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Đặt�vấn�đề

Trong�tự�nhiên,�lên�men�acid�lactic�là�một�
trong�các�quá�trình�tái�tạo�năng�lượng�kỵ�khí�
thông�dụng�nhất�được�thực�hiện�bởi�vi�khuẩn�
lactic� [1].� Từ� quá� trình� lên�men� acid� lactic,�
nhiều� nhóm� vi� khuẩn� lactic� quan� trọng� đã�
được�phân�lập�từ�nhiều�nguồn�khác�nhau�với�
các�đặc�tính�ưu�việt�nhất�định�phục�vụ�các�ứng�
dụng� thực� tiễn� như� chịu� lạnh,� chịu�acid,� tạo�
mùi�hương...[2].

Trong�thời�kỳ�cách�mạng�công�nghiệp,�quá�
trình�lên�men�acid�lactic�diễn�ra�không�chỉ�ở�
quy�mô�thủ�công�mà�ngày�càng�mở�rộng�theo�
xu�hướng�gắn�với�công�nghiệp,� trong�các�hệ�
thống� lên�men�quy�mô� lớn.�Để�duy� trì�nhiệt�
độ� lên� men� tối� ưu,� ngành� công� nghiệp� lên�
men�đã� tốn�kém�nhiều�chi�phí�xây�dựng�các�
hệ�thống�làm�mát�tốn�kém�nhiều�năng�lượng.�
Nhiều�nghiên�cứu�đã�được�thực�hiện�nhằm�tối�
ưu�hóa�nguồn�nguyên�liệu�để�giảm�chi�phí�lên�
men� acid� lactic�như� lên�men� từ� tinh�bột� [3],�
lõi� bắp� [4]� hay� sản� xuất� sinh� khối� vi� khuẩn�
lactic�từ�nước�chua�tàu�hũ�[5].�Tuy�nhiên,�khả�
năng�thích�ứng�của�vi�khuẩn�với�nhiệt�độ�cao�
hầu�như�chưa�được�đề�cập�đến.�Từ�thực�tế�cho�
thấy,�việc�tuyển�chọn�các�chủng�vi�khuẩn�lactic�
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This� study� aimed� to� select� thermotolerant� lactic� acid�
bacteria� for� the� production�of� lactic� acid.�As�a�result,�
among� 54� bacterial� strains� screened� for� lactic� acid�
fermentation� at� 37�C,� 16� strains�were� selected�due� to�
their� signi�cantly� higher� fermentation� ability.� The�
molecular� sequencing� and� NCBI� aligning� evidences�
proved�that�the�selected�strains�belonged�to�Lactobacillus�
delbrueckii,� Lactobacillus� casei,� and� Lactobacillus�
plantarum.� Of� which,� Lactobacillus� casei� L9� showed�
the�good�acid�production�at�37�C�(12.9�g/l),�39�C�(18.9�
g/l),�and�41�C�(18�g/l).�In�the�fermentation�test�at�one-
liter� scale� by� using� L.� casei� L9� with� the� favourable�
conditions�(pH�6.53,�6%�(w/v)�of�glucose,�2.33%�(v/v)�of�
107�cells/ml�starter),�the�fermentation�yield�could�reach�
the�80.84%�ef�ciency.�

Keywords:�lactic�acid,�lactic�acid�bacteria,�Lactobacillus,�
thermotolerant.
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chịu�nhiệt�độ�cao�có�tiềm�năng�rất�lớn�trong�việc�đáp�
ứng�với�nhiệt�lượng�sinh�ra�trong�lên�men�công�nghiệp.�
Từ�đó,�có�thể�làm�giảm�chi�phí�sản�xuất�và�năng�lượng�
tiêu�tốn,�phục�vụ�phát�triển�bền�vững.�Thông�qua�xây�
dựng�mối�quan�hệ�di�truyền�phân�loại�của�các�nhóm�vi�
khuẩn�lactic�thiết�yếu�cho�quá�trình�lên�men�acid�lactic�
chịu�nhiệt,�con�người�có�thể�mở�rộng�tầm�ứng�dụng�vi�
khuẩn�lactic�chịu�nhiệt�phục�vụ�cuộc�sống.�Từ�các�vấn�
đề�trên,�nghiên�cứu�được�tiến�hành�với�mục�đích�tuyển�
chọn�các�chủng�vi�khuẩn�lactic�chịu�nhiệt�có�hoạt�tính�
tốt,�thử�nghiệm�khả�năng�lên�men�acid�lactic�và�khảo�
sát�mối� liên�quan� di� truyền�các� nhóm�vi�khuẩn�chịu�
nhiệt;�đồng� thời� khảo� sát� khả�năng�ứng� dụng�các�vi�
khuẩn�chịu�nhiệt�để�sản�xuất�acid�lactic.

Đối�tượng�và�phương�pháp�nghiên�cứu

Nguyên�vật�liệu�và�hoá�chất

54�chủng�vi�khuẩn�lactic�được�chọn�lọc�từ�các�nguồn�
phân�lập:�sản�phẩm�lên�men�sữa,�chế�phẩm�sinh�học�và�
phụ�phẩm�nông�nghiệp,� lưu�trữ�tại�Phòng�thí�nghiệm�
Công�nghệ�sinh�học�thực�phẩm,�Viện�Nghiên�cứu�và�
Phát�triển�Công�nghệ� sinh�học,�Trường�Đại�học�Cần�
Thơ.�Chủng�Lactobacillus�thermotolerans�của�Phòng�
thí�nghiệm�Công�nghệ�vi�sinh�vật,�Bộ�môn�Khoa�học�
sinh�học�và�Công�nghệ�sinh�học,�Khoa�Nông�nghiệp,�
Đại�học�Kyushu�(Nhật�Bản)�được�sử�dụng�làm�chủng�
đối�chứng.

Môi� trường�MRS� (De�Man,� Rogosa� and� Sharpe)�
gồm:�peptone� (10,0�g/l),�meat�extract�(8,0�g/l),�yeast�
extract�(4,0�g/l),�D(+)�glucose�(20,0�g/l),�di-potassium�
hydrogen�phosphate�(2,0�g/l),�Tween�80�(1,0�g/l),�di-
ammonium�hydrogen�citrate�(2,0�g/l),�sodium�acetate�
(5,0� g/l),� magnesium� sulfate� (0,2� g/l)� và�manganese�
sulfate�(0,04�g/l)�[6].

Phương�pháp�nghiên�cứu

Khả�năng�lên�men�của�vi�khuẩn�lactic�chịu�nhiệt�ở�
37ºC:�các�chủng�vi�khuẩn�được� tăng�sinh�và�ủ� lắc�ở�
120�vòng/phút�trong�môi�trường�MRS�sau�36�giờ�và�
tiến�hành�lên�men�acid�lactic�trong�ống�Falcon�chứa�30�
ml�dịch�đường�sucrose�4%�(w/v)�trong�7�ngày�ở�37ºC.�
Kiểm�tra�hàm�lượng�acid�tổng�và�pH�dung�dịch�sau�khi�
lên�men.

Mối�liên�quan�di�truyền�các�chủng�vi�khuẩn�lactic:�
16�chủng�vi�khuẩn�tuyển�chọn�được�ly� trích�DNA�và�
khuếch�đại�trình�tự�16S�ribosomal�RNA�bằng�trình�tự�
mồi�27F�(5’-�TACGGTTACCTTGTTACGACT-3’)�và�

1492R� (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTC-3’)� [7,� 8],�
định�danh� và� xác� định�mối� liên� quan� di� truyền.�Kết�
quả�giải�trình�tự�được�so�sánh�với�trình�tự�16�vi�khuẩn�
trên� ngân� hàng� dữ� liệu� của�NCBI� [9]� bằng� công� cụ�
Nucleotide�BLAST.�Xây� dựng� cây�phả� hệ� gene�16S�
rRNA�dựa�trên�công�cụ�so�sánh�nhiều�trình�tự�(multiple�
alignment)� của� chương� trình�MEGA6� theo� thông� số�
Neighbor-Joining�với�chỉ�số�Boostrap�1.000�lần�lặp�lại�
[10,�11].

Thử�nghiệm�điều�kiện�lên�men�acid�lactic�sử�dụng�vi�
khuẩn�lactic�chịu�nhiệt:

Khả�năng�lên�men�của�vi�khuẩn�lactic�ở�37°C:�16�
chủng�tuyển�chọn�và�1�chủng�đối�chứng�được�tăng�sinh�
và�ủ�lắc�ở�120�vòng/phút�trong�môi�trường�MRS�sau�36�
giờ�và�sau�đó�được�lên�men�ở�37°C�trong�ống�Falcon�
chứa�50�ml�môi�trường�MRS�broth�trong�7�ngày.�Xác�
định�các�chỉ�tiêu:�hàm�lượng�acid�tổng�được�đo�bằng�
phương�pháp�chuẩn�độ�NaOH�0,1N�[12],�lượng�đường�
còn�lại�sau�lên�men�được�xác�định�bằng�phương�pháp�
DNS�[13],�pH�dịch�lên�men�được�đo�bằng�pH�kế,�hiệu�
suất�lên�men�theo�khối�lượng�nguyên�liệu�(g/g)�và�hiệu�
suất�lên�men�được�tính�theo�số�mol�(tỷ�lệ�1�mol�glucose�
tạo�2�mol�acid�lactic).

Khả�năng� lên�men�của�vi�khuẩn� lactic�ở�39°C�và�
41°C:�các�chủng�vi�khuẩn� tuyển�chọn�được� lên�men�
tiếp�ở�39°C�và�41°C�trong�ống�Falcon�chứa�50�ml�môi�
trường�MRS�broth�trong�7�ngày.�Xác�định�các�chỉ�tiêu:�
hàm�lượng�acid�tổng,�lượng�đường�còn�lại�sau�lên�men,�
pH�dịch�lên�men�và�hiệu�suất�lên�men�theo�số�mol.

Khảo�sát�điều�kiện�tối�ưu�sản�xuất�acid�lactic:�chủng�
vi�khuẩn�tuyển�chọn�được�lên�men�trong�ống�Falcon�ở�
39ºC�với�môi�trường�MRS�lỏng�hiệu�chỉnh�các�thông�
số:�nồng� độ� glucose� (4%,� 5%�và� 6%�w/v),�nồng� độ�
giống�chủng�(104,�105�và�106�tế�bào/ml)�và�pH�ban�đầu�
(5,0;�6,0�và�7,0).�Kết�quả�được�thống�kê�hồi�quy�mặt�
đáp� ứng� bằng� phần�mềm�STATGRAPHIC� centurion�
Version�16.

Khả� năng�sản�xuất� acid� lactic�ở�quy�mô�1� l:� ứng�
dụng�điều�kiện�tối�ưu�được�xác�định,�tiến�hành�lên�men�
1�l�với�môi�trường�MRS�lỏng�hiệu�chuẩn�hàm�lượng�
glucose�16%�(w/v).�Kiểm�tra�khả�năng�sinh�acid�lactic�
thông� qua:� chỉ� số� pH,� hàm� lượng� acid,� hàm� lượng�
đường�sau�lên�men�và�hiệu�suất�lên�men.

Phương�pháp�phân�t�ch�thống�kê

Các�thí�nghiệm�được�tiến�hành�với�bố�trí�hoàn�toàn�
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ngẫu�nhiên,�các�nghiệm�thức�được� lặp�lại�3� lần.�Kết�
quả�các�thí�nghiệm�được�phân�tích�thống�kê�bằng�phần�

mềm� STATGRAPHICS� Centurion� XV� ở� độ� tin� cậy�
95%.

Kết�quả

Khả�năng�lên�men�của�vi�khuẩn�lactic�chịu�nhiệt�
ở�37ºC��

Bảng�1:�hàm�lượng�acid�tổng�sinh�ra�sau�6�và�7�ngày�lên�men�của�55�chủng�
vi�khuẩn�lactic�ở�nhiệt�độ�37°C

Chủng Hàm�lượng�acid�lactic�

(g/l)

Chủng Hàm�lượng�acid�lactic�

(g/l)

Ngày�6 Ngày�7 Ngày�6 Ngày�7

L1 0,38ghjk1 0,53defghj� L29 0,15jk 0,30hj

L2 1,5a 1,58abc L30 0,83abcdefghjk 1,65a

L3 0,53abcdefghjk 0,53efghj L31 0,75abcdefghjk 1,2abcdefghjk

L4 0,75abcdefghjk 0,75abcdefghjk L32 0,90abcdefghjk 0,83abcdefghjk

L5 0,45cdefghjk 0,68abcdefghjk L33 0,75abcdefghjk 0,75abcdefghjk

L6 1,28abc 1,65ab L34 0,68abcdefghjk 0,90abcdefghjk

L7 1,05abcdefgh 1,5abcde� L35 0k 0,23j

L8 0,90abcdefghjk 1,13abcdefghjk L36 0,83abcdefghjk 1,05abcdefghjk

L9 0,98abcdefghjk 1,35abcdefghj L37 0,9abcdefghjk 1,13abcdefghjk

L10 0,45defghjk 0,75abcdefghjk L38 0,75abcdefghjk 0,90abcdefghjk

L11 0,75abcdefghjk 1,13abcdefghjk L39 0,45efghjk 0,6bcdefghj

L12 1,05abcdef 1,13abcdefghjk L40 0,98abcdefghjk 0,90abcdefghjk

L13 0,53abcdefghjk 0,6abcdefghjk L41 0,98abcdefghjk 0,75abcdefghjk

L14 0,68abcdefghjk 0,75abcdefghjk L42 0,68abcdefghjk 0,75abcdefghjk

L15 0,75abcdefghjk� 1,28abcdefghjk L43 0,98abcdefghjk 1,50abcd

L16 1,20abcd 0,90abcdefghjk L44 0,68abcdefghjk 0,68abcdefghjk

L17 0,83abcdefghjk 0,90abcdefghjk L45 0,38hjk 0,45ghj

L18 0,6abcdefghjk 0,75abcdefghjk L46 0,60abcdefghjk 0,53fghj

L19 0,90abcdefghjk 0,90abcdefghjk L47 1,28ab 1,13abcdefghjk

L20 0,90abcdefghjk 1,13abcdefghjk L48 0,60abcdefghjk 0,68abcdefghjk

L21

L22

1,05abcdefghj

0,90abcdefghjk

1,13abcdefghjk

1,13abcdefghjk

L49 0,90abcdefghjk 1,20abcdefghjk

L50 0,75abcdefghjk 0,83abcdefghjk

L23 0,75abcdefghjk 0,90abcdefghjk L51 0,53abcdefghjk 0,60cdefghj

���L24 0,45fghjk 0,60defghj L52 0,98abcdefghjk 1,35abcdefgh

���L25 0,68abcdefghjk 0,83abcdefghjk L53 0,60abcdefghjk 0,75abcdefghjk

���L26 0,90abcdefghjk 1,13abcdefghjk L54 0,90abcdefghjk 1,43abcdef

���L27 1,2abcde 1,35abcdefg ĐC 0,53bcdefghjk 0,60abcdefghjk

L28 1,05abcdefg 1,13abcdefghjk

Giá�trị�trong�bảng�là�trung�bình�của�3�lần�lặp�lại.�Trong�c�ng�một�cột,�số�mũ�
giống�nhau�thể�hiện�sự�khác�biệt�không�có�ý�nghĩa�về�mặt�thống�kê�ở�mức�5%�(p�>0,05)

Bảng�1�trình�bày�khả�năng�lên�men�acid�lactic�của�
các�chủng�vi�khuẩn�sau�7�ngày�trong�môi�trường�dịch�
sucrose�4%�(w/v).�Hàm�lượng�acid�tổng�sinh�ra�ngày�6�
đạt�từ�0�đến�1,5�g/l,�ngày�7�từ�0,23�đến�1,65�g/l.�Trong�
đó,�16�chủng�gồm�L2,�L6,�L7,�L9,�L10,�L11,�L20,�L21,�
L26,� L27,�L30,�L36,� L37,� L38,� L52� và�L54� sinh� ra�
acid� hàm� lượng�cao�hơn�các�chủng�còn� lại�với�khác�
biệt�không�có�ý�nghĩa�thống�kê�ở�mức�5%�với�nồng�độ�
từ�0,75-1,5�g/l�(ngày�6)�và�từ�0,9-1,65�g/l�(ngày�7),�và�
16�chủng�này�được�chọn�cho�các�thử�nghiệm�tiếp�theo.

Mối�liên�quan�di�truyền�các�chủng�vi�khuẩn�lactic�
chịu�nhiệt

Định�danh�các�chủng�vi�khuẩn�lactic�có�khả�năng�
lên�men�tốt:

Sau�khi� tra� cứu� trình� tự� bằng� công�cụ� nucleotide�
BLAST�của�cơ�sở�dữ�liệu�NCBI,�kết�quả�giải�trình�tự�
và�đối�chiếu�với�cơ�sở�dữ�liệu�dựa�trên�nguyên�tắc�ưu�
tiên�truy�vấn�tương�đồng�(Identity)�và�độ�bao�phủ�của�
trình�tự�(Query�coverage)�cho�thấy,�các�chủng�vi�khuẩn�
lactic� tương� đồng�với�Lactobacillus�delbrueckii� (L2,�
L6);�L.�plantarum�(L7,�L21,�L26,�L27,�L30,�L36,�L37,�
L52,�L54);�L.�casei�(L9,�L10);�L.�acidophilus�(L11);�L.�
fermentum�(L20)�và�L.�rhamnosus�(L38).�

Mối� liên� quan� di� truyền� của� các� chủng� vi� khuẩn�
lactic�chịu�nhiệt:

Hình� 1� trình� bày� cây� phân� loại� dựa� trên� trình� tự�
di� truyền� các� chủng� vi� khuẩn� lactic.� Cây� phân� loại�
di� truyền� chia� thành� nhiều� nhánh� cho� thấy�mức� độ�
đa�dạng�di�truyền�của�16�chủng�vi�khuẩn�cao.�Chủng�
L6�và�L2�có�mối�quan�hệ�trình�tự�di�truyền�tương�đối�
dị�biệt�so�với�nhóm�các�mẫu�còn�lại,�tương�đồng�với�
L.� delbrueckii� với� bootstrap� 100%.�Mẫu� L9� và� L10�
cùng�tương�đồng�với�L.�casei�và�nhóm�các�mẫu�L26,�
L27,�L30,�L36,�L37,�L52�và�L54�có�khoảng�cách�di�
truyền� thấp,� cùng� tương� đồng� với� loài�L.�plantarum�
với�bootstrap�98%.�Chủng�L11�(L.�acidophilus),�L20�
(L.� fermentum)� và� L38� (L.� rhamnosus)� không� cùng�
nhóm�với�các�chủng�còn� lại.�Các� trình� tự�đối� chứng�
được�truy�vấn�từ�NCBI�và�phân�tích�cùng�phần�mềm�
MEGA�6�(gồm�L.�plantarum�HL-12,�L.�casei�TN-2,�L.�
rhamnosus�CSI4,�L.�acidophilus�1001H,�L.�fermentum�
S2S4L1� và� L.� delbruecki�MUR-LJJ6)� cho� thấy,� các�
trình�tự�của�các�chủng�vi�khuẩn�đối�chứng�đều�được�
xếp�cùng�nhánh�với�các�trình�tự�của�16�chủng�vi�khuẩn�
lactic�chịu�nhiệt�tương�ứng�theo�từng�nhóm�với�hệ�số�
tương�đồng�tra�cứu�bằng�công�cụ�BLAST�trình�bày�ở�
bảng�2.
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Hình�1:�cây�phân�loại�di�truyền�xây�dựng�b�ng�phần�mềm�MEGA�6

�Bảng�2:�kết�quả�định�danh�và�tra�cứu�b�ng�công�cụ�BLAST�của�NCBI

Điều�kiện�lên�men�sản�xuất�acid�lactic

Khả�năng�lên�men�của�vi�khuẩn�lactic�ở�37°C:

Kết�quả�trong�bảng�3�cho�thấy,�hàm�lượng�acid�tổng�
sinh�ra�sau�lên�men�của�16�chủng�tuyển�chọn�và�chủng�
đối�chứng�đạt�từ�6,0�đến�14,1�g/l�với�hiệu�suất�lên�men�
theo�khối�lượng�nguyên�liệu�từ�0,31�đến�0,73�g�acid/g�
glucose.�Hiệu�suất�theo�số�mol�chuyển�hoá�đạt�từ�30,30�
đến� 71,21%.�Trong� đó,� 7� chủng� (L7,� L9,�L11,� L21,�
L26,�L30�và�L37)�sinh�acid�lactic�cao�hơn�các�chủng�
còn�lại,�trong�khoảng�9,9-14,1�g/l.

Bảng�3:�kết�quả�lên�men�acid�lactic�của�17�chủng�vi�khuẩn�ở�37°C

Khả�năng� lên�men�của�vi�khuẩn�lactic�ở�39°C�và�
41°C:

Theo�bảng�4,�khả�năng�chuyển�hoá�sinh�acid�lactic�

ở�39ºC�của�7�chủng�đạt�từ�9,00�đến�18,90�g/l�với�hiệu�

suất�theo�khối�lượng�cơ�chất�từ�0,49�đến�1,01�g�acid/g�
glucose,�hiệu�suất�theo�số�mol�từ�45,45�đến�95,45%.�

Khả� năng�chuyển�hoá� sinh�acid� lactic� ở�41ºC� đạt� từ�

9,00�đến�18,00� g/l�với� hiệu�suất� theo�khối� lượng�cơ�

chất�từ�0,46�đến�0,95�g�acid/g�glucose,�hiệu�suất�theo�

số�mol�từ�45,45�đến�90,91%.

Bảng�4:�kết�quả�lên�men�acid�lactic�của�7�chủng�vi�khuẩn�ở�39�và�41°C

Điều�kiện�lên�men�thích�hợp�để�sản�xuất�acid�lactic:

Chủng�L.�casei�L9�được�tuyển�chọn�dựa�trên�hàm�
lượng� acid� lactic� sinh� ra� ở� 39°C� và� 41°C,� hiệu� suất�

Tên�mẫu Loài Chủng�tương�đồng %�Tương�đồng

L2 Lactobacillus�delbrueckii MUR-LJJ6 100

L6 Lactobacillus�delbrueckii MUR-LJJ6 100

L7 Lactobacillus�plantarum HL-12 87

L9 Lactobacillus�casei TN-2 97

L10 Lactobacillus�casei TN-2 99

L11 Lactobacillus�acidophilus 1001H 100

L20 Lactobacillus�fermentum S2S4L1 97

L21 Lactobacillus�plantarum HL-12 96

L26 Lactobacillus�plantarum HL-12 90

L27 Lactobacillus�plantarum HL-12 99

L30 Lactobacillus�plantarum HL-12 97

L36 Lactobacillus�plantarum HL-12 98

L37 Lactobacillus�plantarum HL-12 97

L38 Lactobacillus�rhamnosus CSI-4 99

L52 Lactobacillus�plantarum HL-12 89

L54 Lactobacillus�plantarum HL-12 94

Chủng�

LAB

Hàm�lượng�

acid�(g/l)

pH�sau�

lên�men

Glucose�

còn�lại�(g/l)

Hiệu�suất�

(g�acid/�g�glucose)

Hiệu�suất�

(%)

L2 9,3cdefg 4,14 0,48 0,48 46,97

L6 6,0� 4,23 0,92 0,31 30,30

L7 12,3abc 3,86 0,75 0,64 62,12

L9 12,9ab 3,84 1,14 0,68 65,15

L10 7,2fgh 4,17 1,28 0,38 36,36

L11 14,1a 3,75 0.68 0,73 71,21

L20 7,2fgh 4,19 0.68 0,37 36,36

L21 11,4abcde 3,88 0,54 0,59 57,58

L26 9,9bcdef 4,01 0,81 0,52 50,00

L27 8,4efgh 5,40 0,62 0,43 42,42

L30 12,6ab 3,83 0,51 0,65 63,64

L36 9,0defgh 4,11 0,90 0,47 45,45

L37 10,8bcde 4,03 0,39 0,55 54,55

L38 6,3�� 4,29 0,82 0,33 31,82

L52 8,7efgh 4,14 0,95 0,46 43,94

L54 7,2fgh 4,19 1,03 0,38 36,36

ĐC�(+) 12,0abcd 5,28 0,81 0,63 60,61

Chủng�

LAB

Nhiệt�độ�

lên�men�

(°C)

Hàm�

lượng�

acid�(g/l)

pH�

sau�lên�

men

Glucose�

còn�lại�

(g/l)

Hiệu�suất

(g�acid/g�

glucose)

Hiệu�suất�

(%)

L7 39 17,70ab 3,89 0,61 0,91 89,93

L7 41 18,00ab 3,90 1,09 0,95 90,91

L9 39 18,90a 3,88 1,30 1,01 95,45

L9 41 18,00ab 3,87 0,69 0,93 90,91

L11 39 18,30ab 3,89 1,52 0,98 92,42

L11 41 17,40ab 3,90 0,39 0,88 87,88

L21 39 13,50c 4,04 1,55 0,73 68,18

L21 41 16,80b 3,92 0,73 0,87 84,85

L26 39 13,20c 3,92 0,74 0,68 66,67

L26 41 17,10ab 3,93 0,40 0,68 66,67

L30 39 16,80b 3,91 0,17 0,84 84,85

L30 41 17,10ab 3,93 0,76 0,88 86,36

L37 39 9,00d 4,42 1,63 0,49 45,45

L37 41 9,00d 4,40 0,68 0,46 45,45

ĐC�(+) 39 9,90d 4,39 0,94 0,52 50,00

ĐC�(+) 41 9,60d 4,39 0,92 0,51 48,48

CV�=�18,9%

CV�=�8,25%
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chuyển�hoá�theo�cơ�chất�và�số�mol�là�cao�nhất,�khảo�
sát�điều�kiện�lên�men�thích�hợp�ở�39°C�với�3�nhân�tố,�3�
nồng�độ:�glucose�(4,�5�và�6%�w/v),�pH�môi�trường�ban�
đầu�(5,0;�6,0�và�7,0)�và�nồng�độ�giống�chủng�(1,�2�và�
3%�v/v).�Kết�quả�được�ghi�nhận�ở�bảng�5.

Đồ� thị� mặt� đáp� ứng� (surface� plotting)� và� đồ� thị�
đường� mức� (contour)� (hình� 2)� cố� định� hàm� lượng�
glucose� bằng� 6%,� nồng� độ�giống� chủng� là�X� (1-3%�
v/v)�và�pH�là�Y�(5-7).�Phương�trình�hồi�quy�nhiều�biến:�
Hàm�lượng�acid�lactic�=�149,7�−�33,95*X�−�87,875*6�
+� 21,45*Y� −� 0,6*X*X� +� 7,575*6*6� −� 2,55*Y*Y� +�
6,9*X*6�+�8,0625*X*Y�+�2,25*6*Y�−�1,4625*X*6*Y.

Điều� kiện� thích� hợp�cho� lên�men� sinh�acid� lactic�

được�xác�định�là�ở�pH�6,53;�nồng�độ�giống�chủng�là�

2,33%�(v/v)�và�nồng�độ�glucose�bổ�sung�là�6%�(w/v).

Lên�men�acid�lactic�trong�bình�lên�men�1�l:

Áp�dụng�điều�kiệu�lên�men�thích�hợp�đã�được�xác�

định,�tiến�hành�thử�nghiệm�lên�men�acid�lactic�ở�quy�

mô� 1� l� trong�môi� trường�MRS�hiệu� chỉnh� pH� 6,53,�

nồng�độ�glucose�là�6%�(w/v),�nồng�độ�giống�chủng�ở�

107�tế�bào/ml�là�2,33%�(v/v).�

%Glucose�-�pH�-�

%Giống�chủng

Hàm�lượng�

acid�lactic�

(g/l)

Hiệu�suất�

(g�acid/g�cơ�

chất)

Hiệu�

suất�(%)

%Glucose�-�pH�-�

%Giống�chủng

Hàm�lượng�

acid�lactic�

(g/l)

Hiệu�suất�

(g�acid/g�

cơ�chất)

Hiệu�

suất�

(%)

4�-�5�-�1 10,80� 0,549 39,96 5�-�6�-�3 13,50f 0,330 43,09

4�-�5�-�2 12,60fg 0,648 43,20 5�-�7�-�1 6,30k 0,190 22,17

4�-�5�-�3 16,20de 0,669 52,37 5�-�7�-�2 10,80� 0,330 39,62

4�-�6�-�1 18,90b 0,943 80,83 5�-�7�-�3 15,30e 0,380 44,56

4�-�6�-�2 23,85a 0,830 79,93 6�-�5�-�1 8,10j 0,230 20,74

4�-�6�-�3 23,40a 0,865 78,87 6�-�5�-�2 11,70�� 0,289 27,80

4�-�7�-�1 16,20de 0,479 57,49 6�-�5�-�3 10,80� 0,248 25,92

4�-�7�-�2 24,30a 0,470 72,57 6�-�6�-�1 17,10cd 0,411 45,93

4�-�7�-�3 23,60a 0,474 63,79 6�-�6�-�2 16,20de 0,423 46,19

5�-�5�-�1 4,50� 0,136 16,96 6�-�6�-�3 16,20de 0,362 40,75

5�-�5�-�2 7,20jk 0,227 22,68 6�-�7�-�1 18,00bc 0,495 47,17

5�-�5�-�3 10,80� 0,243 29,14 6�-�7�-�2 18,00bc 0,409 46,72

5�-�6�-�1 7,20jk 0,267 30,53 6�-�7�-�3 18,00bc 0,503 47,88

5�-�6�-�2 11,70�� 0,372 40,31

Bảng�5:�kết�quả�lên�men�acid�lactic�ở�39°C�trong�thử�nghiệm�điều�kiện�lên�men�thích�hợp�

CV�=�4,85%�

Hình�2:�đồ�thị�mặt�đáp�ứng�và�đường�mức�của�hàm�lượng�acid�lactic�với�hàm�lượng�glucose�=�6%�(w/v),�nồng�độ�giống�chủng�(X�=�1-3%�v/v)�và�pH�(Y�=�5,0-7,0)

Hàm�lượng�

acid�lactic�

X�(nồng�độ�giống�chủng)�

Y�

(pH)�

X�(nồng�độ�giống�chủng)�

H
à
m
�l
ư
ợ
n
g
�a
ci
d
�l
a
ct
ic
�

Y�(pH)�
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Bảng�6:�kết�quả�lên�men�acid�lactic�trong�quy�mô�1�l

Kết�quả�lên�men�cho�thấy�hiệu�suất�lên�men�acid�đạt�
80,84%,�được�tính�bằng�đối� chiếu�phần� trăm�số�mol�
acid�sinh�ra�từ�1�mol�glucose�theo�lý�thuyết�so�với�số�
mol�acid�sinh�ra�từ�glucose�thực�tế.�

Thảo�luận

Trong�quá� trình� lên�men�ở�37°C�đa�số�các�chủng�
vi�khuẩn�lactic�đều�có�hàm�lượng�acid�tổng�cao�nhất�
ở�ngày� lên�men� thứ� 7.�Kết� quả�này� tương� đồng�với�
kết�quả�nghiên�cứu�của�Hernandez�và�cộng�sự�(2005)�
[14],�hàm�lượng�acid�trong�thí�nghiệm�lên�men�đường�
sucrose�của�vi�khuẩn�lactic�đạt�tốt�nhất�ở�ngày�thứ�7.�
Bảng�1�cho�thấy,�chủng�L6�và�L30�cho�hàm�lượng�acid�
tổng�cao�nhất�(1,65�g/l),�khác�biệt�có�ý�nghĩa�về�mặt�
thống�kê�ở�mức�5%�so�với�các�chủng�còn�lại.�Bên�cạnh�
đó,�16�chủng�được�chọn�đều�có�khả�năng�sinh�acid�tốt�
hơn�chủng�đối�chứng�L.� thermotolerans� (0,53� g/l�và�
0,60�g/l�ở�ngày�6�và�ngày�7).

Kết�quả�giải�trình�tự�và�xây�dựng�cây�phân�loại�di�
truyền�cho�thấy,�tất�cả�các�chủng�vi�khuẩn�đều�thuộc�
chi�Lactobacillus�cho�hình�thái�dạng�hình�que,�catalase�
âm�tính�và�oxidase�âm�tính.�Kết�quả�này�phù�hợp�với�
kết�quả�khảo�sát�đặc�tính�sinh�hoá�tế�bào.�L2�và�L11�
có�sự�tương�đồng�với�L.�delbrueckii�và�L.�acidophilus�
[15],�hai�chủng�vi�khuẩn�có�nhiều�ứng�dụng�trong�lên�
men� thực�phẩm�như�sữa�chua�với�khả�năng�tạo�acid�
lactic�ổn�định�và�an�toàn�với�hiệu�suất�cao,�phù�hợp�
với�hàm�lượng�acid�sinh�ra�khi�lên�men�ở�37°C�(bảng�
1).�Có�9/16�chủng�vi�khuẩn�(L7,�L21,�L26,�L27,�L30,�
L36,�L37,�L52�và�L54)�tương�đồng�với�L.�plantarum.�
Trình� tự� chủng� L9� tương� đồng� với�L.� casei� và� L54�
tương�đồng�với�L.�plantarum� là�hai� loài�vi�khuẩn�có�
phẩm�chất�lên�men�acid�lactic�tốt�được�ứng�dụng�rộng�
rãi�trong�công�nghiệp�[16].�Ngoài�ra,�cây�phân�loại�di�
truyền� cho� thấy,� các� loài�vi� khuẩn�có� trình� tự� tương�
đồng�cùng�loài�nằm�cùng�nhánh�với�nhau�và�với�chủng�
vi�khuẩn�đối�chứng�với�chỉ�số�Bootstrap�từ�69-100%.

Khi�thử�nghiệm�lên�men�acid�lactic�với�16�chủng�vi�
khuẩn�trong�môi�trường�MRS�ở�37ºC,�7�chủng�L7,�L9,�
L11,�L21,�L26,�L30�và�L37�sinh�acid�lactic�cao�hơn�các�

chủng�còn�lại,�trong�khoảng�9,9-14,1�(g/l)�và�cao�hơn�
chủng�vi�khuẩn�đối�chứng�L.�thermotolerans�(12,0�g/l).�
Khi�so�sánh�kết�quả�lên�men�sử�dụng�môi�trường�chỉ�
bổ�sung�sucrose�thì�hiệu�quả�lên�men�acid�lactic�ở�môi�
trường�MRS�tốt�hơn,�điều�này�có�thể�giải�thích�là�bởi�
phần�lớn�các�loài�vi�khuẩn�lactic�đều�có�nhu�cầu�dinh�
dưỡng�phức�tạp,�môi�trường�dinh�dưỡng�cần�bổ�sung�
các�loại�amino�acid�cũng�như�các�khoáng�vi�lượng�để�
hoạt�động�chuyển�hóa�đạt�tối�ưu�[17].�Thử�nghiệm�lên�
men�ở�39°C�và�41°C,�kết�quả�cho�thấy�chủng�L.�casei�
L9�khi�lên�men�ở�39°C�sinh�ra�acid�lactic�cao�nhất�(18,9�
g/l)�với�hiệu�suất�chuyển�hóa�đường�glucose�thành�acid�
lactic�là�95,45%�theo�số�mol.�Đáng�chú�ý,�bảng�4�cho�
thấy�hầu�hết�các�chủng�lactic�(ngoại�trừ�L9�và�L11)�đều�
sinh�acid�lactic�cao�hơn�ở�41°C,�cho�thấy�ảnh�hưởng�
của�nhiệt�độ� lên�men�đến�khả�năng�phát� triển�của�vi�
khuẩn�và�lượng�acid�lactic�sinh�ra.

Ở� nhiệt� độ� cao� hơn,� vi� khuẩn� lactic� sinh� trưởng�
nhanh�hơn�(thời�gian�để�vi�khuẩn�bắt�đầu�và�kết�thúc�
pha� lũy�thừa�trong�đường�cong�sinh�trưởng�được�rút�
ngắn)�cũng�như�tốc�độ�chuyển�hóa�của�tế�bào�vi�khuẩn�
diễn�ra�mạnh�hơn�so�với�ở�nhiệt�độ�thấp�nên�thời�gian�
để�lượng�acid�lactic�sinh�ra�đạt�tối�đa�được�rút�ngắn.�
Kết�quả�khảo�sát�điều�kiện�lên�men�thích�hợp�để�sản�
xuất�acid�lactic�từ�chủng�L.�casei�L9�cho�thấy�điều�kiện�
thích�hợp�cho�lên�men�sinh�acid�lactic�được�xác�định�
là�ở�pH�6,53;�nồng�độ�giống�chủng�là�2,33%�(v/v)�và�
nồng�độ�glucose�bổ�sung�là�6%�(w/v).�Giá�trị�pH�ban�
đầu� tối�ưu�cho�chủng�L9�(L.�casei)�được�xác�định�là�
6,53,� tương� ứng� với� kết� luận� trong� nghiên� cứu� của�
Yoo�và�cộng�sự�(1996)�[18]�về�pH�thích�hợp�cho�khả�
năng�phát�triển�tế�bào�và�sinh�acid�lactic�của�L.�casei�
là� trong� khoảng� 6,0-6,5.� Tương� tự,� Panesar�và� cộng�
sự� (2010)�[19]�cũng�kết�luận,�pH�6,5�là� tốt�nhất�cho�
chuyển�hóa�lactose�và�sinh�acid�lactic�ở�L.�casei.�Ứng�
dụng�kết�quả�điều�kiện�thích�hợp,�quá�trình�lên�men�ở�
quy�mô�1�l�cho�kết�quả�hiệu�suất�lên�men�đạt�80,84%�
(w/v)�ở�mức�tương�đương�so�với�nghiệm�thức�cho�hiệu�
suất�cao�nhất�4-6-1�(80,83%)�lên�men�trong�thí�nghiệm�
lên�men�thích�hợp�hoá�3�nhân�tố�ở�điều�kiện�lên�men�
sản� xuất� acid� lactic.� Theo� Ramesh� (2011)� [20],� quá�
trình� lên�men� acid� lactic�quy�mô�càng� lớn�càng�gặp�
nhiều� khó� khăn�do� hệ� thống� lên�men�càng� lớn�càng�
đòi�hỏi�các�thiết�bị�kiểm�soát�nghiêm�ngặt�và�ổn�định�
các�yếu�tố�ảnh�hưởng�đến�quá�trình�lên�men�như�nhiệt�
độ,�áp�suất...�Quá� trình� lên�men�acid� lactic� trong� thí�
nghiệm�này� đạt�hiệu� suất� lên�men�gần� tương� đương�
so�với�nghiệm�thức�lên�men�tốt�nhất�ở�quy�mô�100�ml�

Mẫu Nồng�độ�glucose�

ban�đầu�(g/l)

Nồng�độ�glucose�

sau�lên�men�(g/l)

Hàm�lượng�

acid�(g/l)

Hiệu�suất�%

(số�mol)

L9 60 7,66 20,70 79,09

L9-2 60 7,69 21,60 82,58

Trung�bình 60 7,68 21,15 80,84
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(80,84%)� cho� thấy�chủng�vi�khuẩn� được� tuyển�chọn�
vẫn�duy�trì�khả�năng�lên�men�khi�tăng�quy�mô�lên�1�l.

Kết�luận

Mười�sáu�chủng�vi�khuẩn�lactic�được�tuyển�chọn�do�
thể�hiện�hoạt�tính�lên�men�tốt�nhất�trong�7�ngày�và�sinh�
hàm�lượng�acid�cao�nhất�đạt�1,65�g/l.�Các�chủng�này�
thuộc�các�loài�L.�delbrueckii�(L2�và�L6),�L.�casei�(L9�
và�L10),�L.�acidophilus�(L11),�L.�fermentum�(L20),�L.�
rhamnosus�(L38)�và�L.�plantarum�(L7,�L21,�L26,�L27,�
L30,�L36,�L37,�L52�và�L54).�Chủng�L9�(L.�casei)�cho�
thấy�khả�năng�lên�men�acid�lactic�tốt�ở�37°C�(12,9�g/l),�
39°C�(18,9�g/l)�và�41°C�(18,0�g/l)�và�lên�men�quy�mô�
1� l� cao� nhất� đạt� hiệu� suất� 80,84%�ở� pH�6,53;� nồng�
độ�giống�chủng�là�2,33%�(v/v)�và�nồng�độ�glucose�bổ�
sung�là�6%�(w/v).
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