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TÓM TẮT 

Bài báo trình bày về nghiên cứu nâng cao hoạt tính probiotic vi khuẩn Lactobacillus bulgaricus 
với 4 kích thước hạt vi gói vi khuẩn từ gel Na- alginate là: 2,0 mm; 1,5 mm; 1,0 mm và 0,5 mm. Trong 
đó, hạt vi gói kích thước 1,0 mm cho hiệu quả  bảo vệ hoạt tính probiotic của vi khuẩn là cao nhất, cụ 
thể:  
- Trong môi trường acid dạ dày nhân tạo (SGJ) và môi trường muối mật (tương đương môi trường 
khắc nghiệt của hệ tiêu hóa), vi gói 1mm giữ được khoảng 60% tế bào sống ( bao gồm tế bào trong vi 
gói và tế bào phóng thích ) với thời gian khảo sát là 60 phút. Cũng trong cùng điều kiện trên, tỉ lệ 
phóng thích tế bào sống sót ra ngoài dịch khảo sát là hơn 25% so với mật độ tế bào ban đầu.  
- Kích thước vi gói càng lớn, khả năng sống sót của tế bào càng cao, nhưng tỷ lệ phóng thích tế bào 
càng giảm trong cùng điều kiện.  
- Không có sự khác biệt đáng kể khi so sánh khả năng lên men của hai hình thức tiếp giống bởi tế bào 
tự do và chế phẩm vi gói. 

ABSTRACT 

In this research, we tried to enhance potential probiotic activity of Lactobacillus bulgaricus by 
bioencapsulated method - use Na- alginate gel. In this case, we searched within 4 sizes of 
microcapsules as: 2,0 mm, 1,5 mm, 1,0 mm and 0,5 mm. As a result, we suggested the size 1,0 mm 
of microcapsule, which has enhanced potential probiotic follow: In simulated gastric juice (SGJ) and 
bile salt solution the same, harsh treatment conditions as human digestive fluid, encapsulated cells 
have survived over than 60% in 60 minutes. The released cell rate, which survived the conditions, has 
been over than 25%. These results showed that, the larger microcapsule sizes, the higher survival cell 
rate but the released rate of encapsulated cells has reduced in the same conditions. Fermentability of 
encapsulated cells has not differed significantly with fermentability of free cells, in this case. 

 

I. MỞ ĐẦU 

Các chế phẩm probiotic có vai trò quan 

trọng trong hệ tiêu hóa của người. Các kết quả 

nghiên cứu cho thấy vi khuẩn lactic khi đi vào 

hệ tiêu hóa của con người, khả năng tồn tại và 

hoạt tính probiotic của chúng lại có xu hướng 

giảm mạnh. Trong môi trường dạ dày có pH 

thấp (pH~2) và vùng muối mật, số lượng vi 

khuẩn giảm mạnh. Đây là những điều kiện bất 

lợi của vi khuẩn lactic trong hệ tiêu hóa. Vì vậy, 

2 đặc tính đóng vai trò quan trọng nhất cho hoạt 

lực của probiotic là khả năng chịu pH thấp và 

khả năng chịu muối mật [6,7]. Việc tạo các chế 

phẩm dạng vi gói để bảo vệ hoạt tính probiotic 

chứa vi khuẩn lactic trong chế phẩm theo thời 

gian bảo quản và khi đi vào hệ tiêu hóa đã được 

đặt ra [4,5,7,9]. Kết quả bài báo này chúng tôi 

trình bày hiệu quả vi gói vi khuẩn Lactobacillus 

bulgaricus nhằm nâng cao hoạt tính probiotic 

bằng phương pháp vi gói trong Na- alginate.  

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

- Giống vi khuẩn: Lactobacillus bulgaricus. 

Nhân giống trong môi trường MRS ở điều kiện 

chuẩn. Sinh khối tế bào thu nhận bằng phương 

pháp ly tâm, rửa. Giống được tiếp cho quá trình 

vi bao gói vi khuẩn. 

- Phương pháp tạo vi gói: Dung dịch tế bào 

huyền phù  Bổ sung dung dịch alginate 2% 

(tỷ lệ cố định 1:4)  Đưa vào ống tiêm (dùng 3 

kích cỡ tiêm vô trùng)  ép tạo hạt nhỏ vào 

dung dịch hỗ trợ tạo gel (thông số cố định 

CaCl2 0,1M) trên máy khuấy từ (thời gian cố 

định 40 phút)  Lọc chế phẩm vi gói vi khuẩn 

giống  Bảo quản ở nhiệt độ 5
0
C [1,2,3,11]. 
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Đường kính hạt vi gói đo bằng trắc vi kế. 

Cấu trúc hạt vi gói được quan sát bằng kính 

hiển vi điện tử quét JSM 6120 L, điện áp 25 kV 

tại phòng thí nghiệm Nano. 

+  Khả năng tồn tại của vi khuẩn chính là 

khả năng sống của tế bào, bao gồm cả các tế 

bào phóng thích và không phóng thích. Vi 

khuẩn được lấy từ hạt vi gói và từ dịch môi 

trường. 

- Khảo sát khả năng tồn tại của vi khuẩn trong 

môi trường acid dạ dày nhân tạo (SGJ, pH=2 và 

pH=3): Ngâm chế phẩm vi gói vào môi trường 

SGJ, ủ ở 37
0
C [6,7]. Theo thời gian theo dõi 

(30, 60, 90 phút), lấy chế phẩm vi gói và dịch 

môi trường ra để xác định % vi khuẩn tồn tại so 

với mật độ vi khuẩn ban đầu. Số tế bào xác định 

bằng phương pháp đếm gián tiếp khuẩn lạc trên 

môi trường MRS agar [8,9]. 

- Khảo sát khả năng tồn tại của vi khuẩn trong 

môi trường muối mật: Ngâm chế phẩm vi gói 

vào môi trường MRS chứa 0,3 % muối mật 

(tương đương ở cơ thể người), ủ ở 37
0
C [6,7]. 

Theo thời gian theo dõi (30, 60, 90 phút), lấy 

chế phẩm vi gói và dịch môi trường ra để xác 

định % vi khuẩn tồn tại so với mật độ vi khuẩn 

ban đầu. Số tế bào xác định bằng phương pháp 

đếm gián tiếp khuẩn lạc trên môi trường MRS 

agar [8,9]. 

+ Khả năng phóng thích tế bào được xác 

định bằng phương pháp đếm gián tiếp, do đó 

khả năng phóng thích tế bào chính là các tế bào 

sống thoát ra khỏi vi gói ra dịch môi trường cực 

đoan của hệ tiêu hóa nhân tạo. Vi khuẩn được 

lấy từ dịch môi trường. 

- Khảo sát khả năng phóng thích tế bào ra 

khỏi vi gói: sau 60 phút khảo sát trong môi 

trường cực đoan của hệ tiêu hóa nhân tạo, cụ 

thể là trong môi trường SGJ (pH2) và môi 

trường muối mật, số tế bào sống thoát ra dịch 

được xác định bằng phương pháp đếm gián tiếp 

khuẩn lạc trên môi trường MRS agar. Từ đó suy 

ra % tế bào thoát ra khỏi vi gói [10]. 

- So sánh khả năng lên men của 2 hình 

thức tiếp giống bởi tế bào tự do và chế phẩm vi 

gói: Theo dõi quá trình lên men trên môi trường 

MRS [12]. Cả hai hình thức tiếp giống đều đảm 

bảo các chỉ tiêu sau: - Đối với hình thức tiếp 

giống bằng tế bào tự do: tỷ lệ giống là 5%, chất 

lượng giống là 10
7 

tế bào/ml. - Đối với hình 

thức tiếp giống bằng chế phẩm vi gói: Sử dụng 

chế phẩm hạt vi gói đã qua xử lý 60 phút trong 

môi trường cực đoan của hệ tiêu hóa nhân tạo, 

cụ thể là trong môi trường SGJ (pH=2) và môi 

trường muối mật. Chế phẩm hạt vi gói được 

tính toán sao cho có số lượng tế bào tương 

đương với lượng tế bào tự do ở nghiệm thức đối 

chứng. 

Các chỉ tiêu đại diện để so sánh khả năng 

lên men của 2 hình thức tiếp giống bởi tế bào tự 

do và chế phẩm vi gói là pH và acid lactic. 

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Tạo vi gói 

Với phương pháp tạo vi gói bằng cách 

nhốt vi khuẩn trong Na- alginate dựa vào khả 

năng tạo gel, kích thước của hạt tăng dần từ 0,5 

đến 2,0 mm với các loại kích thước kim tiêm 

khác nhau (bảng 1). Một số hình ảnh vi gói 

được mô tả qua nhóm hình 1. 

Bảng 1. Nhận xét một số tính chất chế phẩm hạt vi gói vi khuẩn L.bulgaricus 

STT Một số tính chất Nhận xét 

1 Kích thước vi gói  2,0± 0,1 mm  (loại kim tiêm kích thước 1,5mm) 

1,5 ± 0,1 mm (loại kim tiêm kích thước 1mm) 

1,0 ± 0,1 mm (loại kim tiêm kích thước 0,5 mm) 

0,5 ± 0,1 mm (loại kim tiêm kích thước 0,5 mm,                

tạo hạt trong môi trường khuấy từ) 

2 Mật độ tế bào L.bulgaricus 0,9.10
8
 tế bào/g 

3 Tính chất cơ lý, hình dạng Mềm- Dạng hạt 

4 An toàn sinh học An toàn [5] 

5 Điều kiện bảo quản Nhiệt độ 5
0
C, trong nước muối sinh lý 0,9% 

6 Thời gian bảo quản 6 tuần 
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Một số hình ảnh mô tả chế phẩm vi gói tạo bởi loại kim tiêm kích thước 1mm 

a. Hạt vi gói b. Hạt vi gói (x 10) c. Mặt cắt trong hạt 

vi gói L. bungaricus 

d. Mặt cắt ngoài hạt 

vi gói 

    

Hình 1. Chế phẩm vi gói 

3.2 Khả năng tồn tại của L.bulgaricus 

trong môi trường acid dạ dày nhân tạo (SGJ)            

Các khảo sát trên môi trường SGJ (pH= 

2) cho thấy:  

- Với tế bào tự do: tỉ lệ tế bào tồn tại giảm đáng 

kể khi xử lý trong SGJ, đến 60 phút, hầu như 

không còn tế bào vi khuẩn sống sót vì không có 

yếu tố bảo vệ trong môi trường cực đoan. 

- Với chế phẩm vi gói, khả năng bảo vệ tế bào 

thể hiện qua % tế bào sống tồn tại, tỷ lệ tế bào 

sống sót trong điều kiện cực đoan có xu hướng 

gia tăng từ 40 – 63% (sau 60 phút khảo sát) 

hoặc 20 – 55% (sau 90 phút khảo sát) nếu gia 

tăng kích thước vi gói từ 0,5 – 2mm.  

Tương tự, các khảo sát trên môi trường 

SGJ (pH= 3), vi gói có khả năng bảo vệ tế bào, 

lượng tế bào tồn tại dao động từ 40 – 75% (sau 

60 phút khảo sát) hoặc 22 – 63% (sau 90 phút 

khảo sát) nếu gia tăng kích thước vi gói từ 0,5 – 

2mm (đồ thị hình 2). 

Kết quả trên cho thấy sự khác biệt khá 

lớn về % tế bào tồn tại trong môi trường SGJ 

theo thời gian. Với 2 trường hợp khảo sát, thời 

gian xử lý SGJ càng dài, mật độ tế bào sống sót 

càng giảm dần, kích thước vi gói càng lớn, khả 

năng bảo vệ tế bào, % tế bào tồn tại so với mật 

độ ban đầu càng tăng (hình 2). Với hai giá trị 

pH của môi trường SGJ (pH= 2 và pH = 3), khả 

năng tồn tại của L.bulgaricus khá khác biệt, pH 

càng giảm, yếu tố môi trường càng khắc nghiệt, 

khả năng tồn tại của tế bào càng giảm.  

Các khảo sát trên chứng minh rằng, nếu 

không được bảo vệ bằng vi gói, các nhóm vi 

khuẩn lactic có trong chế phẩm sẽ có thể không 

còn phát huy tác dụng của mình khi đi vào hệ 

tiêu hóa. Vi gói có kích thước lớn có khả năng 

bảo vệ tế bào tốt hơn.  

% tế bào tồn tại so với mật độ ban đầu ở pH=2
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Hình 2. Mật độ tế bào L.bulgaricus trong môi 

trường dạ dày nhân tạo (SGJ) 

3.3 Khả năng tồn tại của L.bulgaricus trong 

môi trường muối mật 

Các khảo sát trên môi trường muối mật cho 

thấy:  

- Với tế bào tự do: tỉ lệ tế bào tồn tại cũng giảm 

đáng kể và hoàn toàn bị tiêu diệt ở thời điểm 60 

phút trong môi trường muối mật  

- Với các vi gói, chúng có thể bảo vệ tế bào, 

giúp tế bào tồn tại trong điều kiện cực đoan, tỷ 

lệ tế bào sống sót có xu hướng gia tăng từ 38 – 

62% (sau 60 phút khảo sát) hoặc 20 – 52% (sau 

90 phút khảo sát) nếu gia tăng kích thước vi gói 

từ 0,5 – 2mm (đồ thị hình 3). Kích thước vi gói 

càng lớn, khả năng bảo vệ tế bào càng cao 
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% tế bào tồn tại so với mật độ ban đầu trong môi trường 

muối mật 

0

20

40

60

80

100

120

Ban đầu 30 60 90

Thời gian theo dõi (phút)
%

Tế bào tự do Vi gói 0,5 mm Vi gói 1,0 mm

Vi gói 1,5 mm Vi gói 2,0 mm
 

Hình 3. Mật độ tế bào L.bulgaricus trong môi trường muối mật 

 

3.4 Khảo sát khả năng phóng thích tế bào ra 

khỏi vi gói 

Các khảo sát trên đây cho thấy, khả năng 

sống sót của vi khuẩn tăng theo kích thước của 

hạt vi gói. Hiệu quả vi gói tế bào vi khuẩn 

probiotic được đánh giá thông qua khả năng 

sống trong môi trường dạ dày, muối mật và khả 

năng phóng thích tế bào trong các môi trường 

này [4]. Các khảo sát trên đây đã chứng minh 

được hiệu quả vi gói qua khả năng sống của tế 

bào trong môi trường acid và muối mật. Phần 

này chúng tôi khảo sát khả năng phóng thích tế 

bào ra khỏi vi gói sau 60 phút khảo sát trong 

môi trường cực đoan của hệ tiêu hóa nhân tạo 

[10], cụ thể là trong môi trường SGJ (pH2) và 

môi trường muối mật.  

Kết quả thực nghiệm qua hình 4 cho 

thấy: kích thước vi gói ảnh hưởng mạnh đến 

khả năng phóng thích tế bào. Vi gói có kích 

thước 2 mm chỉ có 7-8% tế bào phóng thích ra 

khỏi vi gói. Nếu giảm kích thước vi gói còn 1,5 

mm thì lượng tế bào phóng thích khoảng 10%.  

Các vi gói có kích thước nhỏ hơn 1mm đều có 

khả năng phóng thích ra khỏi vi gói khoảng 

25% tế bào so với mật độ tế bào ban đầu của 

chế phẩm.  

Vi gói càng nhỏ, tỷ lệ phóng thích tế bào 

càng lớn (vi gói 0,5 mm phóng thích khoảng 

60%; vi gói 1 mm phóng thích khoảng 50%; vi 

gói 1,5 mm phóng thích khoảng 16% vi gói 2 

mm phóng thích khoảng 9%  so với tế bào tồn 

tại sau 60 phút). Tuy nhiên, vi gói càng nhỏ, tỷ 

lệ tế bào sống càng thấp. Chính vì vậy, kết quả 

hình 4 cho thấy, chỉ có vi gói 1 mm vừa có khả 

năng bảo vệ tế bào cao, vừa có khả năng đảm 

bảo sự phóng thích tế bào ra khỏi vi gói trong 

cả 2 môi trường cực đoan khảo sát.  

Đối với tế bào vi gói 1 mm: sau 60 phút 

khảo sát chế phẩm trong môi trường cực đoan, 

giữ được khoảng 60% tế bào sống. Trong 60% 

đó, 35% vẫn được giữ trong vi gói, 25% có ý 

nghĩa ở khía cạnh hoạt tính probiotic vì đó là số 

tế bào phóng thích ra ngoài. Trong thời gian 60 

phút tiếp xúc với môi trường cực đoan, lượng tế 

bào được phóng thích dần dần ra khỏi vi gói, 

chứ không phải tiếp xúc liền với môi trường 

cực đoan như tế bào tự do. Theo một số tài liệu 

tham khảo, để phóng thích ra khỏi vi gói, thời 

gian mất từ 30-45 phút [4,8]. Như vậy trong 60 

phút khảo sát, 30-45 phút ban đầu vẫn là thời 

gian trong vi gói, 25% tế bào phóng thích trở 

thành tế bào tự do chỉ trong khoảng 15-30 phút 

còn lại. Vì vậy, 25% tế bào phóng thích trở 

thành tế bào tự do này sống được trong môi 

trường cực đoan trong 60 phút. 

Qua toàn bộ các khảo sát của bài báo 

chúng tôi nhận thấy, đối với chế phẩm hạt vi 

gói có kích thước 1 mm, có 60% tổng số vi 

khuẩn (bao gồm cả lượng tế bào trong vi gói và 

tế bào phóng thích ra dịch) được bảo tồn trong 

môi trường cực đoan sau khoảng 1 giờ, thời 

gian đủ để cho chế phẩm đi qua vùng dạ dày và 

vùng muối mật để vào ruột ức chế các vi khuẩn 

lên men có hại. Các kết quả về khả năng 

L.bulgaricus vi gói trong Na-alginate tồn tại 

cao hơn gần 2 lần so với Bifidobacteria vi gói 

trong carrageenan [10,11,12]. Đối với chất vi 

gói carrageenan, điều kiện vi gói ở nhiệt độ cao 

đã  ảnh hưởng  đến  khả năng sống của vi 

khuẩn.   
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% tế bào phóng thích ra khỏi vi gói trong môi trường SGJ 

(pH=2, trong 60 phút) so với mật độ ban đầu
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% tế bào phóng thích khỏi vi gói trong môi trường muối 
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Hình 4. Sự phóng thích tế bào L.bulgaricus sau khi xử lý trong môi trường SGJ và muối mật 

 

Bảng 2. So sánh khả năng lên men của 2 hình thức tiếp giống tế bào tự do và chế phẩm vi gói 

Thời gian lên men 

(giờ) 

pH Acid lactic (mg/ml) 

Tế bào tự do Vi gói 1mm Tế bào tự do Vi gói 1mm 

4 5,2 5,1 2,05 2,08 

8 4,8 4,8 3,06 3,05 

12 4,5 4,4 3,20 3,22 

16 4,2 4,2 3,35 3,30 

20 4,0 4,0 3,36 3,35 

24 4,0 4,0 3,35 3,35 

 

3.5 So sánh khả năng lên men của 2 hình 

thức tiếp giống bởi tế bào tự do và chế phẩm 

vi gói 

Cả hai hình thức tiếp giống đều đảm bảo 

các chỉ tiêu sau: Tỷ lệ giống là 5%, chất lượng 

giống là 10
7 
tế bào/ml 

Các chỉ tiêu đại diện để so sánh khả 

năng lên men của 2 hình thức tiếp giống bởi tế 

bào tự do và chế phẩm vi gói là pH và acid 

lactic. Kết quả thể hiện qua bảng 2 cho thấy 

không có sự khác biệt giữa 2 hình thức này sau 

24 giờ theo dõi lên men. 

IV. KẾT LUẬN 

Bằng phương pháp vi gói Lactobacillus 

bulgaricus trong Na- alginate tạo hạt đã nâng 

cao được hoạt tính probiotic: Vi gói càng nhỏ, 

tỷ lệ phóng thích tế bào càng lớn.Tuy nhiên, vi 

gói càng nhỏ, tỷ lệ tế bào sống càng thấp. 

Trong các kích thước vi gói khảo sát từ 0,5 

mm đến 2,0 mm, chỉ có vi gói 1 mm vừa có 

khả năng bảo vệ tế bào cao, vừa có khả năng 

đảm bảo sự phóng thích tế bào ra khỏi vi gói 

trong cả 2 môi trường cực đoan khảo sát. Cụ 

thể như sau:  

- Giữ được khoảng 60% tế bào sống 

trong 60 phút ở môi trường acid và muối mật 

so với mật độ tế bào ban đầu. 

- Phóng thích 25% tế bào sống so với 

mật độ tế bào ban đầu ra khỏi vi gói. 

- Hoạt lực lên men của tế bào tự do và 

chế phẩm vi gói 1 mm đã qua môi trường cực 

đoan của hệ tiêu hóa nhân tạo là không có sự 

khác biệt. 
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