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Tóm tắt 

Bifidobacterium bifidum (B. Bifidum) là vi khuẩn kỵ khí nghiêm ngặt, có tiềm năng cao 

được sử dụng làm lợi khuẩn trong hỗ trợ sức khỏe đường ruột. Tuy nhiên, nuôi cấy B. 

bifidum ở mật độ cao gặp nhiều khó khăn do khả năng sinh acid hữu cơ làm đổi pH môi 

trường, gây giảm hiệu suất sinh khối thu được. Do đó, nghiên cứu đánh giá khả năng 

đệm pH của vật liệu sinh học như hạt gel calcium carbonate-alginate trong nuôi cấy B. 

bifidum mật độ cao là cần thiết. Số lượng tế bào được xác định bằng phương pháp đếm 

khuẩn lạc. Kết quả cho thấy sau 48 giờ lên men, pH của mẫu thử có chứa hạt gel CaCO₃-

alginate có pH ổn định hơn, giảm từ 5,87 ± 0,14 còn 4,48 ± 0,18, còn mẫu chứng giảm 

từ 5,87 ± 0,14 xuống 4,05 ± 0,03. Và sau 24 giờ lên men, mật độ tế bào của mẫu thử 

tăng vượt trội hơn mẫu chứng, với mức tăng vượt trội hơn khoảng 2,36 lần. Kết quả của 

nghiên cứu chứng minh hiệu quả của việc sử dụng hạt gel CaCO₃-alginate như một hệ 

đệm pH hỗ trợ tăng trưởng ở mật độ cao của B. bifidum. 
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Từ khóa 

Hạt calci carbonat-

alginate,  

Bifidobacterium bifidum, 

lên men mật độ cao 

1 Giới thiệu 

Hệ khuẩn đường ruột đóng vai trò quan trọng đối với 

sức khoẻ con người. Các nghiên cứu cho thấy rằng bệnh 

về đường tiêu hóa thường do rối loạn hệ khuẩn đường 

ruột gây ra. Việc mất cân bằng hệ sinh thái trong đường 

tiêu hóa có thể dẫn đến nhiều căn bệnh nguy hiểm khác 

như viêm loét dạ dày-tá tràng, đái tháo đường, béo phì 

[1], ung thư [2] hay thậm chí rối loạn thần kinh [3]. 

Bằng cách bổ sung probiotic vào đường tiêu hóa có thể 

giúp ngăn ngừa các vấn đề do rối loạn hệ khuẩn đường 

ruột gây nên. Probiotic nói chung có khả năng điều 

chỉnh phản ứng miễn dịch [4], đồng thời làm giảm pH 

của dạ dày và ruột, từ đó ngăn ngừa sự phát triển của 

các vi sinh vật gây hại [5]. 

Trong số các loại probiotic đã được nghiên cứu và ứng 

dụng, chủng Bifidobacterium bifidum (B. bifidum) 

được đặc biệt chú ý nhờ vào nhiều tác động tích cực 

đến sức khỏe vật chủ [6]. Những tác động này được thể 

hiện thông qua các cơ chế sinh học đa dạng và phức tạp 

như cạnh tranh vị trí gắn với các vi sinh vật gây bệnh 

như Escherichia coli, Salmonella spp., 

hay Clostridium difficile, từ đó ức chế sự xâm nhập và 

phát triển của vi sinh vật gây bệnh trong niêm mạc ruột 

[7]; tham gia vào quá trình điều hòa miễn dịch thông 

qua việc kích hoạt các tế bào miễn dịch như đại thực 

bào, tế bào T và tế bào trình diện kháng nguyên [8]; ức 

chế sự phát triển của nhiều vi sinh vật gây bệnh khác 

thông qua khả năng tạo ra các acid hữu cơ như acid 
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acetic và acid lactic, gây ức chế sự phát triển của nhiều 

vi sinh vật gây bệnh có điều kiện [9]; hỗ trợ duy trì và 

phục hồi tính toàn vẹn của hàng rào niêm mạc bằng 

cách điều hòa biểu hiện của các protein liên kết chặt 

như occludin, claudin và zonula occludens-1 (ZO-1), 

giúp tăng cường tính toàn vẹn của biểu mô ruột và hạn 

chế hiện tượng “rò rỉ ruột” (leaky gut) [10]. 

Tuy nhiên, B. bifidum là chủng vi khuẩn sống kỵ khí bắt 

buộc, có ngưỡng pH sinh trưởng trong khoảng 4,5-9 

[11]. Khi nuôi cấy ở mật độ cao, chúng sản sinh các acid 

hữu cơ như acid acetic và acid lactic làm giảm pH môi 

trường dẫn đến ức chế ngược lại quá trình sinh trưởng, 

gây giảm hiệu suất lên men thu sinh khối. Trong quá 

trình lên men, pH môi trường thường được điều chỉnh 

bằng cách bổ sung các bazơ vô cơ như NaOH, KOH 

hoặc NH₄OH nhằm duy trì điều kiện tối ưu cho sự phát 

triển của vi sinh vật. Thông thường, có hai phương pháp 

được áp dụng: (1) bổ sung một lượng bazơ cố định theo 

khoảng thời gian định sẵn và (2) điều chỉnh pH dựa trên 

tín hiệu từ đầu dò cảm biến pH trong hệ thống [12]. Tuy 

nhiên, phương pháp thứ nhất tiềm ẩn nguy cơ dư thừa 

lượng bazơ, làm pH môi trường vượt quá ngưỡng phát 

triển sinh lý của vi sinh vật, từ đó ức chế sinh trưởng và 

giảm hiệu suất lên men. Trong khi đó, phương pháp thứ 

hai tuy chính xác hơn nhưng đòi hỏi hệ thống lên men 

tích hợp cảm biến và điều khiển tự động phức tạp, kéo 

theo chi phí đầu tư và vận hành cao. Vì vậy, việc tìm 

kiếm các giải pháp thay thế đơn giản, hiệu quả và tiết 

kiệm hơn được chú trọng trong nghiên cứu và ứng dụng 

công nghệ lên men vi sinh vật. 

Một trong những hướng tiếp cận được quan tâm hiện 

nay là ứng dụng hệ đệm hạt gel CaCO₃-alginate vào 

quá trình lên men. Phương pháp này được đánh giá là 

đơn giản, tiết kiệm chi phí và dễ triển khai ở cả quy mô 

phòng thí nghiệm lẫn công nghiệp. Việc sử dụng hạt 

gel CaCO₃-alginate trong nuôi cấy vi sinh vật cho phép 

duy trì môi trường ổn định thông qua khả năng điều 

chỉnh pH đồng thời tạo điều kiện kỵ khí – yếu tố đặc 

biệt quan trọng đối với các chủng vi sinh vật kỵ khí bắt 

buộc. Bên cạnh đó, hình thức gel hóa còn có tác dụng 

như một giá thể cho vi sinh vật, tạo điều kiện thuận lợi 

cho vi sinh vật phát triển [13]. Ngoài ra, tạo hạt gel sẽ 

cố định CaCO₃, từ đó hỗ trợ việc loại bỏ lượng bột 

CaCO₃ dư thừa sau khi quá trình lên men kết thúc, tránh 

ảnh hưởng đến sai số liên quan đến khối lượng sinh 

khối thu được. Phương pháp này hiện đang thu hút 

nhiều sự quan tâm trong nghiên cứu sản xuất probiotic 

nhờ vào hiệu suất, chất lượng ổn định và dễ dàng thực 

hiện. 

2 Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1 Chủng vi khuẩn B. bifidum 

Chủng B. bifidum THT0101 từ nhà cung cấp THT 

probiotics (Bỉ) được cấy trên môi trường thạch MRS 

(De Man, Rogosa and Sharpe) sau đó các đĩa được ủ 

trong điều kiện kỵ khí (10 % CO2, 5 % O2, 85 % N2) 

trong hộp ủ kỵ khí AnaeroPack-MicroAero 

(Mitsubishi, Japan). Khóm vi khuẩn được nhận định 

bằng cách nhuộm Gram, khóm cho kết quả Gram 

dương cùng với hình thái chữ “Y” đặc trưng của 

Bifidobacterium sp. sẽ được tiếp tục sử dụng. Phân tán 

vi khuẩn vào môi trường MRS và tăng sinh ở 37 ºC 

trong điều kiện kỵ khí cho đạt đến mật độ quang 

OD600nm đạt 1.0 tương ứng với 1 × 109 CFU/mL. Dịch 

chứa khuẩn sau đó được sử dụng để thử nghiệm lên 

men mật độ cao. 

2.2 Tạo hạt gel CaCO3-alginate 

Hạt gel CaCO3-alginate được tạo thành theo phương pháp 

nhỏ giọt. Hòa tan natri alginate vào nước với tỷ lệ 2 % 

(w/v), sau đó đem đi hấp tiệt trùng (121 °C, 1 atm, 30 phút) 

và để nguội. Thêm vào lượng CaCO3 tương ứng với 20 % 

(w/v) thể tích natri alginate và phân tán đều. Hỗn dịch 

CaCO3-natri alginate được bơm vào ống tiêm 10 mL, đầu 

kim 24G (Vinahankook, Việt Nam), sau đó được nhỏ giọt 

vào becher chứa dung dịch CaCl2 0,2 M được khuấy nhẹ 

bằng máy khuấy từ. Sau khi quá trình tạo hạt kết thúc, hạt 

gel CaCO3-alginate được thu bằng phương pháp lọc qua 

rây và rửa lại bằng nước cất. Hạt gel thu được phải được 

khử trùng bằng cách chiếu UV trong thời gian 30 phút. 

2.3 Đánh giá khả năng đệm pH của hạt gel CaCO3-

alginate 

Khả năng đệm pH của hạt gel CaCO₃-alginat được đánh 

giá thông qua phương pháp chuẩn độ acid-bazơ, sử 

dụng dung dịch H2SO4 0,5 M làm chất chuẩn độ. Trong 

quá trình chuẩn độ sẽ xảy ra phản ứng sau:  

CaCO3 + H2SO4 → CaSO4 + CO2 +H2O 

Dung dịch thử chứa hạt gel sẽ được chuẩn độ cho đến 

khi đạt pH mục tiêu, đồng thời tiến hành mẫu đối chứng 

(mẫu trắng) không chứa hạt gel để loại trừ ảnh hưởng 

của môi trường nền. Lượng H⁺ thực sự phản ứng với 
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hạt gel sẽ được tính bằng hiệu số thể tích H2SO4 0,5 M 

tiêu thụ giữa mẫu có hạt và mẫu trắng, từ đó phản 

ánh khả năng đệm pH của hệ gel.  

Lượng H2SO4 mà hạt CaCO3-alginate có thể trung hòa 

được bằng công thức sau: 

n H2SO4 = CM × V 

n CaCO3 phản ứng = n H2SO4 thử - n H2SO4 trắng 

Trong đó: CM H2SO4 = 0,5 M 

V: thể tích H2SO4 0,5 M đã sử dụng (mL) 

n: Số mol của các chất phản ứng (mmol) 

Tính hiệu suất phản ứng theo công thức sau: 

H% = 
𝑛 𝐶𝑎𝐶𝑂3 × 𝑀 𝐶𝑎𝐶𝑂3

𝑚 𝑐â𝑛 × 20 %
× 100 

2.4 Lên men thu sinh khối B. bifidum ở mật độ cao 

2.4.1 Môi trường nuôi cấy 

Môi trường nuôi cấy được sử dụng là Lactobacillus 

MRS broth (Himedia, India), bổ sung 0,5 % (w/v) L-

cystein. pH môi trường được hiệu chỉnh bằng NaOH 1 

M về mức 7,0 trước khi hấp tiệt trùng (121 °C, 1 atm, 

30 phút). Sau khi hấp xong, làm nguội và đo pH, ghi 

nhận giá trị pH môi trường lúc ban đầu. 

2.4.2. Tiến hành quá trình lên men B. bifidum 

Thêm lượng lượng hạt gel CaCO3-alginate với tỷ lệ  

30 % (w/v), sau đó thêm sinh khối B. bifidum chuẩn bị ở 

bước 2.1 vào môi trường nuôi cấy với tỷ lệ 10 % (v/v). 

Quá trình lên men được tiến hành trong môi trường kỵ 

khí, ở 37 ºC và lắc nhẹ ở 50 rpm. Thời gian lên men được 

khảo sát theo các mốc thời gian 24 giờ và 48 giờ. Các mẫu 

đối chứng không sử dụng hạt gel được thực hiện song 

song với điều kiện nuôi cấy tương đương. 

2.5 Phân tích khả năng lên men thu sinh khối B. bifidum 

ở mật độ cao 

2.5.1 Phân tích pH môi trường theo thời gian nuôi cấy. 

Mỗi 24 giờ, lấy 2 mL huyền phù nuôi cấy, ly tâm ở  

4 000 rpm sau đó thu dịch và đo pH bằng máy đo pH 

(Istek, Korea) đã được hiệu chỉnh trước.  

2.5.2 Kiểm tra mật độ vi khuẩn. 

Mật độ vi khuẩn sau mỗi thời gian nuôi cấy được kiểm 

tra phương pháp pha loãng trải đĩa đếm sống: lấy phần 

sinh khối tế bào còn lại trong bước phân tích pH môi 

trường tại mục 2.5.1 và phân tán vào 2 mL dung dịch 

PBS. Hút 100 L huyền phù vi khuẩn này cho vào 900 

L dung dịch PBS 1x, ta thu được nồng độ pha loãng 

thứ nhất hay độ pha loãng 10−1. Lặp lại thao tác này đến 

khi đạt được nồng độ pha loãng 10−10. Trải 100 L dịch 

vi khuẩn pha loãng ở 3 nồng độ cuối lên đĩa thạch MRS 

và ủ trong tủ ấm 37 ºC ở môi trường kỵ khí trong 48 

giờ. Sau thời gian ủ ấm, kiểm tra và đếm số lượng 

khuẩn lạc của đĩa có khoảng 30-300, sau đó tính mật độ 

vi khuẩn theo công thức sau: 

Mật độ tế bào (CFU/mL) = số khuẩn lạc × 10độ pha loãng + 1 

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Đánh giá khả năng đệm pH của hạt gel CaCO3-

alginate bằng phương pháp chuẩn độ 

 

Hình 1 Đồ thị tương quan giữa thể tích H2SO4 0,5 M 

và pH môi trường chứa hạt gel CaCO3-alginate 

Kết quả chuẩn độ môi trường có chứa hạt gel CaCO3-

alginate cho thấy khả năng đệm pH của hạt gel giúp môi 

trường luôn duy trì pH ở khoảng 5,5-6. Đây là pH phù 

hợp hỗ trợ giúp vi khuẩn B. bifidum có thể phát triển tốt 

dù lên men ở mật độ cao, giảm tối thiểu tác động do việc 

sản sinh các acid hữu cơ làm giảm pH môi trường từ đó 

ức chế khả năng sinh trưởng của B. bifidum và làm giảm 

hiệu suất lên men chủng vi khuẩn này [11].  

Kết quả cho thấy, khi sử dụng 10 gram hạt CaCO3-

alginate có thể trung hòa đến 34 mL H2SO4 0,5M tương 

ứng với 34 mmol H+ (Hình 1). Hiệu suất phản ứng của 

CaCO3 khi kết hợp với alginate sẽ có hiệu suất phản 

ứng với H+ là 85,17 %, tương ứng với tỷ lệ phản ứng 

với H+ 1:1,7 tính trên lượng mol CaCO3 có trong hạt 

CaCO3-alginate. Với các hệ đệm sử dụng bằng NaOH 

hay KOH, tỷ lệ phản ứng với H+ là 1:1 còn CaO, K2

HPO4, Na2CO3 là 2:1 [14]. Tuy nhiên, để đảm bảo pH 

không nhảy vọt lên quá khoảng pH sinh trưởng, cần 

phải theo dõi pH định kỳ và thêm điều chỉnh pH. Điều 

này cho thấy khả năng đệm của CaCO3-alginate vượt 

trội hơn các hệ đệm thông thường, đồng thời cũng 
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không ảnh hưởng để thành phần hóa học của môi 

trường nuôi cấy quá nhiều khi sau phản ứng chỉ có thêm 

ion Ca2+ được thêm vào môi trường nuôi cấy. 

 

Hình 2 Ảnh chụp ở vi trường 4× của hạt gel CaCO3-

alginate trước khi phản ứng với acid (Hình a) và sau 

khi phản ứng với acid (Hình b) 

Phân tích hình ảnh hạt gel CaCO3-alginate dưới kính 

hiển vi quang học ở vi trường 4× cho thấy sau khi phản 

ứng với acid, CaCO3 trong hạt gel đã phản ứng với acid 

có trong môi trường nuôi cấy. Đối với hạt gel đã phản 

ứng cho thấy không còn CaCO3 được cố định trong hạt 

gel, hạt gel trở nên trong hơn khi chỉ còn lại cấu trúc 

khung của alginate. Điều này cho thấy được việc tạo 

thành hạt gel CaCO3-alginate không làm ảnh hưởng 

đến khả năng trung hòa acid có trong môi trường. Đồng 

thời, với kích thước hạt gel CaCO3-alginate dao động 

từ (0,5-1) mm giúp việc loại bỏ sau bằng cách sử dụng 

rây có kích thước < 0,5 mm khi quá trình lên men kết 

thúc, giảm thiểu sai số lên khối lượng sinh khối do 

CaCO3 dư nếu sử dụng ở dạng bột.  

3.2 Đánh giá khả năng đệm pH của hạt gel CaCO3-

alginate trong quá trình lên men 

 

Hình 3 Ảnh chụp ở vi trường 100× của B. bifidum khi 

lên men sau 48 giờ ở mẫu thử có hạt gel CaCO3-alginate 

(a) và mẫu chứng không có hạt gel CaCO3-alginate (b) 

Quan sát duới kính hiển vi quang học ở độ phóng đại 

100X cho thấy khi có mặt của hạt gel CaCO3-alginate, 

vi khuẩn B. bifidum phát triển mạnh mẽ hơn khi trên 

cùng kích thước vi trường, kích thước của vi khuẩn B. 

bifidum có xu hướng phát triển dài hơn. Ngoài ra, có 

thể thấy có nhiều cụm tế bào hình chữ Y hơn, điều này 

cũng cho thấy vi khuẩn còn có khả năng sinh sản thêm 

so với mẫu chứng không có hạt gel CaCO3-alginate. 

Điều này có thể giải thích do sau quá trình lên men 48 

giờ, pH của môi trường vẫn nằm trong khoảng thích 

hợp cho B. bifidum phát triển. Đồng thời việc có giá thể 

cũng góp phần hỗ trợ tăng trưởng cho B. bifidum khi B. 

bifidum là 1 vi khuẩn không di động và có tính bám 

dính bề mặt giá thể tốt.  

Bảng 1 Kết quả đánh giá tác động của hạt gel CaCO3-

alginate trong quá trình lên men 

Mẫu 

(n = 3) 

Thời 

gian 

(giờ) 

pH môi 

trường 

Mật độ tế bào 

đếm sống (1010 

CFU/mL) 

Thử 
24 4,59  0,14 1,95  0,03 

48 4,48  0,18 5,36  0,69 

Đối 

chứng 

24 4,28  0,23 0,67  0,22 

48 4,05  0,03 < 107 

Trong thử nghiệm, kết quả cho thấy sau 24 giờ lên men, 

mật độ tế bào sống của mẫu thử với môi trường MRS 

bổ sung hạt gel CaCO3-alginate đều tăng đáng kể so với 

mẫu chứng chỉ sử dụng môi trường MRS. Sau khi tiếp 

tục nuôi cấy trong 48 giờ, mẫu thử với môi trường MRS 

bổ sung hạt gel CaCO3-alginate vẫn cho thấy khả năng 

tăng trưởng trong khi với mẫu chứng, khi kiểm tra tại 

cấp pha loãng thứ 7 đã không còn thấy sự hiện diện của 

khóm tế bào B. bifidum. Điều này chứng minh rằng hạt 

gel CaCO₃-alginate có tác động rõ rệt trong việc thúc 

đẩy quá trình tăng trưởng sinh khối của chủng  

B. bifidum, từ đó tối ưu được khả năng lên men ở mật 

độ cao của chủng probiotic này.  

Bên cạnh đó, sự khác biệt về pH môi trường giữa hai 

mẫu càng khẳng định vai trò của hạt gel trong việc ổn 

định hệ pH. Trong khi pH của mẫu chứng giảm liên tục 

và vượt qua ngưỡng sinh trưởng của B. bifidum. Trong 

khi đó, pH của mẫu thử chỉ giảm nhẹ và duy trì pH nằm 

gần giới hạn dưới của khoảng pH cần cho sự phát triển 

của B. bifidum. Điều này cho thấy hạt gel CaCO₃-

alginat đã đóng vai trò như một hệ đệm pH hiệu quả, 

giúp ngăn chặn tình trạng pH môi trường vượt ngoài 

pH sinh trưởng, tránh gây ức chế B. bifidum trong quá 

trình nuôi cấy kéo dài. 
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Ngoài ra, việc cung cấp CO2 nhờ vào phản ứng giữa H+ 

và CaCO3 cũng là tác nhân đảm bảo cho môi trường lên 

men kỵ khí, giúp nâng cao khả năng sinh tồn và giảm 

các yếu tố nguy cơ do môi trường hiếu khí gây ra. 

4 Kết luận và đề xuất 

Nghiên cứu đã chứng minh rằng, việc sử dụng hạt gel 

CaCO₃-alginat trong lên men mật độ cao chủng  

B. bifidum có hiệu quả rõ rệt trong việc cải thiện điều 

kiện môi trường và thúc đẩy tăng sinh vi khuẩn. Hạt gel 

không chỉ đóng vai trò như một hệ đệm pH, giúp duy 

trì pH ổn định trong quá trình lên men, là 1 yếu tố đặc 

biệt quan trọng đối với vi khuẩn kỵ khí bắt buộc như  

B. bifidum, mà còn tạo điều kiện thuận lợi cho sự phát 

triển và nhân đôi tế bào, nhờ vào khả năng tạo môi 

trường vi mô kỵ khí. Từ những kết quả trên, có thể kết 

luận rằng hạt gel CaCO₃-alginat là một giải pháp hiệu 

quả, đơn giản và tiềm năng trong việc cải thiện hiệu 

suất nuôi cấy probiotic kỵ khí như B. bifidum, và có thể 

mở rộng ứng dụng trong công nghệ lên men vi sinh vật 

quy mô lớn. 
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Abstract  Bifidobacterium bifidum is a strictly anaerobic bacterium with high potential in supporting host health. 

However, high cell-density cultivation of B. bifidum remains challenging due to the accumulation of organic 

acids, leading to decreasing medium pH and negatively affecting cell growth performance. This study evaluated 

the pH-buffering capacity of calcium carbonate–alginate gel beads in high-density cultivation of B. bifidum. Cell 

numbers were determined using the colony-forming unit (CFU) counting method. Results showed that after 48 

hours of fermentation, the pH of the treatment containing CaCO₃–alginate gel beads was more stably decreased 

(from 5.87 ± 0.14 to 4.48 ± 0.18) than the control sample. After 24 hours of fermentation, the cell density in the 

treatment group increased significantly compared to the control. These findings demonstrate the effectiveness of 

CaCO₃–alginate gel beads as a pH-buffering system to support high-cell-density growth of B. bifidum. 

Keywords  Calcium carbonate-alginate beads; Bifidobacterium bifidum; High cell-density fermentation 

  


