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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  13/01/2025 This study isolated 22 strains of fructophilic lactic acid bacteria from three 

beeswax samples collected in Can Tho city, Dak Lak province, and An Giang 

province. The research results showed that 15 strains exhibited good viability in 

low pH environments, with individual strain survival rates ranging from 39% to 

97.5%. These strains were able to tolerate medium supplemented with 0.3% 

bile salts. Among these, 9 strains showed the highest survival rates in all three 

simulated gastrointestinal environments, with individual survival rates all 

exceeding 80%. Notably, the bacterial strain AG11 emerged as a highly 

promising strain, achieving survival rates above 90% at both pH 2 and pH 3. It 

demonstrated tolerance to bile salts and simulated oral cavity, stomach, and 

small intestine environments, with respective survival rates of 96.4, 98.9, 95, 

and 79.1%. Results from 16S rRNA gene sequencing identified strain AG11 as 

Lactiplantibacillus plantarum/ Lactiplantibacillus pentosus with 99.45% 

similarity. Based on these findings, the Lactiplantibacillus strain AG11 shows 

significant potential as a fructophilic lactic acid bacteria for future application 

in the production of probiotic products. 
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PHÂN LẬP VÀ TUYỂN CHỌN CHỦNG VI KHUẨN ACID LACTIC ƯA 

FRUCTOSE TỪ SÁP ONG CÓ KHẢ NĂNG CHỊU ĐƯỢC MÔI TRƯỜNG 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  13/01/2025 Nghiên cứu đã phân lập được 22 chủng vi khuẩn acid lactic ưa fructose từ ba 

mẫu sáp ong tại thành phố Cần Thơ, tỉnh Đắk Lắk và tỉnh An Giang. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy 15 chủng phân lập có khả năng sống tốt trong môi 

trường pH thấp với tỷ lệ sống sót của từng chủng dao động từ 39% đến 

97,5%. Các chủng vi khuẩn này có khả năng chịu được môi trường bổ sung 

0,3% muối mật. Trong đó, 9 chủng có tỷ lệ sống sót cao nhất tại cả ba loại 

môi trường đường ruột mô phỏng, với tỷ lệ sống sót của từng chủng đều trên 

80%. Đặc biệt, chủng vi khuẩn AG11 là chủng có nhiều tiềm năng khi đạt tỷ 

lệ sống sót ở pH từ 2 đến 3 đều trên 90%, với khả năng chịu được muối mật, 

môi trường khoang miệng, dạ dày và ruột non với tỷ lệ sống sót đạt lần lượt là 

96,4; 98,9; 95 và 79,1%. Kết quả giải trình tự đoạn gen 16S rRNA cho thấy 

chủng vi khuẩn AG11 là chủng Lactiplantibacillus plantarum và  

Lactiplantibacillus pentosus với độ tương đồng là 99,45%. Với kết quả 

nghiên cứu này, chủng vi khuẩn Lactiplantibacillus AG11 là chủng vi khuẩn 

ưa fructose tiềm năng trong ứng dụng sản xuất các sản phẩm probiotic trong 

tương lai. 
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1. Giới thiệu 

Probiotic là các vi sinh vật sống mà khi được bổ sung một lượng vừa đủ sẽ mang lại lợi ích sức 

khỏe cho vật chủ. Các sản phẩm probiotic hiện nay không chỉ mang lại lợi ích sức khỏe cho con 

người mà còn mang lại nhiều lợi ích sức khỏe cho cả vật nuôi. Hầu hết các chủng vi khuẩn acid 

lactic (LAB – lactic acid bateria) thường được sử dụng làm chế phẩm sinh học trong thực phẩm  

[1]. Các loại men vi sinh phổ biến nhất trong các sản phẩm probiotic bao gồm Lactobacillus spp., 

Bifidobacterium spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp. và Saccharomyces boulardii,... Những 

vi sinh vật này có liên quan đến một số tác dụng có lợi, chủ yếu liên quan đến sức khỏe đường tiêu 

hóa [2] và hệ thống miễn dịch [3] cũng như hỗ trợ điều trị bệnh tiểu đường [4], béo phì [5], tăng 

cholesterol máu [6], hỗ trợ điều trị ung thư [7]. Trái cây, rau và đặc biệt là mật ong đã được công bố 

chứa nhiều LAB với nhiều đặc tính lợi khuẩn chưa được khám phá để ứng dụng vào các sản phẩm 

lên men tốt cho sức khỏe người tiêu dùng. Tuy nhiên, mỗi loài trái cây, rau và mật ong sẽ chứa một 

cộng đồng vi sinh vật nhất định, mang tính đặc trưng thuộc hệ LAB.  

Trong nhóm LAB, vi khuẩn acid lactic ưa fructose (FLAB- fructophilic lactic acid bateria) là LAB 

tiềm năng mới đã được khám phá và được chứng minh là có nhiều chức năng sinh học độc đáo [8], 

[9]. FLAB là nhóm duy nhất trong LAB vì chúng ưu tiên sử dụng đường D - fructose hơn D - glucose 

làm nguồn carbon. Những vi khuẩn này chủ yếu được phân lập từ các nguồn giàu fructose bao gồm 

hoa, trái cây, các sản phẩm lên men từ hoa và trái cây, thực phẩm chứa nhiều fructose như mật ong 

hay từ ruột của ong mật [10], [11]. Cho đến nay, việc phân lập và tuyển chọn các chủng vi khuẩn 

FLAB vẫn còn rất ít vì FLAB là một nhóm mới được phát hiện nên các đặc điểm độc đáo của chúng 

chưa được nghiên cứu sâu. Bên cạnh đó, FLAB chưa được mô tả hay nghiên cứu sâu về các chức 

năng sinh học và đặc biệt là chức năng probiotic của chúng. Để tuyển chọn được các chủng FLAB có 

tiềm năng probiotic thì các chủng vi khuẩn này phải có khả năng chịu được pH thấp của dạ dày, chịu 

được hàm lượng muối mật và đặc biệt khi bổ sung hệ khuẩn này vào có thể chúng có khả năng thích 

nghi tốt với môi trường tiêu hóa thức ăn khi có mặt một số enzyme tiêu hóa cũng như các thành phần 

hỗ trợ tiêu hóa thức ăn khác. Do đó, việc phân lập các chủng FLAB là hướng đi hoàn toàn mới nhằm 

đa dạng hóa nguồn giống chủng có tiềm năng probiotic trong tương tai. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Phân lập các chủng FLAB  

Mẫu sáp ong mật khi thu sẽ được chuyển vào túi nhựa đã được khử trùng bề mặt. Sau đó, 

nghiền nát và đồng hóa mẫu bằng máy dập mẫu. Tiến hành tăng sinh mẫu trên môi trường lỏng 

FYP bao gồm 20 g/L D - fructose; 10 g/L cao chiết nấm men; 5 g/L peptone; 2 g/L CH3COONa; 

0,5 g/L Tween 80; 0,2 g/L MgSO4. 7H2O; 0,01 g/L MnSO4. 4H2O; 0,01 g/L FeSO4. 7H2O; 0,05 

g/L cycloheximide và 0,05g NaN3 [12] trên máy lắc với tốc độ 150 vòng/phút trong 24 giờ ở 

nhiệt độ 37
o
C. Huyền phù vi khuẩn sau khi tăng sinh sẽ được pha loãng 1.000 lần với nước cất vô 

trùng để tiến hành phân lập. 100 µL huyền phù vi khuẩn sau khi pha loãng sẽ được trải trên môi 

trường FYP agar có bổ sung 5 g/L CaCO3 và ủ ở nhiệt độ phòng. Sau 24 - 48 giờ, các chủng LAB 

sẽ được quan sát và nhận diện sơ bộ về các đặc điểm đặc trưng như khuẩn lạc có dạng hình tròn, 

màu trắng đục hoặc trắng sữa, độ nổi mô, bìa nguyên; tế bào vi khuẩn có dạng hình que, hình 

cầu, hình cầu đôi hoặc chuỗi cầu; LAB là các chủng vi khuẩn Gram dương, âm tính với các thử 

nghiệm catalase, oxidase, indole và có khả năng phân giải CaCO3. Sau đó, các chủng LAB sẽ 

được cấy phân lập nhiều lần sang môi trường FYP agar để nhận được khuẩn lạc ròng. Để phân 

biệt giữa LAB và FLAB cần tiến hành tăng sinh đồng thời từng chủng vi khuẩn phân lập vào môi 

trường lỏng FYP và GYP (thành phần môi trường giống với môi trường FYP, tuy nhiên thay thế 

20 g/L D - fructose thành D - glucose) để so sánh sự phát triển của các chủng vi khuẩn trên hai 

loại môi trường. Mật số vi khuẩn được xác định bằng phương pháp đo độ đục huyền phù vi 

khuẩn ở OD620nm:   

∆OD = ODsau 24 giờ - ODban đầu                                                                                   (1) 
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Chủng vi khuẩn được xác định và tuyển là FLAB khi khả năng phát triển trên môi trường 

FYB tốt hơn môi trường GYP, được tiếp tục thử nghiệm khả năng sống sót trong môi trường: pH 

thấp, muối mật và mô phỏng đường ruột. 

2.2. Khảo sát khả năng sống sót của các chủng FLAB trong môi trường: pH thấp, muối mật, 

nước bọt nhân tạo, dịch vị nhân tạo và dịch ruột nhân tạo 

Các chủng FLAB tuyển chọn ở mục 2.1 được nuôi tăng sinh trong môi trường lỏng FYP trên 

máy lắc với tốc độ 150 vòng/phút ở nhiệt độ 37 
o
C trong 48 giờ (điều chỉnh mật số vi khuẩn 10

8
 

CFU/mL). Tiến hành ly tâm 2 mL huyền phù vi khuẩn với tốc độ 5.000 vòng/phút trong 15 phút 

để thu nhận sinh khối tế bào vi khuẩn, tiến hành rửa sinh khối tế bào vi khuẩn bằng nước cất vô 

trùng và pha về thể tích ban đầu. Chuyển 1 mL dịch vi khuẩn lần lượt vào 9 mL môi trường FYP 

broth đã điều chỉnh pH 1,5; 2,0; 2,5 và 3,0 vào 9 mL môi trường FYP broth có bổ sung 0,3% 

muối mật, mẫu vi khuẩn được ủ trong 24 giờ ở 37 
o
C. Bên cạnh đó, chuyển 1 mL huyền phù vi 

khuẩn lần lượt vào 9 mL môi trường nước bọt nhân tạo (Artificial saliva juice - ASJ) trong 5 phút 

ở 37 
o
C; vào 9 mL môi trường dịch vị nhân tạo (Simulated gastric juice – SGJ) và 9 mL môi 

trường dịch ruột nhân tạo (Simulated intertestinal juice – SIJ) trong 2 giờ ở 37 
o
C. Thành phần 

các loại môi trường được mô tả theo nghiên cứu của Abdelazez và cộng sự [13] (Bảng 1). 

Bảng 1. Thành phần môi trường đường ruột mô phỏng 

Nước bọt nhân tạo (ASJ) Dịch vị nhân tạo (SGJ) Dịch ruột nhân tạo (SIJ) 

Thành phần Khối lượng Thành phần Khối lượng Thành phần Khối lượng 

NaCl 6,2 g/L NaCl 3,0 g/L NaCl 5,0 g/L 

KCl 2,2 g/L KCl 1,1 g/L KCl 0,6 g/L 

CaCl2 0,22 g/L CaCl2 0,15 g/L CaCl2 0,3 g/L 

NaHCO3 1,2 g/L NaHCO3 0,6 g/L NaHCO3 0,6 g/L 

Khử trùng 121 °C, làm nguội ở 20 °C và bổ sung: 

α - amylase 3,0 g/L Pepsin 3,0 g/L Muối mật 3,0 g/L 

    Precreatin 1,0 g/L 

    Pepsin 3,0 g/L 

pH 6,9 - 7,0 Điều chỉnh pH theo kết quả 

nghiên cứu tại mục 2.2 

pH 7,0 - 7,6 

Cuối cùng, tiến hành đếm mật số bằng phương pháp đếm khuẩn lạc. 

Tỷ lệ sống sót (%) của các chủng FLAB được xác định theo công thức: 

Tỷ lệ sống sót (%) = ((logCFU/mL)sau /(logCFU/mL)ban đầu) x 100%  

Chủng vi khuẩn FLAB có tiềm năng cao sẽ được tuyển chọn để tiến hành định danh. 

2.3. Định danh chủng FLAB có tiềm năng 

Các chủng vi khuẩn sau khi được tách ròng sẽ tiến hành lắc ủ với 1 mL lysis buffer ở nhiệt độ 

phòng trong 30 phút. Sau đó, tiến hành ly tâm 13.000 vòng/phút trong 5 phút để thu phần dịch 

nổi phía trên chuyển sang ống mới, chuyển một lượng tương đương ethanol 95%, tiếp tục ly tâm 

13.000 vòng/phút trong 5 phút để loại bỏ phần dịch nổi, tiến hành rửa kết tủa bằng ethanol 70%, 

thu sinh khối vi khuẩn bằng cách ly tâm tiếp tục 13.000 vòng/phút trong 5 phút, sấy khô mẫu 

trong chân không trong 10 phút (45 ºC), hòa tan mẫu trong 100 µL TE 0,1X, trữ tại -20 ºC. 

Thành phần của phản ứng PCR bao gồm: 3,0 µL mạch khuôn DNA; 0,5 µL enzyme Taq 

polymecrase, đoạn mồi 1492R (5’–TACGGTTACCTTGTTACGACT–3’) và 27F 

(3’AGAGTTTGATCCTGGCTC–5’) [14]; 3,2 µL dNTPs và 1,6 µL MgCl2. Sản phẩm PCR của 

từng chủng vi khuẩn được điện di trên gel agarose 1% bằng máy điện di ngang chứa dung dịch 

đệm TAE 1X (10 mM Tris-HCl (pH 8, 0,0), 0,1 mM EDTA) ở 100 V trong 30 phút. Tiến hành 

phân tích trình tự gene bằng kỹ thuật BLAST trên hệ thống NCBI để so sánh với các trình tự 

tương đồng đã được công bố, sau đó tiến hành lập sơ đồ phả hệ bằng phần mềm MEGA 12. Sau 

khi xác định được tên chủng vi khuẩn bằng kỹ thuật sinh học phân tử sẽ tiến hành đối chiếu với 
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một số thử nghiệm sinh hóa đã thực hiện ở nội dung 2.1 để xác định chính xác hơn chủng vi 

khuẩn phân lập. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Các chủng FLAB phân lập từ mẫu sáp ong 

Từ các mẫu sáp ong đã phân lập được 30 chủng vi khuẩn trên môi trường FYP agar, trong đó 

có 22 chủng thuộc nhóm FLAB do có khả năng sử dụng đường fructose trong môi trường FYP 

phát triển tốt hơn khi sử dụng đường glucose trong môi trường GYP và 8 chủng có khả năng sử 

dụng đường glucose tốt hơn fructose (Bảng 2).  
Bảng 2. Khả năng phát triển trong môi trường FYP và GYP của các chủng FLAB phân lập 

STT 
Chủng vi 

khuẩn 

FYP (broth) GYP (broth) 
FYP - GYP 

ΔOD =ΔOD24giờ - ΔOD0 giờ ΔOD =ΔOD24giờ - ΔOD0 giờ 

1 CT1.3 1,292 ± 0,007 0,832 ± 0,019 0,460 

2 CT1.6 0,795 ± 0,015 1,014 ± 0,056 -0,219 

3 CT2 1,025 ± 1,058 0,949 ± 0,031 0,076 

4 CT3 0,892 ± 0,003 1,085 ± 0,005 -0,193 

5 CT1.4 0,928 ± 0,479 0,827 ± 0,005 0,101 

6 CT4.2 1,072 ± 0,004 0,614 ± 0,011 0,458 

7 CT4.3 0,744 ±0,007 1,212 ± 0,013 -0,468 

8 CT8.1 0,603 ± 0,008 0,721 ± 0,006 -0,118 

9 CT8.2 0,909 ± 0,004 0,161 ± 0,579 0,748 

10 ĐL15 1,400 ± 0,024 0,955 ± 0,490 0,445 

11 ĐL1.3 1,298 ± 0,005 0,925 ± 0,006 0,373 

12 ĐL4 1,222 ± 0,112 1,071 ± 0,009 0,151 

13 ĐL1.5 0,886 ± 0,033 1,088 ± 0,006 -0,202 

14 ĐL4.4 1,078 ± 0,007 0,434 ± 0,013 0,644 

15 ĐL4.5 1,328 ± 0,009 0,695 ± 0,011 0,633 

16 ĐL5.2 1,202 ± 0,001 1,137 ± 0,001 0,065 

17 ĐL8 1,261 ± 0,006 0,379 ± 0,004 0,882 

18 ĐL8.3 0,969 ± 0,001 0,932 ± 0,005 0,037 

19 ĐL8.4 0,841 ± 0,001 0,683 ± 0,001 0,158 

20 ĐL8.5 1,063 ± 0,001 0,738 ± 0,023 0,325 

21 ĐL9 1,355 ± 0,001 1,341 ± 0,003 0,014 

22 ĐL10 0,704 ± 0,002 0,707 ± 0,002 -0,003 

23 AG1.1 0,703 ± 0,001 0,627 ± 0,002 0,076 

24 AG1.2 0,777 ± 0,006 0,732 ± 0,006 0,045 

25 AG1.4 1,222 ± 0,001 1,071 ± 0,003 0,151 

26 AG3 0,267 ± 0,006 0,382 ± 0,001 -0,115 

27 AG4 0,425 ± 0,004 0,110 ± 0,007 0,315 

28 AG7 0,108 ± 0,003 0,251 ± 0,003 -0,143 

29 AG11 0,516 ± 0,001 0,044 ± 0,001 0,472 

30 AG12 0,561 ± 0,003 0,299 ± 0,003 0,262 

Ghi chú: Ký hiệu “CT” là mẫu được thu tại thành phố Cần Thơ; ký hiệu “ĐL” là mẫu được thu tại tỉnh 

Đắk Lắk và ký hiệu “AG” là mẫu được thu tại tỉnh An Giang. 

Khuẩn lạc các chủng FLAB có màu trắng đục (13/22) hoặc trắng sữa (9/22); dạng hình tròn 

(22/22); độ nổi mô (13/22) hoặc lài (9/22); có dạng bìa nguyên (22/22); kích thước dao động từ 

0,2 đến 2,2 mm; tất cả các chủng phân lập đều có dạng hình que, Gram dương, có khả năng phân 

giải CaCO3, âm tính với thử nghiệm catalase, oxidase và indole (Hình 1 và Bảng 3). 
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Hình 1. Hình thái khuẩn lạc, tế bào vi khuẩn và thử nghiệm sinh hóa  

của các chủng vi khuẩn fructophilic lactic acid 

Ghi chú: (+): dương tính; (-): âm tính, thử nghiệm oxidase và catalase sử dụng Bacillus spp. làm đối 

chứng dương; thử nghiệm indole sử dụng Escherrichia coli làm đối chứng dương. 

Bảng 3. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào vi khuẩn FLAB 

STT 
Chủng vi 

khuẩn 

Đặc điểm hình thái 

Màu sắc 
Hình dạng 

Độ nổi Dạng bìa 
Kích thước 

(mm) Khuẩn lạc Tế bào 

1 CT4.3 Trắng đục Tròn Que ngắn Mô Nguyên 1,0 – 1,5 

2 CT1.4 Trắng sữa Tròn Que dài Mô Nguyên 1,2 – 1,7 

3 CT 2 Trắng đục Tròn Que ngắn Mô Nguyên 1,1 – 1,6 

4 CT1.3 Trắng đục Tròn Que dài Lài Nguyên 0,6 – 1,7 

5 CT4.2 Trắng đục Tròn Que dài Lài Nguyên 0,7 – 1,3 

6 CT8.2 Trắng đục Tròn Que ngắn Lài Nguyên 0,6 – 1,1 

7 CT8.1 Trắng sữa Tròn Que dài Mô Nguyên 0,2 – 0,6 

8 ĐL4.4 Trắng sữa Tròn Que dài Mô Nguyên 0,8 – 1,3 

9 ĐL8.3 Trắng đục Tròn Que dài Lài Nguyên 0,5 – 0,9 

10 ĐL1.2 Trắng sữa Tròn Que dài Lài Nguyên 0,4 – 0,8 

11 ĐL4.5 Trắng đục Tròn Que dài Lài Nguyên 0,5 – 1,0 

12 ĐL1.4 Trắng đục Tròn Que dài Lài Nguyên 0,6 – 2,2 

13 ĐL8.4 Trắng đục Tròn Que dài Mô Nguyên 0,6 – 1,2 

14 ĐL8.5 Trắng sữa Tròn Que dài Mô Nguyên 0,7 – 1,2 

15 ĐL9 Trắng đục Tròn Que dài Mô Nguyên 1,0 - 2,2 

16 ĐL1 Trắng đục Tròn Que dài Lài Nguyên 0,7 – 1,2 

17 AG1.1 Trắng đục Tròn Que ngắn Lài Nguyên 0,2 - 0,6 

18 AG1.2 Trắng sữa Tròn Que ngắn Mô Nguyên 0,3 - 0,6 

19 AG4 Trắng sữa Tròn Que dài Mô Nguyên 0,5 - 1,6 

20 AG11 Trắng sữa Tròn Que ngắn Mô Nguyên 0,3 - 1,5 

21 AG12 Trắng sữa Tròn Que ngắn Mô Nguyên 0,3 - 1,7 

22 AG1.4 Trắng đục Tròn Que ngắn Mô Nguyên 0,5 - 2,2 

Ghi chú: Ký hiệu “CT” là mẫu được thu tại thành phố Cần Thơ; ký hiệu “ĐL” là mẫu được thu tại tỉnh 

Đắk Lắk và ký hiệu “AG” là mẫu được thu tại tỉnh An Giang. 

3.2. Khả năng chịu được môi trường pH thấp của các chủng FLAB 

Một trong những điều kiện để vi sinh vật được ứng dụng trong các sản phẩm probiotic là khả 

năng chịu được pH thấp của dạ dày, pH dạ dày của người dao động từ 1,5-3,0 [15]. Trong 22 

chủng FLAB nghiên cứu, số lượng các chủng FLAB đều có xu hướng tăng tỷ lệ sống sót khi pH 

môi trường nuôi cấy tăng lên (Bảng 4). Kết quả nghiên cứu cho thấy có 15 chủng có khả năng 

sống sót trong điều kiện pH từ 1,5 đến 3,0 với tỷ lệ sống sót từ 39,0 - 97,5%. Đặc biệt, chủng 

AG11 là chủng vi khuẩn vượt trội nhất, tỷ lệ sống sót trên 80% ở tất cả các mức pH khảo sát, 

khác biệt có ý nghĩa thống kê với các chủng vi khuẩn còn lại với mức ý nghĩa 5%.  

Khả năng chịu acid không chỉ phụ thuộc vào giống và loài vi khuẩn mà còn phụ thuộc rất 

nhiều vào cơ chế và mỗi cơ chế hoạt động ở độ pH nhất định. Có rất nhiều cơ chế để vi khuẩn có 
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khả năng chịu đựng được môi trường pH thấp như bơm proton H
+ 

ra bên ngoài để cân bằng pH 

nội bào nhờ phức hợp enzyme -ATPase hoặc tái cấu trúc vỏ tế bào (hình thành màng sinh học) 

hoặc sản xuất kiềm [16], một số vi khuẩn chịu acid nói chung và vi khuẩn sinh acid lactic nói 

riêng, các chủng vi khuẩn này thường được trang bị màng ít thấm hơn để giảm sự xâm nhập của 

proton H
+
 vào tế bào [17]. Bên cạnh đó, các chủng vi khuẩn lactic có thể tồn tại ở điều kiện pH 

thấp nhờ vào cơ chế dung nạp acid dựa trên việc tiêu thụ quá nhiều proton trong tế bào chất để 

duy trì cân bằng pH nội môi trong môi trường acid [16], [18].  
Bảng 4. Tỷ lệ sống sót của các chủng vi khuẩn FLAB phân lập trong điều kiện pH thấp  

STT Chủng vi khuẩn 
Tỷ lệ sống sót (%) tại các giá trị pH 

1,5 2,0 2,5 3,0 

1 CT1.3 43,2
gh

  57,5
cde

 61,7
efg

 83,3
fgh

 

2 CT2 51,6
def

 81,0
b
 80,7

b
 77,2

i
 

3 CT1.4 48,8
efg

 61,8
cd

 79,8
b
 97,5

a
 

4 CT4.2 48,6
efg

 45,4
g
 57,8

g
 86,2

ef
 

5 CT8.2 39,0
h
 50,0

fg
 60,7

efg
 52,2

m
 

6 ĐL15 63,1
c
 54,3

ef
 74,9

bc
 81,1

h
 

7 ĐL1.3 49,4
ef
 63,0

cd
 65,5

def
 84,9

fg
 

8 ĐL4 54,0
de

 50,5
fg

 62,1
defg

 83,1
cgh

 

9 ĐL4.4 43,3
gh

 62,0
cd

 92,3
a
 88,6

de
 

10 ĐL4.5 0,0
i
 0,0

h
 0,0

h
 0,0

n
 

11 ĐL5.2 0,0
i
 0,0

h
 59,1

efg
 62,3

k
 

12 ĐL8 47,3
fg

 61,6
cd

 66,3
de

 68,7
j
 

13 ĐL8.3 0,0
i
 52,6

ef
 58,5

fg
 82,1

gh
 

14 ĐL8.4 0,0
i
 0,0

h
 0,0

h
 0,0

n
 

15 ĐL8.5 64,4
c
 75,2

b
 69,3

cd
 81,7

gh
 

16 ĐL9 0,0
i
 0,0

h
 0,0

h
 0,0

n
 

17 AG1.1 0,0
i
 61,6

cd
 56,7

g
 83,3

fgh
 

18 AG1.2 0,0
i
 56,3

def
 56,3

g
 58,4

l
 

19 AG1.4 57,0
d
 64,3

c
 74,1

bc
 91,8

cd
 

20 AG4 70,8
b
 74,0

b
 87,3

a
 89,1

de
 

21 AG11 88,3
a
 91,9

a
 93,8

a
 96,4

ab
 

22 AG12 75,3
b
 77,5

b
 93,7

a
 94,0

bc
 

Ghi chú: Các giá trị có mẫu tự giống nhau trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa về 

mặt thống kê ở mức ý nghĩa 5% theo kiểm định Tukey  

3.3. Khả năng chịu muối mật của các chủng FLAB 

 
Hình 2. Biểu đồ thể hiện tỷ lệ sống sót của các chủng vi khuẩn FLAB  

trong môi trường FYP bổ sung 0,3% muối mật 

Ghi chú: Các giá trị có mẫu tự giống nhau thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa về mặt thống kê ở mức ý 

nghĩa 5% theo kiểm định Tukey  
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Kết quả thử nghiệm cho thấy tất cả các chủng FLAB được tuyển chọn đều có khả năng chịu 

được môi trường chứa 0,3% muối mật với tỷ lệ sống sót cao từ 54,0 - 96,4%. Trong đó, chủng 

AG11 có khả năng kháng muối mật cao nhất với tỷ lệ sống sót đạt 96,4%, khác biệt không có ý 

nghĩa thống kê ở mức 5% so với chủng CT2 nhưng có khác biệt ý nghĩa thống kê so với các 

chủng vi khuẩn còn lại (Hình 2). 

Tính nhạy cảm của vi khuẩn, đặc biệt là vi khuẩn Gram dương đối với muối mật có liên quan 

đến sự tương tác trực tiếp của chúng với màng tế bào. Các cơ chế thải muối mật đã được nghiên 

cứu rộng rãi ở LAB, khả năng tồn tại của vi sinh vật đòi hỏi các cơ chế bảo vệ khác nhau như các 

bơm thải hoặc sản sinh hệ enzyme thủy phân muối mật (BSH) và [16], [19]. 

3.4. Khả năng chịu được các môi trường mô phỏng đường tiêu hóa của các chủng FLAB 

Các chủng vi khuẩn khi được thương mại thành sản phẩm probiotic thì chúng sẽ phải vượt qua 

các yếu tố có thể tác động tiêu cực đến sự tăng trưởng của hệ tiêu hóa như môi trường dạ dày bao 

gồm pepsin, acid dạ dày và môi trường ruột bao gồm muối mật, trypsin và pH cao. Do đó, chủng 

vi sinh buộc phải có khả năng chịu acid và dịch mật hoặc các cơ chế loại trừ khác để tồn tại trong 

ruột [20] và khả năng kháng lại một số enzyme đặc trưng có trong hệ tiêu hóa [21].  

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ sống sót của các chủng FLAB đều có sự suy giảm trong cả ba 

loại môi trường ruột non (SIJ), khoang miệng (ASJ) và dạ dày (SGJ). Tuy nhiên tỷ lệ sống sót của các 

chủng FLAB trong cả ba loại môi trường này đa số đều đạt trên 70% (ngoại trừ chủng ĐL4 với tỷ lệ 

sống sót chỉ trên 50%) (Bảng 5), kết quả này tương tự với nghiên cứu của Zhang và cộng sự [22]. 
Bảng 5. Tỷ lệ sống sót của các chủng FLAB phân lập trong hệ tiêu hóa mô phỏng 

STT Chủng vi khuẩn 
Tỷ lệ sống sót (%) 

Khoang miệng (ASJ) Dạ dày (SGJ) Ruột non (SIJ) 

1 CT 2 95,73
ab

 78,32
g
 89,70

bcd
 

2 CT4.2 87,08
defg

 90,67
cd

 93,62
abc

 

3 CT 1.3 88,55
cdef

 89,74
cde

 74,91
h
 

4 CT 8.2 81,63
g
 89,11

cde
 84,73

def
 

5 ĐL 1.4 88,13
cdefg

 89,38
cde

 97,31ª 

6 ĐL 8.5 83,77
efg

 88,28
de

 88,64
bcde

 

7 ĐL 4.4 94,50
abc

 86,11
ef
 86,52

de
 

8 ĐL 1.3 88,25
cdefg

 97,51ª 94,31
ab

 

9 ĐL 8 91,19
bcd

 97,21ª 85,75
def

 

10 ĐL 4 56,99
h
 56,53

h
 51,00

i
 

11 ĐL 15 88,60
cdef

 96,38
ab

 76,17
gh

 

12 AG 1.4 88,77
cdef

 90,84
cd

 82,45
efg

 

13 AG12 90,11
bcde

 93,04
bc

 88,06
bcde

 

14 AG4 82,95
fg

 83,60
f
 87,35

cde
 

15 AG11 98,95ª 95,31
ab

 79,06
fgh

 

Ghi chú: Các giá trị có mẫu tự giống nhau trong cùng loại môi trường thể hiện sự khác biệt không có ý 

nghĩa về mặt thống kê ở mức ý nghĩa 5% theo kiểm định Tukey. 

Sau khi được đưa vào cơ thể vật chủ, các lợi khuẩn sẽ phải đối mặt với tất cả các yếu tố kháng 

khuẩn trong dạ dày (pepsin, acid dạ dày và pH thấp) và ruột (muối mật, trypsin), cũng như sự 

kích thích bởi nhiệt do nhiệt độ bên trong cơ thể (khoảng 37,5 °C), buộc các lợi khuẩn phải có 

khả năng chịu acid và mật hoặc các cơ chế loại trừ khác để tồn tại trong ruột [23]. Nghiên cứu 

của Liu và cộng sự [24] đã chỉ ra rằng khả năng chịu đựng trong điều kiện hệ tiêu hóa mô phỏng 

của các chủng LAB là đặc hiệu theo từng chủng. Theo nghiên cứu của Derrien và Vlieg [25] 

pancreatin có thể có tác động tiêu cực đến các tế bào probiotic, nhưng cho đến nay, cơ chế hoạt 

động của loại enzyme này vẫn chưa được xác định rõ ràng. Mặc dù tỷ lệ sống sót của tất cả các 

chủng FLAB đều trên 80% tại điều kiện khoang miệng nhân tạo (ngoại trừ chủng ĐL4) thì đến 

điều kiện dạ dày và ruột non số lượng FLAB có tỷ lệ sống sót trên 80% lại suy giảm lần lượt là 

13/15 và 11/15 chủng khảo sát. Kết quả trong nghiên cứu này trái ngược với kết quả của Yesica 

và cộng sự [26] khi các chủng LAB lại bị tác động mạnh khi tiếp xúc với môi trường dạ dày với 
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tỷ lệ sống sót thấp hơn khi chúng tiếp xúc với môi trường ruột mô phỏng. Từ các kết quả nghiên 

cứu đã tuyển chọn được chủng FLAB - AG11 có khả năng kháng cao trong môi trường mô 

phỏng đường tiêu hóa gồm ASJ với tỷ lệ 98,9%, SGJ với tỷ lệ 95%, SIJ với tỷ lệ 79,1% (Hình 3). 

 
Hình 3. Mật số của chủng vi khuẩn AG11 trên môi trường FYP agar 

Ghi chú: 10
-3

; 10
-4

; 10
-5

 và 10
-6

 là nồng độ pha loãng huyền phù vi khuẩn 

3.5. Định danh chủng FLAB có tiềm năng 

 
Hình 4 Kết quả điện di và giải trình tự gene của chủng vi khuẩn AG11 

Ghi chú: A: Kết quả điện di trên gel agarose 1% và B: Trình tự vùng gene 16S với mồi tổng 

Từ kết quả nghiên cứu trên cho thấy chủng FLAB - AG11 có tiềm năng cao được tuyển chọn 

để tiến hành khuếch đại trình tự gene 16S rRNA (Hình 4). Kết quả BLAST trình tự vùng gen 16S 

trên ngân hàng gene NCBI và từ giản đồ phả hệ cho thấy chủng vi khuẩn AG11 được phân loại 

cùng nhóm với hai chủng vi khuẩn Lactiplantibacillus plantarum (mã gene NR042394.1) và 

Lactiplantibacillus pentosus (mã gene NR029133.1) với độ tương đồng đạt 99,45%, mức độ tin 

cậy của nhánh được thể hiện qua chỉ số bootstrap 73% (Hình 5a và 5b), với kích thước đoạn gene 

đạt 975 bp. Kết quả so sánh trình tự gene 16S rRNA giữa chủng AG11 và các mã gene trên NCBI 

cho thấy số nucleotide bảo tồn là 817/869 và số nucleotide biến đổi là 51/869 (Hình 5c). 

L. pentosus và L. plantarum đều là vi khuẩn lactic có tiềm năng sinh học, chúng là những loài 

riêng biệt nhưng có mối quan hệ gần gũi. Tuy nhiên, L. plantarum được nghiên cứu rộng rãi hơn 

và được biết đến với các đặc tính probiotic đa dạng. Cả hai loài đều có thể góp phần vào sức khỏe 

đường ruột, nhưng L. plantarum đã được chứng minh là có nhiều lợi ích sức khỏe tiềm năng hơn 

[27] và [28]. Cho đến nay, Lactiplantibacillus plantarum đã được báo cáo là loài FLAB từ các 

nguồn giàu fructose, bao gồm cả côn trùng như ong [29]. L. plantarum, ngoài việc là một loại vi 
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khuẩn probiotic có đặc tính tốt, còn là một vi sinh vật đa năng với khả năng cải thiện các đặc tính 

chức năng của thực phẩm lên men, mang lại nhiều ứng dụng khác nhau trong ngành công nghiệp 

thực phẩm [30], [31]. L. plantarum được tìm thấy ổn định ở nhiều nguồn khác nhau, chúng có 

khả năng cải thiện chất lượng dinh dưỡng [32], hoạt tính chống oxy hóa và đặc tính hương vị của 

thực phẩm cùng với hoạt động kháng khuẩn [33], giảm các hợp chất không mong muốn và cải 

thiện thời hạn sử dụng [32]. Bên cạnh đó, bacteriocin của L. plantarum được coi chất bảo quản 

sinh học và được chứng minh an toàn để sử dụng trong ngành công nghiệp thực phẩm [34]. 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Hình 5 Kết quả định danh của chủng vi khuẩn AG11 

(a) Kết quả BLAST trình tự gene trên ngân hàng gene NCBI;  

(b) Cây phân loại loài; (c) So sánh trình tự gene bằng phần mềm MEGA 12 

4. Kết luận 

Kết quả của nghiên cứu đã phân lập được 22 chủng FLAB, tuyển chọn được 15/22 chủng vi 

khuẩn có khả năng sống tốt trong môi trường pH thấp với tỷ lệ sống sót dao động từ 39% đến 
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97,5%. Trong đó tất cả các chủng vi khuẩn có khả năng chịu được môi trường có bổ sung 0,3% 

muối mật và có 9 chủng FLAB có khả năng kháng lại cả ba loại môi trường đường ruột mô 

phỏng, với tỷ lệ sống sót đều trên 80%. Đặc biệt, chủng vi khuẩn AG11 là chủng vi khuẩn đầy 

tiềm năng khi đạt tỷ lệ sống sót ở pH từ 2 đến 3 đều trên 90%, có khả năng chịu được muối mật, 

môi trường mô phỏng khoang miệng, dạ dày và ruột non với tỷ lệ sống sót đạt lần lượt là 96,4%; 

98,9%; 95% và 79,1%. Kết quả giải trình tự đoạn gen 16S rRNA cho thấy chủng vi khuẩn AG11 

là chủng Lactiplantibacillus plantarum và Lactiplantibacillus pentosus với độ tương đồng là 

99,45%. Với kết quả nghiên cứu này, chủng vi khuẩn Lactiplantibacillus AG11 là chủng vi 

khuẩn tiềm năng trong ứng dụng sản xuất các sản phẩm probiotic trong tương lai. 
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