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Tóm tắt 

Khả năng ức chế nấm men của acid sorbic và cycloheximide được chúng tôi tiến hành 

khảo sát trên 09 chủng nấm men “hoang dại” phân lập từ nhiều nguồn khác nhau. Acid sorbic 

được bổ sung vào môi trường thạch MRS với hai đồng độ 0,01 g/L (TCVN 5522 : 1991) và 

1,4 g/L (TCVN 7906 : 2008). Kết quả cho thấy ở cả hai nồng độ khảo sát, hiệu quả ức chế 

các chủng nấm men của acid sorbic còn rất hạn chế. Ngược lại, kết quả khảo sát của môi 

trường thạch MRS bổ sung cycloheximide với dãy nồng độ 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 và 0,10 

g/L có khả năng ức chế hoàn toàn các chủng nấm men. Hiệu năng của môi trường thạch 

MRS có bổ sung 0,05 g/L cycloheximide được thử nghiệm với hai thông số độ phát triển 

(0,7 ≤ PR ≤ 1,4) và hệ số chọn lọc (SF
 ≥ 2) đạt yêu cầu theo ISO 11133. Kết quả cho thấy khả 

năng ức chế nấm men của cycloheximide cao hơn so với acid sorbic và đề xuất sử dụng môi 

trường thạch MRS với hàm lượng 0,05 g/L, pH 6,2 (sau khi hấp khử trùng) để thiết lập qui 

trình phân tích định lượng Lactobacillus spp. bằng kỹ thuật đổ đĩa với nhiệt độ ủ 37oC ± 1oC 

trong 72 ± 3 giờ. Bên cạnh đó, dữ liệu nghiên cứu còn góp phần cải tiến quy trình định lượng 

Lactobacillus spp. nhằm đảm bảo chất lượng kết quả kiểm nghiệm của các trung tâm, đơn 

vị hoạt động trong lĩnh vực thử nghiệm. Đồng thời nâng cao năng lực, hiệu quả quản lý của 

cơ quan nhà nước về chất lượng sản phẩm hàng hóa ở Việt Nam nói chung và thành phố Hồ 

Chí Minh nói riêng.  

Từ khóa: Cycloheximide, Lactobacillus spp., nấm men, probiotic, Saccharomyces spp. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Lactobacillus spp. là một trong những vi khuẩn probiotic được sử dụng phổ biến, đem 
lại nhiều lợi ích cho sức khỏe con người. Sử dụng probiotic Lactobacillus làm cân bằng hệ 
vi sinh vật đường tiêu hóa trong cơ thể vật chủ, điều chỉnh phản ứng miễn dịch và chống lại 
hoạt động của các vi sinh vật gây bệnh [1]. Lactobacillus còn được dùng làm giống khởi 
động trong công nghiệp để kiểm soát quá trình sản xuất yogurt, rau củ muối, bia, rượu táo, 
kim chi, kefir và các thực phẩm khác cũng như thức ăn chăn nuôi. Các chủng Lactobacillus 

spp. có khả năng ức chế và tiêu diệt các vi sinh vật gây bệnh do sự cạnh tranh chất dinh 
dưỡng, khả năng sản sinh acid làm giảm pH môi trường, tạo biofilm và các chất kháng khuẩn 
trong đó có H2O2 [2]. Ngày nay, các sản phẩm probiotic thường được sản xuất dưới dạng 
hỗn hợp, bao gồm hay phối trộn nhiều chủng vi sinh vật. Trong đó, phần lớn Lactobacillus 
spp. thường được sản xuất kết hợp với các chủng nấm men, đặc biệt là Saccharomyces spp. 
hay Saccharomyces cerevisiae. Ngoài ra, vi khuẩn lactic và nấm men có thuộc tính cộng 
sinh, vi khuẩn lactic tạo môi trường acid thuận lợi cho sự sinh sôi của nấm men, trong khi 
nấm men cung cấp các vitamin và các yếu tố cần cho sự phát triển của vi khuẩn lactic như 
là các acid amin [3]. Chính vì việc phối trộn nhiều lợi khuẩn trong cùng một sản phẩm đã 
gây ra nhiều khó khăn trong việc nhận định khuẩn lạc đặc trưng, dẫn đến quá trình kiểm 
nghiệm không đảm bảo thu nhận được một kết quả định lượng chính xác, đặc biệt tính chọn 
lọc của môi trường nuôi cấy sử dụng để phân lập Lactobacillus spp. với hiệu quả thấp hoặc 
không ức chế hoàn toàn các vi sinh vật nền hoặc không phải mục tiêu khác. 

 Hiện nay, phương pháp định lượng Lactobacillus spp. tại các phòng kiểm nghiệm ở 
Việt Nam phần lớn được thực hiện theo TCVN 5522:1991 [4]. Môi trường phân lập được sử 
dụng theo tiêu chuẩn này là thạch MRS bổ sung acid sorbic với nồng độ 0,01 g/L. Trong quá 
trình thực hiện thử nghiệm chỉ tiêu này tại Phòng Vi sinh-Trung tâm Dịch vụ Phân tích Thí 
nghiệm thành phố Hồ Chí Minh, nhóm tác giả thấy rằng môi trường thạch phân lập 

Lactobacillus spp. đang được sử dụng không có khả năng ức chế hoàn toàn nấm men. Chính 
vì vậy, khi tỷ lệ vi khuẩn Lactobacillus spp. trong mẫu nhỏ hơn so với số lượng nấm men 
nội sinh thì việc định lượng Lactobacillus spp. gặp rất nhiều khó khăn trong việc nhận diện 
khuẩn lạc điển hình, tốn rất nhiều thời gian, chi phí nguyên vật liệu và công lao động. Việc 
khảo sát, đánh giá và lựa chọn nồng độ của cycloheximide và acid sorbic để ức chế nấm men 
giúp tăng cường nhận diện chính xác Lactobacillus là yêu cầu cấp thiết đối với các cơ quan 
quản lý nhà nước, đặc biệt là các trung tâm, đơn vị kiểm nghiệm. Kết quả nghiên cứu sẽ góp 
phần cung cấp tư liệu cải tiến quy trình định lượng Lactobacillus spp. nhằm đảm bảo chất 
lượng kết quả thử nghiệm, làm bằng chứng khoa học cho các quyết định cấp nhà nước về 
quản lý, kiểm soát chất lượng chế phẩm sinh học probiotic đang được lưu thông bày bán tại 
thị trường Việt Nam. 
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2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu  

09 chủng nấm men và 13 chủng Lactobacillus spp. phân lập từ nhiều nguồn khác nhau. 
Chủng vi sinh vật đối chứng: Saccharomyces cerevisiae ATCC 7963, Lactobacillus 

acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus paracasei ATCC 253, Escherichia coli ATCC 
25922, Bacillus cereus ATCC 11778. Tất cả các chủng được lưu giữ trong các ống Cryobank 
ở nhiệt độ -70oC tại Trung tâm Dịch vụ Phân tích Thí nghiệm TP. HCM. 
2.2. Phương pháp nghiên cứu  

2.2.1. Phương pháp phân lập và định danh Lactobacillus spp. 

Phương pháp phân lập Lactobacillus spp. được thực hiện theo TCVN 5522:1991 [4], 
bao gồm các bước: (i) Chuẩn bị mẫu thử và dịch huyền phù: đồng nhất khoảng 10 g mẫu thử 
với 90 mL Maximum Recovery Diluent-MRD (Merck/146809); (ii) Phân lập: cấy 01 mL 
dung dịch huyền phù vào môi trường thạch MRS (Oxoid/CM0361) ủ ở 37oC ± 1oC trong 72 
± 3 giờ; (iii) Nhận diện khuẩn lạc đặc trưng: các khuẩn lạc nghi ngờ Lactobacillus spp. 
thường không màu, đường kính từ 1 đến 3 mm, có hình dạng thấu kính hoặc hình sao, chọn 
ít nhất 05 khuẩn lạc điển hình để thực hiện các thử nghiệm sinh hóa như nhuộm Gram và 
phản ứng catalase; (iv) Khẳng định: các khuẩn lạc cho kết quả là trực khuẩn Gram dương, 
tạo thành chuỗi xích ngắn hoặc dài và phản ứng catalase âm tính được khẳng định là vi khuẩn 
thuộc nhóm Lactobacillus spp. 
2.2.2. Phương pháp phân lập và định danh nấm men 

Phương pháp phân lập Saccharomyces spp. được thực hiện gồm các bước: (i) Chuẩn 
bị mẫu thử và dịch huyền phù: đồng nhất khoảng 10 g mẫu thử với 90 mL Maximum 
Recovery Diluent-MRD (Merck/146809); (ii) Phân lập: trải 01 mL dung dịch huyền phù vào 
môi trường thạch Yeast extract Glucose Chloramphenicol-YGC (Merck/116000) ủ ở 25oC 
± 1oC trong 3 - 5 ngày; (iii) Nhận diện khuẩn lạc đặc trưng: chọn các khuẩn lạc nghi ngờ 
nấm men, cấy vào các ống có chứa môi trường Malt extract (Merck/70146). Ủ ở 28oC ± 1oC 
trong 72 ± 3 giờ; (iv) Khẳng định: Saccharomyces spp. không tạo váng sớm trên môi trường 
Malt extract. Tiếp tục quan sát dưới kính hiển vi Saccharomyces spp. sinh sản bằng lối nảy 
chồi theo nhiều hướng, hình tròn, hình trứng hoặc dạng kéo dài [5]. 

Saccharomyces cerevisiae được phân lập theo NF EN 15789:2009 [6], bao gồm các 
bước: (i) Chuẩn bị mẫu thử và dịch huyền phù: đồng nhất khoảng 10 g mẫu thử với 90 mL 
Maximum Recovery Diluent-MRD (Merck/146809); (ii) Phân lập: cấy 01 mL dung dịch 
huyền phù vào môi trường thạch Yeast extract Glucose Chloramphenicol-YGC 
(Merck/116000) ủ ở 30oC ± 1oC trong 2 - 5 ngày; (iii) Nhận diện khuẩn lạc đặc trưng: các 
khuẩn lạc đặc trưng Saccharomyces cerevisiae thường có màu kem, đục, khoảng 1 - 6 mm. 
(iv) Khẳng định: tiến hành xác nhận sinh hóa các khuẩn lạc điển hình bằng kit API 20 C 
AUX (Biomerieux/07628). 
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2.2.3. Khảo sát khả năng ức chế nấm men của acid sorbic và cycloheximide 

Chuẩn bị các đĩa thạch MRS (Oxoid/CM0361) có bổ sung acid sorbic (Sigma-
Aldrich/S1626) với nồng độ 0,01 g/L theo TCVN 5522:1991 (MRS-AS01) [4] và 1,4 g/L 
theo TCVN 7906:2008 (MRS-AS14) [7]. Tương tự, đối với các đĩa thạch MRS có bổ sung 
cycloheximide (Sigma-Aldrich/C4859) với nồng độ 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 và 0,10 g/L 
(MRS-CY02-10). 

Chuẩn bị các dung dịch chủng nấm men có nồng độ khoảng 107 (CFU/mL), pha loãng 
thập phân thành dãy các nồng độ liên tiếp từ 10-1 ÷ 10-5. Tiến hành, cấy các nồng độ pha 
loãng của từng dịch chủng nấm men vào môi trường MRS-AS01; MRS-AS14 và MRS-
CY02-10. Đồng thời tiến hành cấy song song với môi trường thạch Yeast extract Glucose 
Chloramphenicol-YGC (Merck/116000) để kiểm chứng. Ủ các đĩa thạch MRS-AS01; MRS-
AS14 và MRS-CY02-10 ở 37oC ± 1oC trong 72 ± 3 giờ và các đĩa thạch YGC ở 25oC ± 1oC 
trong 72 ± 3 giờ. Sau thời gian ủ, quan sát và đánh giá khả năng ức chế của acid sorbic và 
cycloheximide đối với các chủng nấm men phân lập. 
2.2.4. Khảo sát hiệu năng môi trường nuôi cấy được đề xuất 

Từ kết quả khảo sát khả năng ức chế acid sorbic và cycloheximide đối với các chủng 
nấm men đã thu thập, nhóm tác giả tiến hành đề xuất môi trường nuôi cấy phù hợp. Sau đó, 
tiến hành thử nghiệm hiệu năng của môi trường nuôi cấy được đề xuất thông qua hệ số phát 

triển (0,7 ≤ PR ≤ 1,4) và độ chọn lọc (SF
 ≥ 2) theo ISO 11133:2014 [8], cụ thể được tiến hành 

như sau: Chuẩn bị các dung dịch chủng ở khoảng 104 ÷ 106 (CFU/mL). Trải 0,1 mL dung 
dịch chủng đã chuẩn bị đồng thời lên môi trường cần kiểm tra là môi trường được đề xuất 
và môi trường tham chiếu (MRS). Các đĩa này được ủ ở 37oC ± 1oC trong 72 ± 3 giờ. Sau 
khi ủ, đếm tổng số khuẩn lạc Lactobacillus spp. mọc trên các đĩa. 

Đối với độ phát triển của môi trường đề xuất được tính theo công thức sau: 

 

Trong đó: 
NS: tổng số khuẩn lạc đếm được trên môi trường đề xuất (MRS-CY05) 
N0: tổng số khuẩn lạc đếm được trên môi trường tham chiếu (MRS) 
Đối với hệ số chọn lọc của môi trường đề xuất được tính theo công thức sau: 

 

Trong đó: 
D0: độ pha loãng cao nhất có vi sinh vật phát triển trên môi trường tham chiếu không 

chọn lọc 
Ds: độ pha loãng cao nhất có vi sinh vật phát triển trên môi trường đề xuất 
SF, D0 và Ds được biểu thị bằng đơn vị log10 

0

s
R N

N
P =

SF = D0 - Ds 
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3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

3.1. Kết quả phân lập các chủng nấm men và Lactobacillus spp. 

Nhằm mục đích thu nhận các chủng Lactobacillus spp. có nguồn gốc đa dạng và các 
chủng nấm men thường phát triển trên môi trường thạch MRS gây khó khăn cho quá trình 
định lượng Lactobacillus spp., thực hiện theo Mục 2.2.1 và 2.2.2 chúng tôi đã phân lập và 
định danh được 09 chủng nấm men và 13 chủng Lactobacillus spp. Kết quả được trình bày 
tại Bảng 1. 

Bảng 1. Chủng Lactobacillus spp. và nấm men được phân lập từ nhiều nguồn khác nhau 

STT Vi sinh vật Nguồn gốc Ghi chú 

1 Lactobacillus spp. 01 Sữa lên men  

2 Lactobacillus spp. 02 Dưa chua  

3 Lactobacillus spp. 03 Chế phẩm probiotic  

4 Lactobacillus spp. 04 Sữa chua  

5 Lactobacillus spp. 05 Dịch tôm tươi  

6 Lactobacillus spp. 06 Xá xíu  

7 Lactobacillus spp. 07 Nước ép ca cao tươi  

8 Lactobacillus spp. 08 Men tươi  

9 Lactobacillus spp. 09 Men khô  

10 Lactobacillus spp. 10 Men vi sinh thành phẩm  

11 Lactobacillus spp. 11 Chao pha sẵn  

12 Lactobacillus spp. 12 Thức ăn chăn nuôi  

13 Lactobacillus spp. 13 Sữa lên men  

14 Nấm men 01 Thức ăn chăn nuôi 
Saccharomyces cerevisiae 

01 

15 Nấm men 02 Chế phẩm probiotic 
Saccharomyces cerevisiae 

02 

16 Nấm men 03 Dịch ép trái cây lên men 
Saccharomyces cerevisiae 

03 

17 Nấm men 04 Men khô 
Saccharomyces cerevisiae 

04 

18 Nấm men 05 Men tươi 
Saccharomyces cerevisiae 

05 

19 Nấm men 06 
Thức ăn thủy sản bổ 

sung 
Saccharomyces spp. 01 

20 Nấm men 07 Phụ gia thực phẩm Saccharomyces spp. 02 

21 Nấm men 08 Men vi sinh thành phẩm  

22 Nấm men 09 Chế phẩm sinh học  
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3.2 Kết quả khảo sát khả năng ức chế nấm men của acid sorbic 

Acid sorbic là một loại acid hữu cơ thường được sử dụng trong các môi trường nuôi 
cấy vi sinh nhằm ức chế sự phát triển của các loại nấm men, nấm mốc. Với mục đích đánh 
giá khả năng ức chế của acid sorbic đối với 13 chủng nấm men thu nhận được từ nhiều nguồn 
khác nhau, chúng tôi tiến hành khảo sát với môi trường thạch MRS bổ sung acid sorbic với 
hai nồng độ 0,01 g/Lvà 1,4 g/L (MRS-AS01; MRS-AS14) với các bước tiến hành như Mục 
2.2.3 và ghi nhận kết quả tại Bảng 2. 

Bảng 2. Kết quả khảo sát khả năng ức chế nấm men của acid sorbic 

STT Tên chủng vi sinh vật 
Kết quả (CFU/mL) 

MRS-AS01 MRS-AS14 YGC 

1 Saccharomyces cerevisiae ATCC 7963 1,0 × 106 1,1 × 106 1,1 × 106 
2 Saccharomyces cerevisiae 01 1,5 × 107 1,4 × 107 1,6 × 107 
3 Saccharomyces cerevisiae 02 4,8 × 106 4,2 × 106 5,2 ×106 
4 Saccharomyces cerevisiae 03 3,2 × 106 3,0 × 106 3,5 × 106 
5 Saccharomy cescerevisiae 04 4,0 × 106 3,2 × 106 4,2 × 106 
6 Saccharomyces cerevisiae 05 5,5 × 107 5,0 × 107 6,1 × 107 
7 Saccharomyces spp. 01 4,5 × 107 4,4 × 107 5,9 × 107 
8 Saccharomyces spp. 02 1,0 × 107 9,0 × 106 1,2 × 107 
9 Nấm men 08 < 01 < 01 2,8 × 106 

10 Nấm men 09 < 01 < 01 7,4 × 107 
 

Kết quả ở Bảng 2 cho thấy, acid sorbic mặc dù có khả năng ức chế một số loại nấm 
men nhưng không có khả năng ức chế Saccharomyces spp. và Saccharomyces cerevisiae là 
các chủng nấm men thường được phối trộn trong chế phẩm sinh học, dược, thủy sản, men vi 
sinh, thức ăn chăn nuôi bổ sung vi sinh vật có lợi, … trên thị trường hiện nay. Điều này cũng 
đã được Thomas và cộng sự thực nghiệm và chứng minh rằng nồng độ acid sorbic 0,1% 
không có tác dụng ức chế nấm men và nấm mốc khi nuôi cấy bằng môi trường canh thang 
Basal khi pH môi trường là 7,0 và chỉ có thể ức chế nấm men ở pH dưới 4, 5 [9]. 
3.3 Kết quả khảo sát khả năng ức chế nấm men của cycloheximide 

Cycloheximide là chất thường được sử dụng để ức chế quá trình sinh tổng hợp protein 
của nấm men và các loài vi khuẩn khác. Nhằm đánh giá khả năng ức chế của cycloheximide 
đối với các chủng nấm men phân lập được từ nhiều nguồn khác nhau, chúng tôi tiến hành 
khảo sát với môi trường thạch MRS bổ sung cycloheximide với nồng độ 0,02 g/L (MRS-
CY02); 0,04 g/L (MRS-CY04); 0,06 g/L (MRS-CY06); 0,08 g/L (MRS-CY08) và 0,10 g/L 
(MRS-CY10) đối với các bước thực hiện theo mục 2.2.3 và ghi nhận kết quả ở Bảng 3. 
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Bảng 3. Kết quả khảo sát nồng độ ức chế nấm men của cycloheximide 

STT Tên chủng vi sinh vật 
Kết quả (CFU/mL) 

MRS-
CY02 

MRS-
CY04 

MRS-
CY06 

MRS-
CY08 

MRS-
CY10 

YGC 

1 
Saccharomyces cerevisiae 
ATCC 7936 

< 01 < 01 < 01 < 01 < 01 1,1 × 106 

2 Saccharomyces cerevisiae 01 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 1,6 × 107 
3 Saccharomyces cerevisiae 02 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 5,2 × 106 
4 Saccharomyces cerevisiae 03 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 3,5 × 106 
5 Saccharomyces cerevisiae 04 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 4,2 × 106 
6 Saccharomyces cerevisiae 05 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 6,1 × 108 
7 Saccharomyces spp. 01 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 5,9 × 107 
8 Saccharomyces spp. 02 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 1,2 × 107 
9 Nấm men 08 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 2,8 × 108 

10 Nấm men 09 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 7,4 × 108 

Chú thích: < 01: Không có khuẩn lạc phát triển trên môi trường thạch 

Kết quả Bảng 3 cho thấy, tất cả 05 nồng độ của cycloheximide bổ sung vào môi trường 
thạch MRS đều có khả năng ức chế toàn bộ các chủng nấm men. Như vậy, chứng tỏ 
cycloheximide có khả năng ức chế nấm men tốt hơn so với acid sorbic và là chất bổ sung 
tiềm năng vào môi trường thạch MRS nhằm tăng tính chọn lọc trong việc định lượng 
Lactobacillus spp. Cycloheximide được chúng tôi sử dụng để nghiên cứu có nồng độ cao 
hơn so với một số công trình của các tác giả khác. Lospez và Mayo đã sử dụng cycloheximide 
với nồng độ 50 µg/mL bổ sung vào môi trường LS từ các mẫu pho mát [10] và Corbo cùng 
cộng sự cũng đã sử dụng môi trường thạch MRS bổ sung cycloheximide với nồng độ 170 
mg/L từ các mẫu pho mát để phân lập Lactobacillus spp. [11]. 

Từ kết quả khảo sát cũng như đánh giá khả năng ức chế của acid sorbic và 
cycloheximide với các chủng nấm men thường mọc trên môi trường thạch MRS trong quá 
trình định lượng Lactobacillus spp. theo TCVN 5522:1991, nhóm nghiên cứu đề xuất sử 
dụng môi trường thạch MRS bổ sung cycloheximide với nồng độ 0,05 g/L để thiết lập qui 
trình định lượng Lactobacillus spp. Sở dĩ chúng tôi chọn nồng độ này nhằm đảm bảo khả 
năng ức chế nấm men, mặt khác vẫn tiết kiệm được chi phí môi trường hóa chất. Thành phần 
môi trường thạch MRS cải tiến được đề xuất cụ thể như sau: Peptone: 10,0 g; Cao thịt: 8,0 
g; Cao men: 4,0 g; Glucoza: 20,0 g; Sorbitan mono-oleate: 1,0 mL; K2HPO4: 2,0 g; 
CH3COONa.3H2O: 5,0 g; C6H17N3O7: 2,0 g; MgSO4.7H2O: 0,2 g; MnSO4.4H2O: 0,05 g; 
Thạch: 10,0 g; Nước: 1000 mL; Cycloheximide (bổ sung sau khi hấp tiệt trùng): 0,05 g (pH: 
6,2 ± 0,2 ở 25°C). 
3.4. Kết quả thử nghiệm hiệu năng môi trường thạch MRS được đề xuất  

Nhằm mục đích đánh giá hiệu năng của môi trường thạch MRS đề xuất bổ sung 0,05 
g/L cycloheximide (MRS-CY05) thì hệ số phát triển (PR) và độ chọn lọc (SF) được lựa chọn 
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để thử nghiệm, chúng tôi tiến hành khảo sát hệ số phát triển của môi trường thạch MRS-
CY05 với các chủng Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus paracasei ATCC 
253 và 13 chủng Lactobacillus spp. Độ chọn lọc được khảo sát với các chủng Escherichia 

coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 11778, Saccharomyces cerevisiae ATCC 7936 và 
09 chủng nấm men. Các bước thực hiện và tính toán kết quả như Mục 2.2.4. Kết quả khảo 
sát được trình bày ở Bảng 4 và 5. 

Bảng 4. Kết quả thử nghiệm hệ số phát triển (PR) của môi trường đề xuất (MRS-CY05) 

STT Chủng vi sinh vật 

Số khuẩn lạc 

phát triển (CFU) 

Hệ số 

phát 

triển 

(PR) 

Tiêu chí 

chấp nhận 

Đánh 

giá MRS-

CY05 
MRS 

1 
L. acidophilus ATCC 

4356 
126 147 0,86 

0,7 ≤ PR ≤ 

1,4 

Đạt 

2 L. paracasei ATCC 253 190 194 0,98 Đạt 

3 Lactobacillus spp. 01 115 116 0,99 Đạt 

4 Lactobacillus spp. 02 92 80 1,15 Đạt 

5 Lactobacillus spp. 03 100 95 1,05 Đạt 

6 Lactobacillus spp. 04 107 110 0,97 Đạt 

7 Lactobacillus spp. 05 80 100 0,80 Đạt 

8 Lactobacillus spp. 06 78 88 0,89 Đạt 

9 Lactobacillus spp. 07 113 102 1,11 Đạt 

10 Lactobacillus spp. 08 68 76 0,89 Đạt 

11 Lactobacillus spp. 09 136 150 0,91 Đạt 

12 Lactobacillus spp. 10 95 89 1,07 Đạt 

13 Lactobacillus spp. 11 88 80 1,10 Đạt 

14 Lactobacillus spp. 12 125 115 1,09 Đạt 

15 Lactobacillus spp. 13 100 120 0,83 Đạt 
 

Bảng 5. Kết quả thử nghiệm độ chọn lọc (SF) của môi trường đề xuất (MRS-CY05) 

STT Chủng vi sinh vật 
Số khuẩn lạc 

phát triển (CFU) 

Độ 
chọn 

lọc (SF) 

Tiêu 
chí 

chấp 
nhận 

Đánh 
giá 
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MRS-
CY05 

MRS    

1 Escherichia coli ATCC 25922 
10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 

SF ≥ 2 

Đạt 

2 Bacillus cereus ATCC 11778 
10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 Đạt 

3 
Saccharomyces cerevisiae 
ATCC 7936 

10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 Đạt 

4 Saccharomyces cerevisiae 01 
10-1 

log101,0 
10-3 

log103,0 
2,0 Đạt 

5 Saccharomyces cerevisiae 02 
10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 Đạt 

6 Saccharomyces cerevisiae 03 
10-1 

log101,0 
10-5 

log105,0 
4,0 Đạt 

7 Saccharomyces cerevisiae 04 
10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 Đạt 

8 Saccharomyces cerevisiae 05 
10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 Đạt 

9 Saccharomyces spp. 01 
10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 Đạt 

10 Saccharomyces spp. 02 
10-1 

log101,0 
10-5 

log105,0 
4,0 Đạt 

11 Nấm men 08 
10-1 

log101,0 
10-4 

log104,0 
3,0 Đạt 

12 Nấm men 09 
10-1 

log101,0 
10-4 

log101,0 
3,0 Đạt 

 

Từ kết quả thu được theo Bảng 4 và 5, cho thấy môi trường thạch MRS-CY05 được 
đề xuất có hệ số phát triển và độ chọn lọc đạt yêu cầu so với tiêu chí chấp nhận. Điều này 
chỉ ra rằng ngoài khả năng chọn lọc đối với các chủng nấm men thì hệ số phát triển của môi 
trường thạch MRS-CY05 vẫn không bị ảnh hưởng, như vậy môi trường thạch MRS-CY05 
được đề xuất từ kết quả nghiên cứu đạt chất lượng và đảm bảo hiệu năng để ứng dụng vào 
quy trình định lượng Lactobacillus spp. 
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Hình 1. Kết quả định lượng Latobacillus spp. với môi trường thạch MRS đề xuất và tham chiếu 

Chú thích: A: MRS tham chiếu: nấm men phát triển lấn át sự phát triển của Lactobacillus 

spp. B: MRS đề xuất: Cycloheximide đã ức chế sự phát triển của nấm men, tạo điều kiện 

cho Lactobacillus spp. phát triển 

4. KẾT LUẬN 

Kết quả nghiên cứu cho thấy một số loài nấm men đã đề kháng với acid sorbic, thậm 
chí với nồng độ rất cao (1,4 g/L) nhưng lại bị ức chế bởi cycloheximide chỉ với nồng độ thấp 
(0,05 g/L). Môi trường MRS dùng định lượng Lactobacillus spp. khi bổ sung cycloheximide 
thay cho acid sorbic có khả năng ức chế nấm men rất cao mà vẫn đảm bảo cho các loài 
Lactobacillus spp. phát triển tốt. Những kết quả này là cơ sở để kiến nghị thay đổi chất bổ 
sung là cycloheximide (0,05 g/L) vào môi trường MRS khi định lượng Lactobacillus spp. 
trong những nền mẫu có pha trộn nhiều loài probiotic khác. Kiến nghị đối với các phòng thí 
nghiệm khi áp dụng môi trường thạch MRS cải tiến, cần xác nhận giá trị sử dụng của phương 
pháp đối với từng loại nền mẫu cụ thể trước khi tiến hành phân tích thử nghiệm. 
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Research for the yeast inhibiting ability of sorbic acid and cycloheximide 
applied to the quantitative analysis of Lactobacillus spp. 
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Abstract 

The ability of sorbic acid and cycloheximide to inhibit yeast was investigated on nine 
yeast strains isolated from different sources. Sorbic acid was added to MRS agar at two 
concentrations 0.01 g/L (TCVN 5522:1991) and 1.4 g/L (TCVN 7906:2008). The results 
showed, at both concentrations; the inhibitory effect of sorbic acid on yeast strains was weak. 
In contrast, the survey results of MRS agar supplemented with cycloheximide with 
concentration ranges of 0.02; 0.04; 0.06; 0.08; and 0.10 g/L were inhibited yeast strains. The 
performance testing of MRS agar supplemented with 0.05 g/L of cycloheximide tested with 

productivity ratio (0.7 ≤ PR ≤ 1.4) and selectivity factor (SF ≥ 2) according to ISO 11133. 
Therefore, we determined ability to inhibit yeast from cycloheximide was higher than sorbic 
acid and suggested using MRS agar-supplemented cycloheximide with 0.05 g/L, pH 6.2 
(after autoclaving) to establish the quantitative analysis of Lactobacillus spp. by the pouring 
plate technique, incubated at 37oC ± 1oC for 72 ± 3 hours. In addition, the research results 
contribute to improving the quantitative analysis of Lactobacillus spp. in order to ensuring 
the validity of results and providing scientific evidence for decisions on management of 
effective probiotic quality in Ho Chi Minh City, Vietnam. 

Keywords: Cycloheximide, Lactobacillus spp., probiotic, Saccharomyces spp., yeast. 


