, nhờ ứng dụng những tiến bộ kỹ thuật trong lĩnh vực sinh học
phân tử, đặc biệt là kỹ thuật đọc trình tự axit nucleic trong nghiên cứu phân loại và định danh các
chủng vi sinh vật, công nghệ sản xuất các sản phẩm probiotic phục vụ chăn nuôi ngày càng trở 
nên dễ dàng và phổ biến  hơn ở nhiều nước trên thế giới. Tuy nhiên, các kết quả nghiên cứu về sử
dụng các sản phẩm probiotic trong chăn nuôi rất khác nhau, đôi khi trái ngược nhau. Nhiều
nghiên cứu bổ sung chế phẩm probiotic trên lợn và gà cho thấy có đáp ứng tích cực (Henrich và
cộng sự, 2006) như: (i) Tăng cường khả năng miễn dịch ở lợn con; (ii) Tăng tỷ lệ tiêu hóa các chất
dinh dưỡng; (iii) Tăng hiệu quả sử dụng thức ăn...). Bên cạnh đó cũng có nhiều nghiên cứu đã chỉ
ra hiệu quả không rõ rệt của việc bổ sung các chế phẩm probiotic trong chăn nuôi như: (1) Không
quan sát thấy ảnh hưởng tích cực của probiotic khi bổ sung trong khẩu phần cho lợn cái và lợn
đực thiến ở giai đoạn lợn choai và vỗ béo (Breston và cộng sự, 1998); (2) Đối với lợn con sau cai
sữa không nên sử dụng các chế phẩm probiotic (Navas-Sanchez và cộng sự, 1995); (3) Không
thấy có sự khác nhau về tỷ lệ tiêu hóa thức ăn và hiệu quả sử dụng năng lượng ở các lô thí
nghiệm  và  đối chứng  được  ăn  thức  ăn  có  và  không  có  bổ  sung probiotic (Galassi và cộng
sự, 2001),….
Có rất nhiều ý kiến khác nhau khi giải thích sự khác biệt của các kết quả nghiên cứu,  nhưng  ý



kiến  được nhiều  nhà  khoa học  thống  nhất là các chế  phẩm probiotic tạo nên các đáp ứng tích
cực ở gia súc và gia cầm chỉ khi nó có đầy đủ các đặc tính probiotic, sự thiếu một hoặc nhiều các
đặc tính của probiotic có thể là nguyên nhân chủ yếu của các đáp ứng âm tính.
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Trong nước:
Ở nước ta hiện nay, việc nghiên cứu sản xuất probiotic phục vụ cho đời sống dân sinh nói chung
và chăn nuôi nói riêng còn rất mới mẻ và bắt đầu được quan tâm trong khoảng một thập kỷ gần
đây. Lê Thanh Bình và cộng sự (1999) đã sản  xuất chế phẩm PRO99 gồm hai chủng vi khuẩn
lactic và nuôi thử nghiệm trên gà Broiler cho thấy quần  thể  vi  sinh  vật  đường  ruột  thay đổi 
theo  chiều  hướng  tích  cực,  các  vi khuẩn lactic tăng, E.coli giảm rõ rệt ở nhóm gà được ăn thức
ăn có thức ăn bổ sung PRO99. Khối lượng cơ thể lúc 50 ngày tuổi của gà ở nhóm được ăn thức ăn
có bổ sung PRO99 cao hơn  so  với đối chứng 10,6%.  Phạm  Ngọc Lan  và cộng sự (2003) đã
phân  lập  được  hai  trong  số  789  chủng  vi  khuẩn  lactic  trong  ruột  gà.  Bằng  các phương 
pháp  nghiên  cứu  sinh  học  phân  tử,  nhóm  tác  giả  đã  xác  định  được  các chủng CH123 và
CH156 có những tính chất probiotic gần với Lactobacillus agillis và  Lactobacillus  salivarius  (có 
khả  năng  đề  kháng  được  với  40%  axit  mật;  sinh trưởng được ở môi trường pH = 4,0 và
nồng độ NaCl = 6%, có hoạt tính kháng với Salmonella, E.coli). Nguyễn Thị Hồng Hà và cộng sự
(2003) đã sử dụng hai chủng  Bifidobacterium bifidum và Lactobacillus acidophilus để sản xuất
chế phẩm probiotic, bước đầu đã nghiên cứu được công nghệ sản xuất bằng phương pháp sấy
phun. Chế phẩm sau 6 tháng vẫn có số tế bào vi khuẩn sống ở mức 106 CFU/g và có khả năng
ức chế vi  khuẩn Salmonella.  Nguyễn Thùy Châu (2003)  đã lựa chọn được chủng nấm men
Candida ultilis CM25 cho sinh khối cao trên môi trường rỉ mật, bước đầu đã đưa ra quy trình công
nghệ sản xuất sinh khối loại nấm men này. Nguyễn La Anh và cộng sự (2003) đã phân lập được
chủng vi khuẩn lactic BC5.1 từ nước bắp cải muối chua và đã xác định được rằng chủng vi khuẩn
này có tính chất probiotic và có  thể  sử  dụng  trong  chế  biến  thực  phẩm  Biochi dạng  dung 
dịch  (từ vi Bacillus và Lactobacillus) với mật độ 108 CFU/ml có tác dụng cải thiện môi trường
nước nuôi tôm, cá. Lê Tấn Hưng, Võ Thị Hồng Hạnh và cộng sự (2003) đã nghiên cứu sản xuất hai
chế phẩm probiotic BIOI và BIOII. Chế phẩm BIOII gồm các nhóm vi sinh vật Lactobacillus, Bacillus
và Sacharomyces phối  hợp  với  các enzym -amylaza và proteaza dùng trong xử lý môi trường
nước nuôi tôm, cá và chế phẩm BIOI dùng trong chăn nuôi. Bạch Quốc Thắng và cộng sự (2010)
khảo sát ba chủng lactic (L. acidophilus, L. kefir, L. sporogenes) cho thấy cả ba nghiên cứu có khả
năng sống và sinh trưởng tốt trong điều kiện pH=4 và muối mất ở các nồng độ 0,3 -1%, đây chính
là những chủng tiềm năng để chế tạo probiotic sử dụng cho gia súc, gia cầm phòng và điều trị hội
chứng tiêu chảy,…
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MỤC TIÊU 
Tạo ra chế phẩm probiotic (ở dạng bột) có chất lượng tốt đáp ứng cho nhu cầu thị trường thức ăn
chăn nuôi hiện nay và định hướng phát triển bền vững ngành chăn nuôi cho những năm tiếp theo.
Từng bước xây dựng ngân hàng các chủng vi sinh vật có lợi để sử dụng tạo chế phẩm probiotic
phục vụ cho những nghiên cứu tiếp theo.
NỘI DUNG 
15.1.  Nội dung nghiên cứu
15.1.1 Phân lập các chủng Lactobacillus
-         Hình thái khuẩn lạc
-         Khả năng sinh catatase
-         Khả năng di động
-         Nhuộm Gram quan sát hình thái tế bào
15.1.2 Định danh sơ bộ bằng các phản ứng sinh lý sinh hóa
15.1.3 Đánh giá đặc tính probiotic của các chủng Lactobacillus phân lập
-         Lên men đồng hình/dị hình
-         Khả năng chống chịu môi trường axit thấp: pH= 2; pH= 3, pH= 4
-         Khả năng chống chịu muối mật: 0,05 – 0,1 – 0,15 – 0,3%
-         Khả năng chống chịu phonol: 0,4%
-         Kháng vi sinh vật kiểm định E.coli, Salmonella, Bacillus subtilis
-         Khả năng sinh trưởng ở các nhiệt độ: 150C, 250C, 370C,  400C
-         Khả năng chống chịu NaCl: 1-3-5-7-9%
15.1.4 Định lượng axít lactic được sinh ra
15.1.5 Định danh Lactobacillus
-         Tách chiết DNA
-         Nhân trình tự rDNA 16S
-         Tinh sạch sản phẩm PCR



-         Đọc trình tự, xác định loài
15.1.6              Xác định động thái lên men, tạo chế phẩm sinh học 
15.1.6.1    Khảo sát sơ bộ động thái lên men
-         Nhu cầu sử dụng oxy
-         Ảnh hưởng của nhiệt độ lên men đến sinh trưởng của vi khuẩn
-         Ảnh hưởng của tốc độ nuôi lắc đến sinh trưởng của vi khuẩn
15.1.6.2    Khảo sát động thái lên men trên thiết bị lên men Infors
15.1.6.3    Chế tạo chế phẩm (Nguyễn Thế Trang, 2010)
-         Thu hồi sinh khối tế bào
-         Phối trộn các chất mang
-         Kiểm tra số lượng tế bào trong chế phẩm
15.1.7 Đánh giá sơ bộ chế phẩm trên động vật thí nghiệm
* Trong phòng thí nghiệm: Sự biến động về số lượng vi khuẩn lactic trong chế phẩm ở nhiệt độ
phòng
* Thử nghiệm chế phẩm trên động vật thí nghiệm (gà):
- Kiểm tra sự ảnh hưởng của chế phẩm tới sinh trưởng của gà
- Tác dụng của chế phẩm đến số lượng E.coli, Salmonella trong đường tiêu hóa của gà
PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
14.2.1 Phương pháp thu thập mẫu
       Các sản phẩm được thu thập tại địa bàn thành phố Thái Nguyên mang tích chất đại diện, sau
khi được thu được mẫu, các mẫu này sẽ được mã hóa và được bảo quản ở 40C.
14.2.2 Phương pháp nuôi cấy, phân lập
* Phân lập:
Để phân lập vi khuẩn lactic từ các sản phẩm lên men sử dụng phương pháp pha loãng mẫu bằng
nước vô trùng, cấy gạt dịch pha loãng ở nồng độ thích hợp trên đĩa petri chứa môi trường MRS.
Nuôi ở 370C trong 48 giờ. Kiểm tra sự xuất hiện các khuẩn lạc trên đĩa Petri, tách và thuần khiết
các khuẩn lạc có vùng trong suốt xung quanh (axit phân giải CaCO3  tạo vòng trong). Bảo quản
giống trong ống nghiệm môi trường MRS thạch nghiêng. Mỗi mẫu phân lập chọn các khuẩn lạc có
hình thái khác nhau và quan sát tế bào dưới kính hiển vi (Xiao-Hua Guo và cộng sự 2010)
* Nhuộm Gram:
Dùng que cấy vô trùng lấy dịch huyền phù tế bào vi khuẩn đặt lên phiến kính. Cố định tiêu bản
bằng ngọn lửa rồi nhuộm thuốc đầu bằng dung dịch tím kết tinh (crystal violet) trong khoảng 1
phút.  Rửa bằng nước. Nhuộm  tiếp bằng dung dịch Lugol trong 1 phút. Rửa bằng nước. Phủ lên
vết bôi dung dịch etanol 95%:axeton (1:1) trong khoảng 1 phút. Lại rửa bằng nước. Sau đó
nhuộm tiếp bằng thuốc nhuộm màu đỏ (như Safranin hay Fuchsin Ziehl) trong 30 giây - Rửa qua
nước, để khô, soi kính (Nguyễn Lân Dũng và cộng sự 1975).
* Phản ứng sinh catalaza:
Nhỏ trực tiếp vài giọt H2O2 lên bề mặt của khuẩn lạc và quan sát sự xuất hiện bọt bằng mắt
thường.
14.2.3 Định danh sơ bộ các chủng Lactobacillus  (Theo khóa phân loại của Bergey, 1984)
14.2.4 Phương pháp đánh giá đặc tính probiotics
* Lên men đồng hình/dị hình
Úp ngược ống Durham vào bên trong ống nghiệm có chứa môi trường MRS ở dạng lỏng, tiến
hành nuôi cấy chủng cần tuyển chọn bằng cách quan sát khí trong ống Durham (Nguyễn Lân



Dũng và cộng sự, 1975).
* Hoạt tính kháng khuẩn:
Hoạt  tính  kháng  khuẩn  được  xác  định  bằng  phương  pháp  đục  lỗ.  Phương pháp như sau:
môi trường thử hoạt tính kháng khuẩn được đổ trên đĩa petri (chứa vi khuẩn kiểm định), sau khi
môi trường đã đông cứng tiến hành đục lỗ thạch. Nhỏ phần dịch trong (dịch nuôi cấy đã li tâm)
vào các lỗ đã đục, để ở 40C trong 6 giờ, sau  đó  mang  các  đĩa  thạch  để 370C.  Sau  24  giờ 
quan  sát  vòng  kháng  khuẩn  tạo thành. Hoạt tính kháng khuẩn của các chủng vi sinh vật tuyển
chọn được tính bằng đường kính vòng kháng khuẩn ∆D (Schillinger và cộng sự, 1989).
        ∆D = D-d (mm) với D: đường kính vòng vô khuẩn (mm); d: đường kính lỗ thạch (mm)
* Khả năng chống chịu phenol:
Pha chế môi trường MRS ở dạng lỏng có bổ sung 0,4% phenol, sau đó tiến hành nuôi cấy các
chủng Lactobacillus theo dõi sự sinh trưởng của chúng từ 0 – 1 – 2 – 3 – 4 – 24 – 48 – 72 giờ
thông qua chỉ số OD600 và CFU (Hoque và cộng sự, 2010)
* Khả năng chống chịu muối mật:
Pha chế môi trường MRS ở dạng lỏng có bổ sung 0,05 – 0,1 – 0,15 – 0,3% muối mật, sau đó tiến
hành nuôi cấy các chủng Lactobacillus theo dõi sự sinh trưởng của chúng từ 0 – 1 – 2 – 3 – 4 – 24
– 48 – 72 giờ thông qua chỉ số OD600 và CFU (Sahadeva và cộng sự, 2011)
* Khả năng chống chịu NaCl:
Pha chế môi trường MRS ở dạng lỏng có bổ sung 1-3-5-7-9% muối NaCl, sau đó tiến hành nuôi
cấy các chủng Lactobacillus theo dõi sự sinh trưởng của chúng từ 0 – 1 – 2 – 3 – 4 – 24 – 48 – 72
giờ thông qua chỉ số OD600 và CFU (Hoque và cộng sự, 2010)
* Khả năng chống chịu axit thấp:
Pha chế dung môi PBS được điều chỉnh ở pH =2; pH =3 bằng HCl 1M, sau đó cấy các chủng
Lactobacillus  theo dõi  sự sinh trưởng của chúng từ 0 – 1 – 2 – 3 giờ thông qua chỉ  số CFU
(Sahadeva và cộng sự, 2011)
* Khả năng sinh trưởng ở các nhiệt độ khác nhau:
Pha chế môi trường MRS ở dạng lỏng sau đó tiến hành nuôi cấy các chủng Lactobacillus nuôi ở
150C, 250C, 370C và 400C theo dõi sự sinh trưởng của chúng từ 0 – 1 – 2 – 3 – 4 – 24 – 48 –
72 giờ thông qua chỉ số OD600 và CFU (Hatice, 2007)
14.2.5 Phương pháp định lượng axít lactic được sinh ra
        Lấy 10ml dịch lên men đã li  tâm bỏ sinh khối, bổ sung 20ml nước cất và thêm  2  giọt 
phenolphtalein  (nồng  độ  1%  trong  cồn  90%).  Sau  đó  chuẩn  độ  bằng NaOH 0,1N đến khi
xuất hiện màu hồng nhạt bền trong 30 giây thì dừng lại. Ghi lại thể tích NaOH (ml) đã dùng.
Lượng axit lactic được tính như sau:
% axit lactic sinh ra = VNaOHtiêu tốn  x 0,009 (g/l)
14.2.6 Phương pháp định danh Lactobacillus (Theo phương pháp của Cardinal và cs, 1997)
-       Tách chiết DNA
-       Nhân trình tự rDNA 16S
-       Tinh sạch sản phẩm PCR
-       Đọc trình tự, xác định loài
14.2.7 Phương pháp tạo chế phẩm (Nguyễn Thế Trang, 2010)
14.2.8 Phương pháp đánh giá chế phẩm
* Trong phòng thí nghiệm:
- Sự biến động về số lượng vi khuẩn lactic trong chế phẩm ở nhiệt độ phòng: Định kỳ 1–2-3-4-5-6



tháng lấy mẫu chế phẩm tiến hành phân tích số lượng tế vi khuẩn/gam (Bạch Quốc Thắng và
cộng sự, 2010).
* Thử nghiệm chế phẩm trên động vật thí nghiệm (gà):
Nghiên cứu này được bố trí thành 3 lô thí nghiệm: TN1 Có bổ sung chế phẩm chế tạo ra 2% so với
tổng lượng thức ăn; Đ/C không bổ sung chế phẩm; TN2 Bổ sung chế phẩm (2% so với tổng lượng
thức ăn) cùng loại hiện có trên thị trường (Phạm Thị Ngọc Lan, 2007):
- Kiểm tra sự ảnh hưởng của chế phẩm tới sinh trưởng của gà: Tiến hành cân gà thí nghiệm vào
buổi sáng trước khi cho ăn các giai đoạn: Sơ sinh – 10 – 20 – 30 – 40 – 50 – 60 ngày tuổi.
- Tác dụng của chế phẩm đến số lượng E.coli, Salmonella trong đường tiêu hóa của gà: Các mẫu
phân gà được lấy ngay sau khi bài tiết ra và đưa vào ống nghiệm vô trùng được bảo quản lạnh
rồi tiến hành phân tích các chỉ tiêu vi sinh vật ngay. Cân 10 gam phân gà được hòa tan đều trong
90ml nước muối sinh lý vô trùng, pha loãng đến lồng độ thích hợp, nuôi cấy ở môi trường chọn
lọc. Từ các khuẩn lạc phát triển trên môi trường đặc trưng từ đó định lượng số lượng E.coli (TCVN
4882-2007), Salmonella (TCVN 4892-2005) có ở trong phân gà ở các giai đoạn: sơ sinh – 10 –
20 – 30 – 40 – 50 – 60 ngày tuổi.
14.2.9 Phương pháp đếm tế bào vi khuẩn lactic (52 TCN - TQTP 0013: 2006)
Để xác định tổng số vi khuẩn Lactic có trong 1g (1ml) mẫu kiểm nghiệm, chọn những đĩa có không
quá 150 khuẩn lạc của 2 đậm độ pha loãng liên tiếp. Tổng số vi khuẩn Lactic có trong 1g hoặc
1ml mẫu thử (N) được tính theo công thức sau:
                                          åC
                    N = --------------------------
                                V( n1+ 0,1xn2 )d
Trong đó:
               å C: Tổng số khuẩn lạc đếm được trên tất cả  các đĩa đã chọn.
               V: Thể tích cấy trên mỗi đĩa tính bằng ml
                n1: Số đĩa của đậm độ pha loãng thứ nhất được giữ lại
                n2: Số đĩa của đậm độ pha loãng thứ hai được giữ lại
                           d: Hệ số pha loãng của đậm độ pha loãng thứ nhất
14.2.10 Phương pháp xử lý số liệu: Excel, STATG
HIỆU QUẢ KTXH 
Miền núi phía Bắc là một địa bàn trọng yếu về an ninh quốc phòng của cả nước, việc đảm bảo an
ninh trên cơ sở phát triển kinh tế xã hội, tạo công ăn việc làm, nâng cao thu nhập cho người dân
trên địa bàn, nhanh chóng đưa các tỉnh miền núi tiến kịp miền xuôi chính là vấn đề luôn giành
được sự quan tâm hành đầu của Đảng và Nhà nước ta.
Thái Nguyên là cửa ngõ giao lưu kinh tế - xã hội giữa vùng trung du miền núi với vùng đồng bằng
Bắc Bộ. Hơn nữa, trên địa bàn tỉnh Thái Nguyên tập trung rất nhiều các trường Đại học, đứng thứ
3 trong cả nước về quy mô đào tạo. Hàng năm thu hút và đào tạo hàng trục ngàn sinh viên ra
trường phục vụ phát triển kinh tế của vùng trung du miền núi phía Bắc nói riêng và cả nước nói
chung. Việc triển khai đề tài nghiên cứu sẽ góp phần đào tạo các đội ngũ trí trẻ gắn lý thuyết với
thực nghiệm. Nghiên cứu cũng tạo ra sản phẩm ứng dụng trong đời sống sản xuất của nhân dân,
phát triển ngành chăn nuôi theo hướng bền vững.
ĐƠN VỊ SỬ DỤNG
- Các cơ sở/trang trại/hộ gia đình chăn nuôi.
- Các Công ty sản xuất  và kinh doanh thức ăn gia súc, gia cầm



 - Các cơ sở đào tạo, nghiên cứu trong và ngoài tỉnh.


