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TÓM TẮT 

Khả năng tổng hợp exopolysaccharide (EPS) của  Lactobacillus plantarum N5 (L. 

plantarum N5) trong các điều kiện nuôi cấy khác nhau đã được khảo sát. Kết quả 

cho thấy lượng EPS thu được đạt 199,305 µg/mL khi nuôi L. plantarum N5 trong 

môi trường MRS có bổ sung 5% lactose. Tiếp tục bổ sung 0,8% cao thịt vào môi 

trường MRS có lactose làm tăng khả năng sinh EPS của vi khuẩn lên rất nhiều 

(332,109 µg/mL). Và điều kiện thích hợp cho khả năng sinh EPS của L. plantarum 

N5 cũng đã được xác định là mật độ tế bào ban đầu 107 cfu/mL, pH môi trường 

bằng 6 và ủ ở 40oC trong 36 giờ với môi trường MRS có bổ sung lactose và cao thịt 

như trên. Khi nuôi cấy ở điều kiện này, lượng EPS thu được cao nhất là 417,923 

µg/mL. 

Từ khóa: điều kiện nuôi cấy, exopolysaccharide, Lactobacillus plantarum. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Exopolysaccharide (EPS) của nhiều chủng vi khuẩn lactic có tác dụng cải thiện 

một số tính chất lưu biến của thực phẩm như làm tăng độ đặc, độ nhớt, tăng khả năng 

tạo gel. Sự có mặt các hợp chất EPS trong thực phẩm còn có vai trò như là prebiotic tốt 

cho sức khỏe. Bên cạnh đó, nó còn có khả năng chống ung thư, chống cao huyết áp, 

tăng cường khả năng miễn dịch, kháng virus, chống oxy hóa [1,2]. 

Nhiều nghiên cứu về điều kiện nuôi cấy thích hợp để vi khuẩn lactic sinh EPS 

cao đã được công bố. Lactose, glucose và saccharose là ba nguồn carbon (C) được sử 

dụng nhiều trong nuôi cấy thu nhận EPS. Lactose là nguồn thích hợp cho L. helveticus 

ATCC 15807 [3], và L. plantarum [4] sinh EPS cao. Trong một số nghiên cứu khác thì 

glucose mới là nguồn C tối thích [5,6]. Còn saccharose lại kích thích khả năng tổng hợp 
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EPS của L. paracasei IL2 [7] và  L. confusus TISTR 1498 [8]. Nguồn nitrogen (N) có trong 

môi trường nuôi cấy cũng ảnh hưởng lớn đến khả năng tổng hợp EPS của vi khuẩn 

lactic. Ba nguồn N thường được sử dụng trong các nghiên cứu này là peptone, cao thịt, 

cao nấm tùy theo từng loại vi khuẩn. Cũng theo các nghiên cứu trên, lượng EPS thu 

được cao nhất khi nuôi các chủng vi khuẩn lactic trong môi trường có pH 5,5 – 6,5 [3, 8-

12], nhiệt độ khoảng 30 – 40oC [6, 9-11,13], thời gian khoảng 24 – 48 giờ [9-12, 14] và 

khả năng sinh EPS của chúng phụ thuộc rất lớn vào các điều kiện nuôi cấy. Vì vậy, 

chúng tôi tiến hành đề tài này nhằm mục đích tìm ra được điều kiện nuôi cấy thích 

hợp để L. plantarum N5 phân lập từ nem chua sinh EPS cao.  

 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Chủng vi khuẩn L. plantarum N5 có nguồn gốc từ nem chua được phân lập tại 

phòng thí nghiệm vi sinh, khoa Cơ Khí Công nghệ, Đại học Nông Lâm, Đại học Huế và 

được định danh ở Đại học Gent, Vương Quốc Bỉ. 

2.2. Các phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp nuôi cấy, thu nhận và tách chiết EPS  

L. plantarum N5 sau khi nuôi trong môi trường MRS với các điều kiện nuôi cấy 

khác nhau được xử lý nhiệt ở 100oC trong 15 phút để bất hoạt enzyme, đình chỉ hoạt 

động của tế bào vi khuẩn và hòa tan EPS rồi làm nguội. Protein trong dịch nuôi cấy 

được loại bỏ bằng cách bổ sung  25% TCA, để qua đêm rồi ly tâm 13.000 vòng/phút ở 

4oC. Dịch nổi được thêm vào lượng ethanol 99% gấp đôi thể tích, để lạnh qua đêm rồi 

ly tâm 13.000 vòng/phút ở 4oC để thu nhận EPS. Quá trình tủa EPS được thực hiện lặp 

lại 2 lần. EPS kết tủa được hòa tan lại bằng nước cất ấm để làm mẫu phân tích [10]. 

2.2.2. Xác định hàm lượng EPS bằng phương pháp phenol-sulfuric  

Lấy lượng EPS thu nhận được từ 1 mL dịch nuôi cấy, hòa tan trong 1 mL nước 

cất, cho thêm 1 mL dung dịch phenol 5% và 5 mL H2SO4 đậm đặc, lắc đều rồi ngâm 

vào nước sôi 2 phút. Hỗn hợp được để nguội đến nhiệt độ phòng rồi đem đi đo OD ở 

bước sóng λ = 490 nm, mẫu trắng là mẫu không có EPS, chỉ có nước cất. Hàm lượng 

EPS trong các mẫu được xác định thông qua đường chuẩn glucose [15]. 

2.2.3. Phương pháp nghiên cứu ảnh hưởng của  nguồn C, N và nồng độ của chúng lên 

khả năng sinh tổng hợp EPS của L. plantarum N5 [9, 10] 

- Ảnh hưởng của nguồn C đến khả năng sinh tổng hợp EPS: L. plantarum N5 

được nuôi trong môi trường MRS lỏng có bổ sung lần lượt glucose, lactose và 

saccharose với các nồng độ 2%, 3%, 4%, 5%, 6%. Mật độ tế bào ban đầu là 106 cfu/mL, 

nhiệt độ 37oC và thời gian nuôi cấy là 48 giờ. Hàm lượng EPS được xác định theo 
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phương pháp được trình bày ở mục 2.2.1 và 2.2.2. 

- Ảnh hưởng của nguồn N đến khả năng sinh tổng hợp EPS: L. plantarum N5 

được nuôi trong môi trường MRS có sẵn hàm lượng đường phù hợp được bổ sung lần 

lượt cao thịt, peptone với nồng độ 0,2%; 0,4%; 0,6%; 0,8%; 1% và cao nấm với các nồng 

độ 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4% và 0,5% với điều kiện nuôi cấy như khảo sát ảnh hưởng của 

nguồn C. Hàm lượng EPS được xác định theo phương pháp được trình bày ở mục 2.2.1 

và 2.2.2.  

2.2.4. Phương pháp nghiên cứu ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy [9, 10] 

- Ảnh hưởng của mật độ tế bào nuôi cấy ban đầu: L. plantarum N5 được nuôi 

cấy trong môi trường thích hợp đã được xác định ở mục 2.2.3 với lượng tế bào nuôi cấy 

ban đầu khác nhau là 104 cfu/mL, 105 cfu/mL, 106 cfu/mL, 107 cfu/mL và 108 cfu/mL rồi 

xác định hàm lượng EPS (mục 2.2.1 và 2,2,2). 

- Ảnh hưởng của pH môi trường: L. plantarum N5 được nuôi cấy trong môi 

trường đã được xác định ở mục 2.2.3 và mật độ tế bào ban đầu thích hợp với các giá trị 

pH được điều chỉnh là 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 và 6,5 rồi xác định hàm lượng EPS (mục 2.2.1 

và 2,2,2). 

- Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy: L. plantarum N5  được nuôi cấy trong điều 

kiện thích hợp đã khảo sát trong các thí nghiệm trước ở các mức nhiệt độ khác nhau là 

30oC, 35oC, 40oC và 45oC rồi xác định hàm lượng EPS (mục 2.2.1 và 2,2,2). 

- Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy: L. plantarum N5 được nuôi cấy trong điều 

kiện thích hợp ở các thí nghiệm trước rồi lấy mẫu để thu nhận và xác định hàm lượng 

EPS (mục 2.2.1 và 2,2,2) ở các mốc thời gian là 12 giờ, 24 giờ, 36 giờ, 48 giờ, 60 giờ và 72 

giờ.  

2.2.5. Phương pháp xử lý số liệu. 

Số liệu được xử lý bằng phần mềm SPSS 22.0, sai số giữa các thí nghiệm với 

mức ý nghĩa (p<0,05). 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Ảnh hưởng của nguồn C bổ sung đến khả năng sinh tổng hợp EPS của L. 

plantarum N5 

Bảng 1. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nguồn C bổ sung vào môi trường nuôi cấy 

đến khả năng sinh tổng hợp EPS của L. plantarum N5 (µg/mL). 

(%) 

Nguồn C 
0 2 3 4 5 6 

Glucose 82,394f 115,118c 125,970b 151,581a 111,703d 109,874e 
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Lactose 82,394f 116,905e 157,069d 177,923b 199,305a 171,846c 

Saccharose 82,394f 145,687c 183,898a 169,711b 116,459d 109,630e 

Các chữ cái (a, b, c, d, e, f) thể hiện sự sai khác về hàm lượng EPS thu nhận được trong môi 

trường có  bổ sung các hàm lượng đường  khác nhau, xử lý Ducan ở mức ý nghĩa thống kê α=0,05 theo 

hàng ngang. 

Kết quả từ bảng 1 cho thấy cả 3 nguồn C đều có tác dụng tích cực đến khả năng 

tổng hợp EPS của L. plantarum N5. Trong đó, lactose là loại đường có tác dụng tốt nhất 

và cho lượng EPS cực đại khi bổ sung 5% vào trong môi trường nuôi cấy. Lactose cũng 

là nguồn C thích hợp cho khả năng sinh EPS của L. plantarum T10 được phân lập từ 

tôm chua [9], L. helveticus ATCC 15807 [3] và L. plantarum phân lập từ ngô lên men [4].  

Ở một số nghiên cứu khác, saccharose lại là nguồn C bổ sung có tác dụng giúp 

L. paracasei IL2 [7], L. confusus TISTR 1498 [8] và L. plantarum W5 [10] có khả năng EPS 

cao.   

Trong khi đó, glucose lại là  nguồn bổ sung thích hợp cho việc tăng khả năng 

sinh EPS của L. plantarum C88 [5], L. fermentum F6 [6] hay của L. fermentum MC3 [11]. 

Như vậy, khả năng sinh EPS của vi khuẩn lactic phụ thuộc rất lớn vào nguồn C 

có trong môi trường nuôi cấy. Trong nghiên cứu này, lượng EPS thu được cao nhất khi 

trong môi trường nuôi cấy có bổ sung 5% lactose. Vì vậy, chúng tôi chọn loại đường 

này để bổ sung vào môi trường nuôi cấy trong các nghiên cứu tiếp theo.  

3.2. Ảnh hưởng của nguồn N bổ sung đến khả năng sinh tổng hợp EPS của L. 

plantarum N5 

Bảng 2. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nguồn N bổ sung vào môi trường nuôi cấy 

đến khả năng tổng hợp EPS của L. plantarum N5 (µg/mL ). 

Peptone Cao thịt Cao nấm 

% EPS (μg/mL) % EPS (μg/mL) % EPS (μg/mL) 

0 199,350c 0 199,350d 0 199,350e 

0,2 167,030e 0,2 293,533c 0,1 241,500d 

0,4 175,730d 0,4 292,760c 0,2 275,118c 

0,6 239,470b 0,6 295,972b 0,3 308,289b 

0,8 255,120a 0,8 332,109a 0,4 324,142a 

1 255,080a 1 331,420a 0,5 324,960a 

Các chữ cái (a, b, c, d, e, f) thể hiện sự sai khác về hàm lượng EPS  thu nhận được trong môi 

trường có bổ sung nguồn N với các nồng độ  khác nhau, xử lý Ducan ở mức ý nghĩa thống kê α=0,05 

theo hàng dọc. 
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Cao thịt là nguồn N tốt nhất cho khả năng sinh EPS của L. plantarum N5 (Bảng 

2). Lượng EPS thu được tăng lên cùng với sự tăng của nồng độ cao thịt bổ sung và đạt 

cực đại khi bổ sung 0,8% vào môi trường nuôi cấy. Sau đó nếu tiếp tục tăng lượng bổ 

sung thì hàm lượng EPS cũng không thay đổi.  

Cao nấm cũng có tác dụng làm tăng hàm lượng EPS thu được từ L. plantarum 

N5 tuy không tốt bằng nguồn cao thịt. Tuy vậy, cao nấm lại là nguồn N tốt cho nhiều 

loại vi khuẩn khác sinh EPS cao như Leuconostoc mesenteroides, L. plantarum [16], L. 

plantarum W5 [10], L. plantarum T10 [9]  và L. fermentum MC3 [11].   

Trong khi đó peptone lại có tác dụng hai chiều đối với khả năng sinh EPS của L. 

plantarum N5. Với nồng độ bổ sung dưới 0,6%, lượng EPS thu nhận được giảm. Còn 

khi tăng nồng độ peptone bổ sung cao hơn thì lượng EPS thu được sẽ tăng lên và đạt 

cực đại khi bổ sung 0,8%. 

Như vậy, nguồn N có ảnh hưởng lớn đến khả năng sinh EPS của vi khuẩn, 

không chỉ do bản chất của nó mà còn ảnh hưởng bởi nồng độ. Theo các kết quả khảo 

sát trên, chúng tôi chọn bổ sung 0,8% cao thịt vào môi trường nuôi cấy trong các 

nghiên cứu tiếp theo.  

3.3. Ảnh hưởng của mật độ tế bào nuôi cấy ban đầu đến khả năng sinh tổng hợp EPS 

của L. plantarum N5 

Mật độ tế bào ban đầu có ảnh hưởng lớn đến khả năng tổng hợp các hợp chất 

thứ cấp của các loại vi sinh vật, trong đó có EPS. Vì vậy, chúng tôi đã khảo sát lần lượt 

các mật độ tế bào gieo cấy ban đầu từ 104 cfu/mL - 108 cfu/mL và xác định hàm lượng 

EPS thu được. Kết quả cho thấy, ở mật độ gieo cấy ban đầu 107 cfu/mL, EPS thu nhận 

được có hàm lượng cao nhất. Còn ở xa dần về hai phía của mật độ này thì hàm lượng 

EPS giảm dần (Hình 1) Như vậy, lượng tế bào gieo cấy ban đầu thích hợp cho khả 

năng tổng hợp EPS của L. plantarum N5 cao hơn so với một số nghiên cứu trước đây [9, 

10]. 

 

Hình 1. Ảnh hưởng của mật độ tế bào ban đầu đến khả năng tổng hợp EPS của L. plantarum N5. 
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Mật độ tế bào ban đầu càng cao thì lượng EPS sinh ra càng cao. Tuy nhiên, khi 

mật độ tế bào quá cao thì nhu cầu dinh dưỡng của chúng sẽ không được đáp ứng đủ, 

vì vậy lượng EPS sinh ra sẽ bị giảm. Với vi khuẩn L. plantarum N5 thì mật độ tế bào ban 

đầu 107 cfu/mL là phù hợp cho quá trình sinh tổng hợp EPS và mật độ này sẽ được sử 

dụng trong các nghiên cứu tiếp theo.  

3.4. Ảnh hưởng của pH môi trường ban đầu đến khả năng sinh tổng hợp EPS của L. 

plantarum N5  

 

Hình 2. Ảnh hưởng của pH ban đầu đến khả năng tổng hợp EPS của L. plantarum N5. 

pH từ 5,5 đến 6,5 là khoảng thích hợp cho sự phát triển và tổng hợp EPS của 

nhiều vi khuẩn lactic. Trong nghiên cứu này, L. plantarum N5 sinh EPS cao nhất khi 

nuôi trong môi trường có pH ban đầu là 6 (Hình 2). Đây cũng là pH thích hợp cho khả 

năng tổng hợp EPS của một số chủng vi khuẩn lactic như L. plantarum W5 [10] và L. 

fermentum MC3 [11]. Trong khi đó, lượng EPS thu nhận được cao nhất của L. helveticus 

ATCC 15807 là khi nuôi trong môi trường có pH ban đầu là 6,2 [25], L. fermentum 

TDS030603 là nuôi ở pH 6,5 [12] , L. confusus TISTR 1498 [8] và L. plantarum T10 [9] là 

nuôi ở pH là 5,5.  

Từ kết quả khảo sát trên, chúng tôi chọn pH môi trường ban đầu là 6 để nuôi 

cấy vi khuẩn trong các nghiên cứu tiếp theo.  
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3.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy đến khả năng sinh tổng hợp EPS của L. 

plantarum N5 

 

Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy đến khả năng tổng hợp EPS L. plantarum N5 

 Nhiệt độ thích hợp cho khả năng sinh EPS của vi khuẩn lactic thường dao động 

trong khoảng 35 – 45oC. L. plantarum W5 [10], L. plantarum T10 [9 ] và L. fermentum MC3 

[11] tổng hợp EPS cao khi nuôi cấy ở 35oC. Còn khi nuôi cấy ở 37oC thì L. plantarum 

SKT109 [13] và L. fermentum F6 [6] lại cho lượng EPS cao. Trong nghiên cứu này, lượng 

EPS thu nhận được khi nuôi L. plantarum N5 tăng dần theo nhiệt độ nuôi cấy và đạt giá 

trị cao nhất ở 40oC sau đó giảm nhanh nếu nuôi ở nhiệt độ cao hơn (Hình 3).   

3.6. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến khả năng sinh tổng hợp EPS của L. 

plantarum N5 

  

Hình 4. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến khả năng tổng hợp EPS L. plantarum N5 

Lượng EPS thu nhận được phụ thuộc rất lớn vào thời gian nuôi cấy. Đối với L. 

plantarum N5, lượng EPS thu nhận được tăng dần theo thời gian nuôi cấy và đạt cực 

đại sau 36 giờ nuôi rồi sau đó giảm dần (Hình 4). Đây cũng là thời gian tốt nhất để thu 

nhận EPS từ L. plantarum W5 [10] và L. rhamnosus R.[14]. Còn đối với L. paracasei IL2 [7]  
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và L. plantarum T10 [9] 48 giờ là thời gian nuôi cấy thích hợp để thu nhận EPS. Điều 

này có thể là do theo thời gian, nguồn dinh dưỡng trong môi trường nuôi cấy cạn dần, 

lượng tế bào vi khuẩn lại tăng lên nên EPS tạo thành được sử dụng như là một nguồn 

cung cấp dinh dưỡng.  

 

4. KẾT LUẬN 

Tất cả các yếu tố khảo sát đều có ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng hợp EPS 

của L. plantarum N5. Các kết quả nghiên cứu chỉ ra rằng, điều kiện tối thích cho L. 

plantarum N5 tổng hợp EPS là gieo cấy với mật độ tế bào ban đầu là 107 cfu/mL trong 

môi trường MRS có bổ sung 5% lactose, 0,8 cao thịt, pH 6 ủ ở 40oC trong 36 giờ. Hàm 

lượng EPS thu được trong điều kiện này là 417,923 µg/mL. 
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ABSTRACT 

The supplement of lactose, saccharose, and glucose into the culture medium (MRS 

broth) gave the positive effects on EPS production of L. Plantarum N5, in which the 

addition of lactose 5% resulted in the most efficiency for EPS yield (199.305 

µg/mL). The additional of 0.8% of beef extract into culture medium with 5% lactose 

provided the highest EPS yields compared to other nitrogen sources (peptone, 

yeast extract) which were 332.109 µg/mL. The optimal conditions for EPS 

production of L. Plantarum N5 in MRS broth with 5% of lactose, 0.8% beef extract 

supplement and initial cell density of 107 cfu/mL were at 40oC, pH 6 and 36–hour 

ensilation (417.923µg/mL). 

Keywords: culture condition, exopolysaccharide, Lactobacillus Plantarum.  
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