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TÓM TẮT  

Ảnh hưởng của một số yếu tố (nồng độ axit tricloacetic (TCA), thể tích etanol và 

thời gian tủa bằng etanol) lên quá trình tách chiết exopolysaccharide (EPS) từ môi 

trường nuôi cấy của chủng L. fermentum TC16 đã được khảo sát. Kết quả cho thấy, 

ở nồng độ TCA bổ sung vào dịch nuôi cấy của chủng Lb. fermentum TC16 là 35%, 

quá trình thu nhận EPS và loại bỏ protein đạt hiệu quả tốt nhất. Tỉ lệ etanol so với 

dịch nổi  là 1:1 và thời gian thực hiện tủa là 24 giờ được coi là các thông số thích 

hợp nhất để thu EPS tủa từ chủng này. Khả năng chống oxy hóa và một số tính 

chất công nghệ như khả năng hòa tan trong nước, khả năng giữ nước, giữ dầu của 

các EPS tách chiết được cũng được nghiên cứu trong công trình này. Những tính 

chất công nghệ của EPS sinh tổng hợp từ chủng vi khuẩn L. fermentum TC16 thể 

hiện tương đối cao. Khả năng bắt gốc tự do của EPS-TC16 l| tương đối tốt. Ở nồng 

độ 2,96 EPS/mL, khả năng chống oxy hóa của nó đạt 50% (IC50 = 2,96 mg/ml) và có 

xu hướng tăng theo nồng độ.  

Từ khóa:  exopolysaccharide, Lactobacillus, tách chiết, chống oxy hóa 

 

1. MỞ ĐẦU 

Exopolysaccharide (EPS) sinh tổng hợp bởi vi khuẩn lactic (LAB) từ l}u đã 

được sử dụng khá rộng rãi trong các sản phẩm công nghiệp như l| những tác nhân làm 

đặc, tạo gel,<  [1]. Bên cạnh những ứng dụng trong công nghệ thực phẩm, các EPS 

cũng được kết luận là có khả năng chống oxy hóa, chống ung thư, l|m giảm 

cholesterol, < [1, 2]. Mặc dù có vai trò quan trọng trong công nghiệp và trong y học 

nhưng năng suất thu nhận EPS từ LAB vẫn còn thấp. Điều n|y đã l|m hạn chế khả 
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năng thương mại hóa của chúng. Nhiều công trình nghiên cứu đã kết luận rằng, có 

nhiều cách thức kh{c nhau để cải thiện năng suất thu nhận EPS như tối ưu hóa điều 

kiện nuôi cấy, thực hiện tách chiết ở c{c điều kiện kh{c nhau,< [3, 4, 5] Thông thường, 

sau quá trình nuôi cấy ở điều kiện tối ưu, c{c EPS ngoại b|o được tiến hành tách chiết 

bằng ly tâm để loại bỏ các tế bào, sau đó kết tủa. Quá trình tách chiết EPS từ môi 

trường nuôi cấy vi khuẩn lactic đã được mô tả bởi nhiều nhà khoa học. Rabha và cộng 

sự (2011) đã thực hiện quá trình tách chiết EPS trong dịch nuôi cấy Streptococcus 

thermophilus BN1 với nồng độ TCA là 12%, và thu EPS tủa với tỉ lệ dịch nổi và cồn là 

1:2 [6+. Trong khi đó, EPS của Lactobacillus delbrueckii Subsp. Bulgaricus NCFB2074 được 

tách chiết bằng cách bổ sung 14% TCA vào dịch nuôi cấy để tủa protein; sau đó kết tủa 

EPS bằng etanol với tỷ lệ giữa dịch chứa EPS và etanol là 1:1 [7]. EPS tổng hợp bởi 

Lactobacillus confuses TISTR 1498 được kết tủa bằng etanol với thể tích gấp 3 lần dịch 

nổi thu được sau khi loại bỏ protein và các tế bào vi khuẩn bằng việc bổ sung 30% TCA 

[8]. Như vậy, không có một quy trình chung (h|m lượng TCA để loại bỏ protein và 

h|m lượng etanol để kết tủa EPS) thích hợp cho tất cả các chủng vi khuẩn. Chính vì 

vậy, trong bài báo này, chúng tôi khảo sát ảnh hưởng của nồng độ TCA, thể tích etanol 

và thời gian tủa etanol đến quá trình tách chiết EPS từ môi trường nuôi cấy của các 

chủng Lb. fermentum TC16.  

Mặt kh{c, điều kiện tiên quyết để các hợp chất EPS góp phần l|m thay đổi độ 

nhớt, khả năng tạo gel cho thực phẩm chính là các tính chất chức năng công nghệ của 

chúng như khả năng giữ nước, khả năng giữ dầu< Việc khảo sát các tính chất này của 

EPS thu nhận từ các chủng vi khuẩn trong nghiên cứu này chính vì vậy m| được thực 

hiện. 

 

2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

Dịch nuôi cấy chứa EPS thu nhận từ chủng Lb. fermentum TC16 thuộc loài 

Lactobacillus sp. phân lập từ Tôm chua được thu mua trên địa bàn Thừa Thiên Huế và 

định danh tại phòng thí nghiệm vi sinh, Đại học Ghent, Bỉ (kết quả đang chờ công bố). 

EPS sinh tổng hợp bởi Lb. fermentum TC16 (EPS-16) trong môi trường MRS chứa 

(g/l): pepton 10; cao thịt 8,0; cao nấm 4,0; glucose 20; K2HPO4 2,62; MgSO4 0,2; MnSO4 

0,038; Triamoni citrate 2,0; CH3COONa 5,0;, Tween 1,0 v| có bổ sung thêm 4% sucrose; 

0,8% cao thịt *9]. 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương ph{p thu nhận và quy trình tách chiết exopolysaccharide (EPS) 
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TCA được bổ sung vào với các nồng độ khác nhau (bao gồm 10%, 15%, 20%, 

25%, 30%, 35%, 40%) nhằm khảo sát ảnh hưởng của nồng độ TCA lên khả năng loại bỏ 

protein trong dịch nuôi cấy. H|m lượng protein còn lại trong dịch nổi sẽ được x{c định 

bằng phương ph{p kjeldahl. 

Dịch nổi thu được sau khi ly tâm tách bỏ protein sẽ tiếp tục được kết tủa bằng 

etanol tuyệt đối 99,9% với thể tích bổ sung vào so với dịch nổi theo tỉ lệ thể tích khác 

nhau (etanol: dịch nổi lần lượt: 1:1; 1,5:1; 2:1; 2,5:1; 3:1). Thời gian tủa bằng etanol được 

khảo s{t sau khi x{c định được thể tích etanol thích hợp nhất cần bổ sung. Các mức 

thời gian khảo sát là: 12 giờ, 24 giờ, 36 giờ và 48 giờ. Lượng EPS kết tủa thu được sau 

khi ly tâm tiếp tục được hòa tan v|o nước cất ở 50 oC v| được x{c định h|m lượng theo 

phương ph{p phenol-sulfuric (phương ph{p ở mục 2.2.5). 

Dịch nuôi cấy Lb. fermentum TC16 

Xử lý nhiệt 

(1000C, 15 - 20 phút) 

 

Làm lạnh 

 

Giữ trong 24 giờ 

Phương ph{p Kjehdal 

 

TCA  

Protein 

Ly tâm 

(6000 vòng/phút, 10 phút, 4oC) 
Dịch nổi chứa EPS 

Etanol lạnh 

Ly tâm 

(6000 vòng/phút, 10 phút, 

4oC) 

EPS tủa 

Phương ph{p phenol-

sulfuric 

 

Nước 

 

Giữ ở 4oC 
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2.2.2. Phương ph{p khảo sát khả năng hòa tan trong nước của các EPS [10] 

 Cho 50 mg EPS vào 1mL nước và khuấy liên tục ở nhiệt độ phòng trong 24 giờ. 

Sau đó, dung dịch được ly tâm 13000 vòng/phút ở 4 oC trong 15 phút và lọc lấy dịch 

nổi. 0,2 mL dịch nổi được đem đi x{c định h|m lượng EPS hòa tan bằng phương ph{p 

phenol – sulfuric acid (phương ph{p ở mục 2.2.5).  Độ hòa tan của EPS được tính sau 

khi x{c định được khối lượng EPS trong dịch nổi. 

2.2.3. Phương ph{p khảo sát khả năng giữ nước, giữ dầu của các EPS [10] 

Huyền phù gồm 0,2 g mẫu v| 10 mL nước cất được ly tâm 5000 vòng/phút ở 

4oC trong 25 phút để t{ch lượng nước không được giữ bởi EPS. Lấy kết tủa thấm hết 

lượng nước bị tách ra. Cân lại khối lượng của EPS đã hấp thụ nước v| x{c định độ giữ 

nước. 

Độ giữ dầu được thực hiện tương tự khi thay 10 mL nước cất bằng 10 mL dầu. 

2.2.4. Phương ph{p khảo sát khả năng chống oxy hóa thông qua khả năng bắt gốc tự 

do DPPH (1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl) [11] 

Hoạt tính bắt gốc tự do DPPH x{c định khả năng cho hydro của mẫu thử chống 

oxy hóa. Pha dung dịch DPPH nồng độ 100 µM trong etanol ngay trước khi dùng. Hỗn 

hợp phản ứng có thể tích 3000 µL, gồm 2000 µL mẫu khảo sát ở các nồng độ khác nhau 

và 1000 µL dung dịch DPPH nồng độ 100 µM. Các hỗn hợp phản ứng được lắc trong 1 

phút và ủ ở nhiệt độ phòng trong 30 phút, rồi tiến h|nh đo quang ở bước sóng 517 nm. 

Mẫu trắng được tiến h|nh tương tự mẫu thí nghiệm nhưng thay 1000 µM DPPH bằng 

1000 µM etanol. Mẫu đối chứng được sử dụng là vitamin C (L-ascorbic acid). 

Khả năng bắt gốc tự do DPPH được x{c định bằng công thức: 

 

Trong đó:  

SA DPPH (%): tác dụng bắt gốc tự do (Scavenging Activity) DPPH 

AS : mật độ quang của mẫu khảo sát 

AC: mật độ quang của mẫu trắng không chứa mẫu 

2.2.5. Phương ph{p phenol-sulfuric để x{c định h|m lượng EPS [12] 

 Dựa vào phản ứng thuỷ phân polysaccharide thành monosaccharide, 

monosaccharide tạo màu với phenol, dung dịch tạo th|nh có độ hấp thụ cực đại tại 

bước sóng λ = 490 nm. X}y dựng đường chuẩn đường glucose sau đó đo mẫu thực và 

tính ra lượng EPS. 

 

 

SADPPH (%) = 
AC –AS 

AC 
x 100  
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2.2.6. Phương ph{p 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. Kết quả khảo sát điều kiện tách chiết EPS từ dịch nuôi cấy vi khuẩn 

3.1.1. Ảnh hưởng của nồng độ acid tricloroacetic (TCA) lên khả năng loại bỏ protein 

Lượng protein còn lại trong dịch nuôi cấy của chủng Lb. fermentum TC16 giảm 

dần theo chiều tăng của nồng độ TCA (hình 1). Lượng protein còn lại trong dịch nuôi 

cấy của chủng Lb. fermentum TC16 khá thấp (287,55 µg/ml ) v| lượng EPS thu được lại 

đạt cực đại (432,11 µg/ml) khi qu{ trình tủa bằng TCA thực hiện với nồng độ TCA là 

35%. Ở các nồng độ TCA bổ sung vào dịch nuôi cấy l| 10, 15, 20, 25, 30 v| 40%, lượng 

protein giảm dần theo chiều tăng của nồng độ TCA nhưng lượng EPS thu được lại 

thấp. Do đó, 35% sẽ là nồng độ TCA được sử dụng trong quá trình tách chiết EPS từ 

dịch nổi của chủng Lb. fermentum TC16 (Hình 1). 

  

Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ TCA bổ 

sung lên khả năng loại bỏ protein v| lượng 

EPS t{ch chiết từ dịch nuôi cấy  

Hình 2. Ảnh hưởng của thể tích etanol so với dịch 

nuôi cấy đến khả năng t{ch chiết EPS  

Các chữ cái a, b, c thể hiện sự sai khác giữa các thí 

nghiệm 

3.1.2. Ảnh hưởng của thể tích etanol (EtOH) so với dịch nuôi cấy đến khả năng t{ch 

chiết EPS 

Sau 24 giờ tủa, lượng EPS thu được từ các dịch nổi chứa EPS sinh ra bởi Lb. 

fermentum TC16 đạt lớn nhất khi tỉ lệ dịch nổi v| EtOH l| 1:1. Lượng EPS thu được ở tỉ 

lệ này đạt 450,24 µg/ml (Hình 2). Đ}y cũng l| tỉ lệ được sử dụng khá phổ biến trong 

một vài công trình nghiên cứu tách chiết EPS từ LAB [4, 7, 13]. Ở tỉ lệ EtOH và dịch nổi 

l| 0,5:1, lượng EPS tủa thu được thấp hơn rất nhiều so với thời điểm đạt cực đại. 

Lượng EPS t{ch ra không tăng mà có chiều hướng giảm nhẹ khi tỉ lệ EtOH tăng lên 

(1,5; 2; 2,5; 3). 
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Hình 3. Ảnh hưởng của thời gian tủa bằng etanol lên khả năng t{ch chiết EPS 

Các chữ cái a, b, c thể hiện sự sai khác giữa các thí nghiệm 

3.1.3. Ảnh hưởng của thời gian tủa bằng etanol lên khả năng t{ch chiết EPS 

Kết quả từ hình 3 cho thấy, sự chênh lệch về lượng EPS tủa từ chủng Lb. 

fermentum TC16, khi được duy trì trong các khoảng thời gian khác nhau từ 24 giờ đến 

48 giờ hầu như rất thấp v| đều không có sự sai khác khi xử lý thống kê (p<0,05). Trong 

khi đó, ở 12 giờ, lượng EPS thu được khá thấp, chỉ xấp xỉ đạt 50% so với các thời điểm 

còn lại (24, 36, 48 giờ). Với kết quả này, thời gian áp dụng thích hợp và hiệu quả để thu 

EPS tủa bằng EtOH trong quá trình tách chiết EPS từ dịch nổi của chủng Lb. fermentum 

TC16 là 24 giờ. 

3.2. Kết quả khảo sát một số tính chất của EPS thu nhận đƣợc 

3.2.1. Kết quả khảo sát khả năng hòa tan trong nước 

Dữ liệu bảng 1 cho thấy, EPS sinh tổng hợp từ hai chủng Lb. fermentum TC16 có 

khả năng hòa tan trong nước tương đối cao. Độ hòa tan trong nước của EPS-TC16 đạt 

được là 75,33%. Tính chất hòa tan trong nước của EPS sinh tổng hợp bởi chủng vi 

khuẩn thuộc vi khuẩn lactic Lb. kefiranofaciens ZW3 cũng được nghiên cứu bởi Ahmed 

và cộng sự (2013). Khả năng hòa tan trong nước của EPS sinh tổng hợp bởi chủng ZW3 

đạt được tương đối thấp, chỉ đạt 14,20% [10]. Như vậy, c{c EPS được tách chiết từ các 

chủng vi khuẩn khác nhau có khả năng hòa tan trong nước khác nhau. 

Bảng 1. Độ hòa tan trong nước của EPS-TC16  

Khối lượng EPS trung bình có trong 0,2 ml (g) Độ hòa tan (%) 

0,0075 75,33 ± 5,17 
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3. 2.2. Kết quả khảo sát khả năng giữ nước và giữ dầu 

Kết quả khảo sát khả năng giữ nước và giữ dầu của EPS-16 cho thấy EPS này 

thể hiện khả năng giữ nước và giữ dầu tốt (bảng 2). Độ giữ nước của EPS-TC16 đạt 

được là 136,22%. Bên cạnh khả năng giữ nước, khả năng giữ dầu của các EPS sử dụng 

trong nghiên cứu n|y đạt được rất cao. Độ giữ dầu của EPS-16 đạt 594,57%. Trong 

nghiên cứu của mình, Ahmed và cộng sự (2013) đã kết luận rằng, EPS được tách chiết 

từ dịch nuôi cấy vi khuẩn Lb. kefiranofaciens ZW3 (EPS-ZW3) có khả năng giữ nước rất 

tốt, đạt 496,00% [10]. Trong khi đó, độ giữ dầu của EPS-ZW3 đạt khoảng 884,74%. Khả 

năng n|y cao hơn rất nhiều so với EPS sinh tổng hợp bởi chủng Lb. fermentum TC16. 

Điều này có thể cho thấy, tính chất của các EPS sinh tổng hợp được từ các chủng LAB 

khác nhau sẽ thể hiện các tính chất khác nhau. 

Bảng 2. Khả năng giữ nước và giữ dầu của EPS-TC16 

Tính chất  (%) 

Độ giữ nước trung bình 136,22 ± 0,60 

Độ giữ dầu trung bình 594,57 ± 1,42 

 Khả năng hòa tan cũng như khả năng giữ nước và giữ của EPS có ảnh hưởng rất 

lớn trong việc tạo gel của dung dịch. Chúng góp phần làm cho khối nhũ tương có độ 

nhớt, độ s{nh cao hơn, kết cấu của khối nhũ tương đồng nhất hơn, khó bị phá vỡ, từ 

đó hạn chế được hiện tượng t{ch pha. Đồng thời khả năng tạo gel cũng tốt hơn, cấu 

trúc khối gel bền chặt hơn trong c{c sản phẩm lên men từ sữa, các loại sốt có chứa chất 

béo qua đó ho|n thiện được cấu trúc của sản phẩm. 

3.2.3. Kết quả khảo sát khả năng chống oxy hóa 

Kết quả từ bảng 3 cho thấy, các EPS thu nhận được từ dịch nuôi cấy của chủng 

Lb. fermentum TC16 có thể hiện khả năng chống oxy hóa tương đối cao. Khả năng 

chống oxy hóa của EPS này tỉ lệ thuận với nồng độ. Ở nồng độ 2,0 mg/mL, khả năng 

bắt gốc tự do DPPH chỉ đạt 27,34%. Ở nồng độ 3,0 mg/mL, tỉ lệ bắt gốc tự do đã tăng 

lên hơn 50%. Khả năng bắt gốc tự do của EPS-TC16 được thể hiện cụ thể hơn thông 

qua giá trị IC50. Khả năng bắt 50% gốc tự do DPPH của EPS-TC16 xảy ra ở nồng độ là 

2,96 mg/ml. Tuy nhiên, so với axit ascorbic thì khả năng bắt gốc tự do của EPS còn rất 

thấp. Tỉ lệ bắt gốc tự do của axit ascorbic đạt được 50% ở nồng độ 2,17 µg/ml và 93,12% 

ở nồng độ 0,125 mg/ml. 
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Bảng 3. Tỷ lệ bắt gốc tự do DPPH (%)  

Nồng độ 

(mg/ml) 

EPS-TC16  Axit ascorbic  

Tỉ lệ bắt gốc tự do DPPH (%) 

Nồng độ 

(µg/ml) 

Tỉ lệ bắt gốc 

tự do DPPH 

(%) 

2,0 27,34 ± 0,32 1,25 27,05 ± 0,12  

2,5 35,95 ± 0,52 2,50 58,30 ± 0,17 

3,0 51,08 ± 0,22 5,00 89,57 ± 0,10 

3,5 72,11 ± 0,45 125 93,12 ± 0,12 

IC50 (mg/ml) 2,96 IC50 (µg/ml) 2,17 

Khả năng chống oxy hóa của EPS sinh tổng hợp từ c{c vi khuẩn thuộc LAB 

cũng được nhiều nh| nghiên cứu công bố. Khả năng loại bỏ gốc tự do của EPS (LPC-1) 

thu nhận được từ Lb. plantarum C88 đã được kết luận bởi Zhang và cộng sự (2013) [14]. 

Wang và cộng sự (2015) cũng đã đưa ra kết luận về khả năng chống oxy hóa của EPS 

sinh tổng hợp từ chủng Lb. plantarum YW32 lên chất oxy hóa DPPH, các gốc hydroxyl 

và gốc oxy hóa kh{c trong điều kiện in vitro. Khả năng bắt gốc tự do của EPS n|y đạt 

66,50% ở nồng độ 5 mg/ml v| có xu hướng tăng lên theo chiều tăng của nồng độ [15].. 

Tương tự, trong điều kiện in vitro, cả hai r-EPS1 và r-EPS2 được tách chiết từ chủng Lb. 

plantarum 70810 đều có khả năng chống oxy hóa mạnh đối với nhóm hydroxyl và gốc 

tự do DPPH là công bố của Wang và cộng sự (2014). Từ kết quả trên, nhóm tác giả đã 

đề xuất rằng, hai EPS này có thể được sử dụng để sản xuất thuốc chống oxy hóa [16]. 

 

4. KẾT LUẬN 

 Với EPS mới được sinh tổng hợp từ chủng Lb. fermentum TC16 phân lập được 

từ một trong những sản phẩm lên men truyền thống ở Huế, chúng tôi đã x{c định 

được điều kiện tách chiết mang lại hiệu quả thu nhận EPS tốt nhất với nồng độ TCA bổ 

sung là 35%, tỉ lệ etanol và dịch nổi là 1:1. Quá trình tủa bằng etanol được thực hiện 

trong 24 giờ. 

EPS sinh tổng hợp từ chủng vi khuẩn L. fermentum TC16 có tiềm năng ứng 

dụng trong công nghệ thực phẩm tốt với các tính chất công nghệ như khả năng khả 

năng hòa tan trong nước, khả năng giữ nước và giữ dầu đạt được khá cao. 

EPS mới n|y cũng thể hiệu được khả năng chống oxy hóa rõ rệt với giá trị IC50 

tại nồng độ 2.96 mg/ml. 
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ABSTRACT 

The effects of several factors (concentration of tricloroacetic acid (TCA), volume of 

ethanol and precipitation time) on extraction of exopolysaccharide (EPS) produced 

by Lb. fermentum TC16 (EPS-TC16) when these strains were cultured in its optimal 

conditions were investigated. The results indicated that EPS extraction in the 

supernatant of TC16 by TCA reached at the best with 35% for TC16. For both crude 

EPs, by addition of an equal volume of chilled absolute ethanol for 24 h at 4oC to 

collected the pellet of EPS was the most suitability. Antioxidant activity and some 

technological properties (such as solubility, water holding and oil binding 

capacity) of EPS-TC16 were also tested in this study. Solubility, water holding and 

oil binding capacity of EPS-TC16 were fair good. As results, DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl) free radical scavenging activities of EPS-TC16 was so well. 50% of 
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DPPH radical scavenging activities (IC50) were measured at the concentration of 

2.96 mg/ml. 

 Keywords: exopolysaccharide, Lactobacillus, extraction, anti-oxidant activity. 
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