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Đặt vấn đề

Trong những năm gần đây, probiotic đã được ứng dụng 
rộng rãi trong ngành công nghệ thực phẩm và dược phẩm 
nhờ những lợi ích sức khỏe mà nó mang lại. Nhiều chế phẩm 
probiotic thương mại hiện nay là thành viên của LAB [1, 2]. 
Nhiều LAB quen thuộc và được công nhận an toàn thuộc 
chi Lactobacillus, thường được sử dụng trong quá trình lên 
men rau, trái cây và sữa [3]. Lactobacillus cũng có mặt như 
một hệ vi sinh vật niêm mạc bình thường của người và động 
vật. Chúng chủ yếu là ưa hoặc kỵ khí, không gây bệnh và 
thích điều kiện có tính axit của đường tiêu hóa. Các nghiên 
cứu cho thấy tiêu thụ lợi khuẩn Lactobacillus giúp duy trì 
sức khỏe và ngăn ngừa nhiễm trùng đường ruột [4]. Do đó, 
các loài Lactobacillus được sử dụng phổ biến nhất trong các 
chế phẩm probiotic bao gồm: Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
paracasei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri và 
Lactobacillus rhamnosus [5, 6].

Trong các ứng dụng thực phẩm và dược phẩm, chế phẩm 
probiotic dạng bột vi khuẩn sẽ thuận tiện hơn trong vận 
chuyển và kết hợp vào các hoạt động chế biến khác như 
phối trộn và đóng viên [7, 8]. So với sản phẩm dạng lỏng, 
chế phẩm dạng bột có lợi thế trong việc duy trì hoạt động 
của các thành phần có hoạt tính sinh học, giúp kéo dài thời 
hạn sử dụng của sản phẩm [9]. Tuy nhiên, hiệu suất sản xuất 

và mật số sống sót của LAB trong quá trình sấy khô bảo 
quản thường không cao nên giá thành sản xuất cao và thời 
gian bảo quản ngắn. Một nghiên cứu đã chứng minh khả 
năng sống sót của L. plantarum sau khi sấy phun chỉ khoảng 
0,85% [10]. Tỷ lệ sống sót sau sấy thấp, thời gian bảo quản 
ngắn nên sẽ đẩy giá thành lên rất cao, làm hạn chế khả năng 
sử dụng của chế phẩm probiotic.

Sự sống sót của vi khuẩn probiotic trong quá trình sản 
xuất và sử dụng phụ thuộc vào nhiều yếu tố khác nhau, 
chẳng hạn như lựa việc chọn chủng, điều kiện nuôi cấy, môi 
trường lên men, điều kiện sấy khô và lựa chọn chất nền 
thực phẩm để đảm bảo vi khuẩn sống sót đi đến đường ruột. 
Trạng thái sinh lý thích nghi với môi trường nuôi cấy cũng 
có thể là một yếu tố chính ảnh hưởng đến khả năng tồn tại 
của vi khuẩn probiotic. Chẳng hạn như cảm ứng thích nghi 
với các sốc môi trường có thể cải thiện khả năng chống lại 
quá trình lạnh đông và làm khô ở vi khuẩn. Để tạo ra phản 
ứng thích nghi của tế bào, người ta đã cố gắng nuôi cấy 
Lactobacillus trong các điều kiện dưới ngưỡng gây chết, 
bao gồm sử dụng nhiệt độ cao và thấp, thay đổi pH, ôxy và 
áp suất thẩm thấu, cũng như bổ sung các chất ức chế như 
muối mật [11-13].

Trong nghiên cứu này, để chứng minh sự thích nghi của 
LAB với sốc môi trường có thể cải thiện khả năng sống sót 
của tế bào trong quá trình sấy đông khô, chủng vi khuẩn 
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Tóm tắt:

Để chứng minh sự thích nghi của vi khuẩn lactic (LAB) với sốc môi trường có thể cải thiện khả năng sống sót của tế 
bào trong quá trình sấy đông khô, chủng vi khuẩn Lactobacillus plantarum VAL6 được nuôi cấy dưới các điều kiện 
gây sốc khác nhau như nhiệt độ, pH và sự tăng nồng độ CO2. Kết quả phân tích mật số cho thấy, vi khuẩn này có 
khả năng sống sót ở các điều kiện môi trường khắc nghiệt như pH 2,5, nhiệt độ 47oC và điều kiện yếm khí do CO2 
tạo ra. Đặc biệt, việc nuôi cấy tăng cường CO2 có thể kích thích làm tăng mật số của L. plantarum VAL6 (đạt 9,4 so 
với 9 LogCFU/ml ở điều kiện nuôi cấy bình thường). Sau khi tế bào được thích nghi với sốc môi trường ở pH 3,5, 
tỷ lệ sống sót sau sấy đông của L. plantarum VAL6 đạt cao nhất là 28% (cao hơn khoảng 2.500 lần so với đối chứng 
không gây sốc). Kết quả nghiên cứu cho thấy tiềm năng sử dụng sốc môi trường để cải thiện tỷ lệ sống sót của chủng 
giống LAB khởi động cho các ứng dụng thực phẩm. 
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L. plantarum VAL6 đã được nuôi cấy trong các điều kiện 
gây sốc môi trường khác nhau bao gồm nhiệt độ, pH và sự 
tăng nồng độ CO2. Sự cải thiện khả năng sống sót được đánh 
giá thông qua sự thay đổi mật số của vi khuẩn trong suốt quá 
trình gây sốc và tỷ lệ sống sót sau khi sấy đông khô. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Chủng vi khuẩn L. plantarum VAL6 được cung cấp từ 
Bộ môn Công nghệ sinh học, Khoa Nông nghiệp và Tài 
nguyên thiên nhiên, Trường Đại học An Giang, Đại học 

Quốc gia TP Hồ Chí Minh. Thành phần môi trường Man 
Rogosa Sharpe (MRS) nuôi cấy vi khuẩn [14]: Yeast extract 
2%; Peptone 1%; Glucose 2%; NaCl 0,5%; K2HPO4 0,2%; 
MgSO4 0,02%; MnSO4 0,004%; Tween 80 0,1%.

Phương pháp nghiên cứu

Thí nghiệm gây sốc môi trường: Các thí nghiệm gây 
sốc môi trường được thực hiện độc lập trong Bioreactor 5 
l (BIOSTAT, Sartorius Stedim, Germany). Cụ thể, 5 l môi 
trường MRS được cấy với 100 ml dịch giống vi khuẩn 
(OD595=1,5). Thực hiện nuôi cấy ở điều kiện bình thường 
(pH=6,8, nhiệt độ 37°C và tốc độ khuấy được đặt ở 250 
vòng/phút) khoảng 24 giờ. Việc nuôi cấy thích nghi với sốc 
môi trường được thực hiện như mô tả ở hình 1.
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Hình 1. Sơ đồ bố trí thí nghiệm gây sốc môi trường. 
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Hình 1. Sơ đồ bố trí thí nghiệm gây sốc môi trường.
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của vi khuẩn, sau 24 giờ nuôi cấy ở điều kiện bình thường, 
các nuôi cấy được xử lý ở các pH bằng 2,5; 3; 3,5; 8; 8,5 và 
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Để đánh giá ảnh hưởng của sốc nhiệt lên khả năng sống 
sót của vi khuẩn, sau 24 giờ nuôi cấy ở điều kiện bình 
thường, các nuôi cấy được xử lý ở các nhiệt độ  15, 25, 42 
và 47oC. Các mốc thời gian xử lý là 1, 3, 5 và 7 giờ.

Thí nghiệm tăng nồng độ CO2 được thực hiện ở giai 
đoạn đầu của nuôi cấy. Ngay sau khi chủng giống đầu tiên 
đưa vào nuôi cấy, CO2 được cung cấp liên tục với tốc độ 50 
cm3/lít môi trường/phút. Các nghiệm thức về thời gian tăng 
cường CO2 được trình bày ở bảng 1. 
Bảng 1. Bố trí thí nghiệm nuôi cấy tăng cường CO2.

Nghiệm 
thức

Thời gian sục CO2 
(giờ)

Thời gian không 
sục CO2 (giờ)

Tổng thời gian 
nuôi cấy (giờ)

Đối chứng 0 24 24

Xử lý 1 giờ 1 23 24

Xử lý 2 giờ 2 22 24

Xử lý 4 giờ 4 20 24

Xử lý 24 giờ 24 0 24
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Abstract:

To demonstrate the adaptation of lactic acid bacteria to 
environmental stresses can improve cell viability during 
freeze-drying, the Lactobacillus plantarum VAL6 strain 
was cultured under different stress conditions, including 
temperature, pH, and increase in CO2 concentration. The 
results of densitometry analysis showed that the strain 
was able to survive in harsh environmental conditions 
such as at pH 2.5, the temperature at 47oC, and in 
anaerobic conditions created by CO2. In particular, the 
CO2 intensification culture could stimulate an increase in 
the density of L. plantarum VAL6, reaching 9.4 compared 
to 9 LogCFU/ml under normal culture conditions. 
After cells were adapted to environmental stress at pH 
3.5, the highest survival rate after freeze-drying of L. 
plantarum VAL6 was 28% (2,500 times higher than that 
of the control). The results showed the potential to use 
environmental stresses to increase the survival rate of 
starter lactic acid bacteria strains for food applications.

Keywords: environmental stress, lactic acid bacteria, 
Lactobacillus plantarum.

Classification number: 2.10
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Chuẩn bị huyền phù vi khuẩn để sấy đông khô: Quá trình 
đông khô được thực hiện bằng cách ly tâm 10 ml dung dịch 
huyền phù tế bào ở tốc độ 6.000 vòng/phút trong 15 phút 
ở 4oC để thu sinh khối tế bào. Tế bào được rửa 3 lần bằng 
nước muối sinh lý đã khử trùng để loại các thành phần môi 
trường. Tất cả các tế bào tiếp tục được làm đông lạnh đến 
-20oC trước khi đông khô. Khả năng sống sót sau đông khô 
(%) được tính bằng cách lấy mật số vi khuẩn còn sống sau 
sấy đông khô chia cho mật số vi khuẩn trước khi sấy đông 
khô (tức sau khi gây sốc môi trường) rồi nhân với 100.

Đếm mật số vi khuẩn: Vi khuẩn được đếm mật số trên 
môi trường MRS agar sau 48 giờ nuôi cấy ở 37oC từ 3 nồng 
độ pha loãng liên tiếp. Sau khi ủ, chọn đĩa có số lượng 
khuẩn lạc 25-300 khuẩn lạc và đếm số khuẩn lạc có trên đĩa. 
Số khuẩn lạc có trong mẫu được tính dựa theo công thức:

Thí nghiệm tăng nồng độ CO2 được thực hiện ở giai đoạn đầu của nuôi cấy. Ngay 
sau khi chủng giống đầu tiên đưa vào nuôi cấy, CO2 được cung cấp liên tục với tốc độ 
50 cm3/lít môi trường/phút. Các nghiệm thức về thời gian tăng cường CO2 được trình 
bày ở bảng 1.  
Bảng 1. Bố trí thí nghiệm nuôi cấy tăng cường CO2. 
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Tổng thời gian 
nuôi cấy (giờ) 

Đối chứng 0 24 24 
Xử lý 1 giờ 1 23 24 
Xử lý 2 giờ 2 22 24 
Xử lý 4 giờ 4 20 24 
Xử lý 24 giờ 24 0 24 
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Đếm mật số vi khuẩn: vi khuẩn được đếm mật số trên môi trường MRS agar sau 
48 giờ nuôi cấy ở 37oC từ 3 nồng độ pha loãng liên tiếp. Sau khi ủ, chọn đĩa có số lượng 
khuẩn lạc 25-300 khuẩn lạc và đếm số khuẩn lạc có trên đĩa. Số khuẩn lạc có trong mẫu 
được tính dựa theo công thức: 

A (CFU/ml) = 

Trong đó: A là số tế bào (đơn vị hình thành khuẩn lạc) vi khuẩn trong 1 ml mẫu; N là 
tổng số khuẩn lạc đếm được trên các đĩa đã chọn; ni là số lượng đĩa cấy tại độ pha loãng 
thứ i; V là thể tích dịch mẫu (ml) cấy vào trong mỗi đĩa; fi là độ pha loãng tương ứng. 

Xử lý thống kê: các thí nghiệm xử lý gây sốc môi trường và sấy đông khô được 
thực hiện độc lập ba lần lặp lại. Các phân tích thống kê được thực hiện bằng phép thử 
Student’s t với khoảng tin cậy 95%. 
Kết quả thảo luận 

Thay đổi mật số vi khuẩn dưới tác động của sốc môi trường  
Các điều kiện sốc môi trường được chứng minh ảnh hưởng đáng kể đến sự sống 

sót, sự tăng trưởng, khả năng lên men và khả năng tồn tại của vi khuẩn [15]. Do đó, 
nghiên cứu đã đánh giá sự thay đổi mật số L. plantarum VAL6 trong suốt thời gian gây 
sốc. Nhìn chung, các sốc môi trường được kiểm tra có thể ảnh hưởng đến sự phát triển 
nhưng không gây chết hoàn toàn đối với vi khuẩn. 

N
n1Vf1+niVfi

 

trong đó: A là số tế bào (đơn vị hình thành khuẩn lạc) vi 
khuẩn trong 1 ml mẫu; N là tổng số khuẩn lạc đếm được trên 
các đĩa đã chọn; ni là số lượng đĩa cấy tại độ pha loãng thứ i; 
V là thể tích dịch mẫu (ml) cấy vào trong mỗi đĩa; fi là độ 
pha loãng tương ứng.

Xử lý thống kê: Các thí nghiệm xử lý gây sốc môi trường 
và sấy đông khô được thực hiện độc lập ba lần lặp lại. Các 
phân tích thống kê được thực hiện bằng phép thử Student’s t 
với khoảng tin cậy 95%.

Kết quả và bàn luận 

Thay đổi mật số vi khuẩn dưới tác động của sốc môi 
trường 

Các điều kiện sốc môi trường được chứng minh ảnh 
hưởng đáng kể đến sự sống sót, sự tăng trưởng, khả năng 
lên men và khả năng tồn tại của vi khuẩn [15]. Do đó, 
nghiên cứu đã đánh giá sự thay đổi mật số L. plantarum 
VAL6 trong suốt thời gian gây sốc. Nhìn chung, các sốc môi 
trường được kiểm tra có thể ảnh hưởng đến sự phát triển 
nhưng không gây chết hoàn toàn đối với vi khuẩn.

Mật số L. plantarum VAL6 tương đối ổn định dưới tác 
động của sốc ở pH 3,5 và ở pH kiềm. Tuy nhiên, dưới tác 
động của pH thấp 2,5-3, mật số vi khuẩn giảm mạnh. Ở 
pH 2,5 và 3, mật số giảm nhanh sau 1 giờ gây sốc còn 6 và 
6,8 LogCFU/ml và sau đó giảm nhẹ trong suốt thời gian xử 
lý. Ngược lại, sốc ở pH cao (pH 8-9) và ở pH 3,5, mật số 
L. plantarum VAL6 ít thay đổi trong suốt thời gian gây sốc 
(hình 2). 

Mật số L. plantarum VAL6 tương đối ổn định dưới tác động của sốc ở pH 3,5 và 
ở pH kiềm. Tuy nhiên, dưới tác động của pH thấp 2,5-3, mật số vi khuẩn giảm mạnh. Ở 
pH 2,5 và 3, mật số giảm nhanh sau 1 giờ gây sốc còn 6 và 6,8 LogCFU/ml và sau đó 
giảm nhẹ trong suốt thời gian xử lý. Ngược lại, sốc ở pH cao (pH 8-9) và ở pH 3,5, mật 
số L. plantarum VAL6 ít thay đổi trong suốt thời gian gây sốc (hình 2).  
Hình 2. Ảnh hưởng của sốc pH lên mật số L. plantarum VAL6. 

Để xác định khả năng chịu đựng sốc nhiệt của vi khuẩn, nghiên cứu đã đánh giá 
sự thay đổi mật số dưới tác động của các nhiệt độ khác nhau. Kết quả cho thấy mật số 
L. plantarum VAL6 ít thay đổi dưới điều kiện sốc nhiệt (hình 3). Ở điều kiện sốc 42oC, 
mật số L. plantarum VAL6 dao động khoảng 9,2 LogCFU/ml, khác biệt không có ý 
nghĩa (p>0.05) khi so sánh với đối chứng không gây sốc. Tuy nhiên, ở 47oC, mật số L. 
plantarum VAL6 giảm nhẹ và còn khoảng 8,38 LogCFU/ml sau 7 giờ gây sốc. Ở các 
điều kiện xử lý nhiệt độ thấp (15 và 25oC), mật số L. plantarum VAL6 bắt đầu giảm sau 
1 giờ xử lý và dao động trong khoảng 8,5-8,7 LogCFU/ml trong suốt quá trình xử lý.  
Hình 3. Ảnh hưởng của sốc nhiệt lên mật số L. plantarum VAL6. 
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Hình 2. Ảnh hưởng của sốc pH lên mật số L. plantarum VAL6.

Để xác định khả năng chịu đựng sốc nhiệt của vi khuẩn, 
nghiên cứu đã đánh giá sự thay đổi mật số dưới tác động 
của các nhiệt độ khác nhau. Kết quả cho thấy mật số 
L. plantarum VAL6 ít thay đổi dưới điều kiện sốc nhiệt (hình 
3). Ở điều kiện sốc 42oC, mật số L. plantarum VAL6 dao 
động khoảng 9,2 LogCFU/ml, khác biệt không có ý nghĩa 
(p>0.05) khi so sánh với đối chứng không gây sốc. Tuy 
nhiên, ở 47oC, mật số L. plantarum VAL6 giảm nhẹ và còn 
khoảng 8,38 LogCFU/ml sau 7 giờ gây sốc. Ở các điều kiện 
xử lý nhiệt độ thấp (15 và 25oC), mật số L. plantarum VAL6 
bắt đầu giảm sau 1 giờ xử lý và dao động trong khoảng 8,5-
8,7 LogCFU/ml trong suốt quá trình xử lý. 

Mật số L. plantarum VAL6 tương đối ổn định dưới tác động của sốc ở pH 3,5 và 
ở pH kiềm. Tuy nhiên, dưới tác động của pH thấp 2,5-3, mật số vi khuẩn giảm mạnh. Ở 
pH 2,5 và 3, mật số giảm nhanh sau 1 giờ gây sốc còn 6 và 6,8 LogCFU/ml và sau đó 
giảm nhẹ trong suốt thời gian xử lý. Ngược lại, sốc ở pH cao (pH 8-9) và ở pH 3,5, mật 
số L. plantarum VAL6 ít thay đổi trong suốt thời gian gây sốc (hình 2).  
Hình 2. Ảnh hưởng của sốc pH lên mật số L. plantarum VAL6. 

Để xác định khả năng chịu đựng sốc nhiệt của vi khuẩn, nghiên cứu đã đánh giá 
sự thay đổi mật số dưới tác động của các nhiệt độ khác nhau. Kết quả cho thấy mật số 
L. plantarum VAL6 ít thay đổi dưới điều kiện sốc nhiệt (hình 3). Ở điều kiện sốc 42oC, 
mật số L. plantarum VAL6 dao động khoảng 9,2 LogCFU/ml, khác biệt không có ý 
nghĩa (p>0.05) khi so sánh với đối chứng không gây sốc. Tuy nhiên, ở 47oC, mật số L. 
plantarum VAL6 giảm nhẹ và còn khoảng 8,38 LogCFU/ml sau 7 giờ gây sốc. Ở các 
điều kiện xử lý nhiệt độ thấp (15 và 25oC), mật số L. plantarum VAL6 bắt đầu giảm sau 
1 giờ xử lý và dao động trong khoảng 8,5-8,7 LogCFU/ml trong suốt quá trình xử lý.  
Hình 3. Ảnh hưởng của sốc nhiệt lên mật số L. plantarum VAL6. 
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Hình 3. Ảnh hưởng của sốc nhiệt lên mật số L. plantarum 
VAL6.

Không giống với những yếu tố gây sốc, sự tăng nồng 
độ CO2 lại kích thích làm tăng mật số L. plantarum VAL6 
(hình 4). Dưới điều kiện nuôi cấy tăng cường CO2, mật số 
vi khuẩn dao động trong khoảng 9,2-9,4 LogCFU/ml, so 
với điều kiện không gây sốc chỉ đạt khoảng 9 LogCFU/ml. 
Ngoài ra, kết quả nghiên cứu không tìm thấy sự khác biệt 
(p>0,05) về mật số ở hai điều kiện xử lý CO2 trong 4 và 24 giờ.   
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Không giống với những yếu tố gây sốc, sự tăng nồng độ CO2 lại kích thích làm 
tăng mật số L. plantarum VAL6 (hình 4). Dưới điều kiện nuôi cấy tăng cường CO2, mật 
số vi khuẩn dao động trong khoảng 9,2-9,4 Log CFU/ml, so với điều kiện không gây 
sốc chỉ đạt khoảng 9 LogCFU/ml. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu không tìm thấy sự khác 
biệt (p>0,05) về mật số ở hai điều kiện xử lý CO2 trong 4 và 24 giờ.    
Hình 4. Mật số L. plantarum VAL6 dưới điều kiện nuôi cấy tăng cường CO2. 

Nhiều nghiên cứu đã chứng minh rằng các chủng probiotic Lactobacillus có khả 

năng đi qua dạ dày đến khu trú vào hệ đường ruột người và động vật, giúp tăng cường 
sức khỏe cho vật chủ [16]. Để có hiệu quả trong sử dụng, vi khuẩn probiotic phải sống 
sót qua đường tiêu hóa và đến ruột non  [17]. Các vi khuẩn probiotic phải đối phó với 
môi trường thù địch trong suốt quá trình chúng đi qua đường tiêu hóa [18]. Do đó, việc 
xác định khả năng chịu đựng của chủng probiotic đối với các sốc môi trường là hết sức 
cần thiết. Trong nghiên cứu hiện tại, kết quả đã chứng minh L. plantarum VAL6 có khả 
năng sống sót ở các điều kiện môi trường khắc nghiệt như pH axit rất thấp (pH 2,5), 
nhiệt độ cao 47oC và điều kiện yếm khí do CO2 tạo ra. Điều này cho thấy tiềm năng sử 
dụng L. plantarum VAL6 như một vi khuẩn probiotic. 

Một điều khá thú vị được phát hiện trong nghiên cứu này là việc nuôi cấy tăng 
cường CO2 lại kích thích làm tăng mật số của L. plantarum VAL6. CO2 thường được sử 
dụng để khử ôxy môi trường trước khi nuôi cấy vi khuẩn probiotic [19]. Một số bằng 
chứng đã chứng minh rằng CO2 có thể điều hòa sinh lý và quá trình chuyển hóa năng 
lượng của tế bào bằng cách điều tiết hoạt động của các enzyme liên quan đến quá trình 
glycolysis. Ngoài ra, các enzyme phosphoenolpyruvate carboxylase và carbamoyl-
phosphate synthase trên vi khuẩn probiotic có vai trò xúc tác sự cố định CO2 để sinh 
tổng hợp aspartate, arginine và uracil [20]. Đây là những yếu tố giúp kích thích sự phát 
triển của vi khuẩn làm tăng mật số. Một số kết quả nghiên cứu trước đây cũng đã chứng 
minh vai trò của CO2 đối với sự phát triển của vi khuẩn probiotics. Các nguồn cacbon 
vô cơ như HCO3- hoặc CO2 có liên quan đến các đặc điểm sinh lý và kích thích sự phát 
triển của L. plantarum [21]. Tương tự, chủng L. plantarum VAL6, tốc độ phát triển của 
L. plantarum WCFS1 theo thời gian có thể được kích thích bằng cách tăng mức độ cung 
cấp CO2 [22]. 

Khả năng sống sót sau sấy đông khô của L. plantarum VAL6  
Để chứng minh vi khuẩn sau khi thích nghi với sốc môi trường có khả năng sống 

sót tốt hơn trong quá trình sấy đông khô, nghiên cứu đã so sánh tỷ lệ % sống sót sau sấy 
đông khô của vi khuẩn được gây sốc và không gây sốc.  
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Hình 4. Mật số L. plantarum VAL6 dưới điều kiện nuôi cấy tăng 
cường CO2.

Nhiều nghiên cứu đã chứng minh rằng các chủng 
probiotic Lactobacillus có khả năng đi qua dạ dày đến khu 
trú vào hệ đường ruột người và động vật, giúp tăng cường 
sức khỏe cho vật chủ [16]. Để có hiệu quả trong sử dụng, 
vi khuẩn probiotic phải sống sót qua đường tiêu hóa và đến 
ruột non [17]. Các vi khuẩn probiotic phải đối phó với môi 
trường thù địch trong suốt quá trình chúng đi qua đường 
tiêu hóa [18]. Do đó, việc xác định khả năng chịu đựng của 
chủng probiotic đối với các sốc môi trường là hết sức cần 
thiết. Trong nghiên cứu hiện tại, kết quả đã chứng minh 
L. plantarum VAL6 có khả năng sống sót ở các điều kiện 
môi trường khắc nghiệt như pH axit rất thấp (pH 2,5), nhiệt 
độ cao 47oC và điều kiện yếm khí do CO2 tạo ra. Điều này 
cho thấy tiềm năng sử dụng L. plantarum VAL6 như một vi 
khuẩn probiotic.

Một điều khá thú vị được phát hiện trong nghiên cứu 
này là việc nuôi cấy tăng cường CO2 lại kích thích làm 
tăng mật số của L. plantarum VAL6. CO2 thường được sử 
dụng để khử ôxy môi trường trước khi nuôi cấy vi khuẩn 
probiotic [19]. Một số bằng chứng đã chứng minh rằng 
CO2 có thể điều hòa sinh lý và quá trình chuyển hóa năng 
lượng của tế bào bằng cách điều tiết hoạt động của các 
enzyme liên quan đến quá trình glycolysis. Ngoài ra, các 
enzyme phosphoenolpyruvate carboxylase và carbamoyl-
phosphate synthase trên vi khuẩn probiotic có vai trò xúc 
tác sự cố định CO2 để sinh tổng hợp aspartate, arginine và 
uracil [20]. Đây là những yếu tố giúp kích thích sự phát 
triển của vi khuẩn làm tăng mật số. Một số kết quả nghiên 
cứu trước đây cũng đã chứng minh vai trò của CO2 đối với 
sự phát triển của vi khuẩn probiotics. Các nguồn cacbon 
vô cơ như HCO3

- hoặc CO2 có liên quan đến các đặc điểm 
sinh lý và kích thích sự phát triển của L. plantarum [21]. 
Tương tự, chủng L. plantarum VAL6, tốc độ phát triển của 
L. plantarum WCFS1 theo thời gian có thể được kích thích 
bằng cách tăng mức độ cung cấp CO2 [22].

Khả năng sống sót sau sấy đông khô của L. plantarum 
VAL6 

Để chứng minh vi khuẩn sau khi thích nghi với sốc môi 
trường có khả năng sống sót tốt hơn trong quá trình sấy 
đông khô, nghiên cứu đã so sánh tỷ lệ % sống sót sau sấy 
đông khô của vi khuẩn được gây sốc và không gây sốc. 

Kết quả cho thấy sốc pH cải thiện đáng kể tỷ lệ sống 
sót của L. plantarum VAL6 trong quá trình sấy đông khô 
(hình 5). Tỷ lệ sống sót sau đông khô của tế bào vi khuẩn 
được gây sốc tăng dần theo thời gian xử lý thích nghi và đạt 
cao nhất gần 28% đối với tế bào được thích nghi khoảng 7 
giờ ở pH 3,5. Trong khi đó, tỷ lệ này chỉ đạt khoảng 0,01% 
ở tế bào vi khuẩn không được gây sốc. 

Kết quả cho thấy sốc pH cải thiện đáng kể tỷ lệ sống sót của L. plantarum VAL6 
trong quá trình sấy đông khô (hình 5). Tỷ lệ sống sót sau đông khô của tế bào vi khuẩn 
được gây sốc tăng dần theo thời gian xử lý thích nghi và đạt cao nhất gần 28% đối với 
tế bào được thích nghi khoảng 7 giờ ở pH 3,5. Trong khi đó, tỷ lệ này chỉ đạt khoảng 
0,01% ở tế bào vi khuẩn không được gây sốc.  

 
Hình 5. Tỷ lệ sống sót sau đông khô của L. plantarum VAL6 sau khi thích nghi với 
sốc pH. 

Tương tự như sốc pH, sự thích nghi với sốc nhiệt cũng giúp tăng cường đáng kể 
khả năng sống sót sau sấy đông khô của L. plantarum VAL6 (hình 6). Nhìn chung, thời 
gian thích nghi với sốc nhiệt độ càng lâu thì khả năng sống sót càng tăng. Tỷ lệ sống sót 
cao hơn khi tế bào được xử lý thích nghi với sốc nhiệt ở 47oC, dao động khoảng 8-10% 
sau 3-7 giờ xử lý.  

Hình 6. Tỷ lệ sống sót sau đông khô của L. plantarum VAL6 sau khi thích nghi với 
sốc nhiệt. 
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Hình 5. Tỷ lệ sống sót sau đông khô của L. plantarum VAL6 
sau khi thích nghi với sốc pH.

Tương tự như sốc pH, sự thích nghi với sốc nhiệt cũng 
giúp tăng cường đáng kể khả năng sống sót sau sấy đông 
khô của L. plantarum VAL6 (hình 6). Nhìn chung, thời gian 
thích nghi với sốc nhiệt độ càng lâu thì khả năng sống sót 
càng tăng. Tỷ lệ sống sót cao hơn khi tế bào được xử lý thích 
nghi với sốc nhiệt ở 47oC, dao động khoảng 8-10% sau 3-7 
giờ xử lý. 

Kết quả cho thấy sốc pH cải thiện đáng kể tỷ lệ sống sót của L. plantarum VAL6 
trong quá trình sấy đông khô (hình 5). Tỷ lệ sống sót sau đông khô của tế bào vi khuẩn 
được gây sốc tăng dần theo thời gian xử lý thích nghi và đạt cao nhất gần 28% đối với 
tế bào được thích nghi khoảng 7 giờ ở pH 3,5. Trong khi đó, tỷ lệ này chỉ đạt khoảng 
0,01% ở tế bào vi khuẩn không được gây sốc.  
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Cùng với sự gia tăng mật số, sự sống sót sau sấy đông 
khô của L. plantarum VAL6 được xử lý CO2 tăng dần theo 
thời gian sục khí (hình 7). Ở điều kiện 1 giờ sục CO2, tỷ lệ 
sống sót của vi khuẩn là 4,97%. Tỷ lệ này tiếp tục tăng và 
đạt hơn 25% ở điều kiện xử lý CO2 24 giờ (sục CO2 liên tục).

Cùng với sự gia tăng mật số, sự sống sót sau sấy đông khô của L. plantarum 
VAL6 được xử lý CO2 tăng dần theo thời gian sục khí (hình 7). Ở điều kiện 1 giờ sục 
CO2, tỷ lệ sống sót của vi khuẩn là 4,97%. Tỷ lệ này tiếp tục tăng và đạt hơn 25% ở điều 
kiện xử lý CO2 24 giờ (sục CO2 liên tục). 
Hình 7. Tỷ lệ sống sót sau đông khô của L. plantarum VAL6 sau khi thích nghi với 

CO2. 
Sự sống sót và phát triển của vi sinh vật phụ thuộc vào khả năng cảm nhận và 

phản ứng của chúng với các điều kiện môi trường như nhiệt độ, pH, khả năng cung cấp 
chất dinh dưỡng và mật số tế bào [23]. Các điều kiện sốc môi trường có thể kích thích 
vi khuẩn tổng hợp nên những yếu tố kháng lại điều kiện môi trường bất lợi. Nghiên cứu 
về phản ứng của vi khuẩn với nhiệt độ cao đã dẫn đến việc phát hiện ra một tập hợp các 
protein cảm ứng nhiệt được gọi là protein sốc nhiệt. Tương tự, sốc lạnh dẫn đến sự cảm 
ứng của một tập hợp các protein được gọi là protein sốc lạnh. Các protein này giúp vi 
khuẩn chống lại các tác động đa hướng của sốc nhiệt. Các phản ứng của vi khuẩn với 
sốc môi trường cũng liên quan đến việc thay đổi bên ngoài vách tế bào chẳng hạn như 
nồng độ CO2 cao có thể làm thay đổi hình thái và tính chất của màng tế bào [20]. Ngoài 
ra, dưới tác động của sốc môi trường có thể kích thích tạo ra exopolysacchride (EPS) 
[24, 25] như một rào cản bảo vệ làm tăng khả năng chịu đựng và cải thiện khả năng sống 
sót của vi khuẩn. Như vậy, việc tăng cường sản xuất các yếu tố kháng bên trong và sự 
kích thích sản xuất EPS bên ngoài dưới tác động của sốc môi trường có thể là nguyên 
nhân chính giúp L. plantarum kháng tốt hơn với điều kiện môi trường bất lợi, mà trong 
trường hợp này là sự mất nước do quá trình sấy đông khô. Thực tế nghiên cứu hiện tại 
đã chứng minh tỷ lệ sống sót sau sấy đông khô của L. plantarum VAL6 được thích nghi 
với sốc môi trường cao hơn 2500 lần so với vi khuẩn không được thích nghi. Một nghiên 
cứu trước đây trên Bifidobacterium bifidum cũng đã chứng minh mối tương quan giữa 
sản xuất EPS, sốc môi trường và cải thiện khả năng sống sót trong quá trình sấy đông 
khô [26]. Trong suốt quá trình đông khô, các EPS được tổng hợp hoạt động như một 
chất bảo vệ lạnh bảo vệ tế bào khỏi bị đóng băng và các ảnh hưởng sốc do khi bị mất 
nước. Ngoài ra, quá trình ôxy hóa lipid màng trong quá trình sấy cũng làm hư hỏng cấu 
trúc màng tế bào của LAB [27]. Dưới các điều kiện sốc môi trường, các EPS được tổng 
hợp với hoạt tính chống ôxy hóa cao có thể ức chế hiệu quả quá trình ôxy hóa màng dẫn 
đến tăng khả năng sống sót của vi khuẩn. 
Kết luận 
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Hình 7. Tỷ lệ sống sót sau đông khô của L. plantarum VAL6 
sau khi thích nghi với CO2.

Sự sống sót và phát triển của vi sinh vật phụ thuộc vào 
khả năng cảm nhận và phản ứng của chúng với các điều kiện 
môi trường như nhiệt độ, pH, khả năng cung cấp chất dinh 
dưỡng và mật số tế bào [23]. Các điều kiện sốc môi trường 
có thể kích thích vi khuẩn tổng hợp nên những yếu tố kháng 
lại điều kiện môi trường bất lợi. Nghiên cứu về phản ứng 
của vi khuẩn với nhiệt độ cao đã dẫn đến việc phát hiện ra 
một tập hợp các protein cảm ứng nhiệt được gọi là protein 
sốc nhiệt. Tương tự, sốc lạnh dẫn đến sự cảm ứng của một 
tập hợp các protein được gọi là protein sốc lạnh. Các protein 
này giúp vi khuẩn chống lại các tác động đa hướng của sốc 
nhiệt. Các phản ứng của vi khuẩn với sốc môi trường cũng 
liên quan đến việc thay đổi bên ngoài vách tế bào chẳng hạn 
như nồng độ CO2 cao có thể làm thay đổi hình thái và tính 
chất của màng tế bào [20]. Ngoài ra, dưới tác động của sốc 
môi trường có thể kích thích tạo ra exopolysacchride (EPS) 
[24, 25] như một rào cản bảo vệ làm tăng khả năng chịu 
đựng và cải thiện khả năng sống sót của vi khuẩn. Như vậy, 
việc tăng cường sản xuất các yếu tố kháng bên trong và sự 
kích thích sản xuất EPS bên ngoài dưới tác động của sốc 
môi trường có thể là nguyên nhân chính giúp L. plantarum 
kháng tốt hơn với điều kiện môi trường bất lợi, mà trong 
trường hợp này là sự mất nước do quá trình sấy đông khô. 
Thực tế nghiên cứu hiện tại đã chứng minh tỷ lệ sống sót sau 
sấy đông khô của L. plantarum VAL6 được thích nghi với 
sốc môi trường cao hơn 2500 lần so với vi khuẩn không được 
thích nghi. Một nghiên cứu trước đây trên Bifidobacterium 
bifidum cũng đã chứng minh mối tương quan giữa sản xuất 
EPS, sốc môi trường và cải thiện khả năng sống sót trong 
quá trình sấy đông khô [26]. Trong suốt quá trình đông khô, 
các EPS được tổng hợp hoạt động như một chất bảo vệ lạnh 
bảo vệ tế bào khỏi bị đóng băng và các ảnh hưởng sốc do 

khi bị mất nước. Ngoài ra, quá trình ôxy hóa lipid màng 
trong quá trình sấy cũng làm hư hỏng cấu trúc màng tế bào 
của LAB [27]. Dưới các điều kiện sốc môi trường, các EPS 
được tổng hợp với hoạt tính chống ôxy hóa cao có thể ức 
chế hiệu quả quá trình ôxy hóa màng dẫn đến tăng khả năng 
sống sót của vi khuẩn.

Kết luận

Kết quả nghiên cứu đã chứng minh việc sử dụng sốc 
môi trường để kích thích tạo phản ứng thích nghi của tế bào 
trước khi sấy đông khô có thể giúp cải thiện khả năng sống 
sót của vi khuẩn. Điều này cho thấy tiềm năng sử dụng sốc 
môi trường để làm tăng tỷ lệ sống sót của các chủng giống 
LAB khởi động cho các ứng dụng thực phẩm.

Tiềm năng probiotic của L. plantarum VAL6 được thể 
hiện qua khả năng sống sót ở các điều kiện môi trường khắc 
nghiệt như pH axit rất thấp (pH 2,5), nhiệt độ cao (47oC) 
và điều kiện yếm khí do CO2 tạo ra. Đặt biệt, nuôi cấy tăng 
cường CO2 kích thích làm tăng mật số của L. plantarum 
VAL6. Sự thích nghi với các sốc môi trường như nhiệt độ, 
pH và sự tăng nồng độ CO2 có thể cải thiện khả năng sống 
của L. plantarum VAL6. Tỷ lệ sống đạt cao nhất (28%) 
đối với các tế bào được thích nghi ở điều kiện sốc pH 3,5 
khoảng 7 giờ (cao hơn khoảng 2.500 lần so với đối chứng). 
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