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Lªn men malolactic (malolactic 
fermentation - MLF) do vi khuÈn Oenococcus 

oeni thùc hiÖn ®) ®−îc nghiªn cøu kh¸ chi tiÕt 
do vai trß quan träng cña nã trong c«ng nghiÖp 
s¶n xuÊt r−îu [5]. §©y lµ qu¸ tr×nh lªn men thø 
cÊp sau qu¸ tr×nh lªn men r−îu do nÊm men 
thùc hiÖn. Trong qu¸ tr×nh lªn men nµy, axit  
L-malic dicarboxylic ®−îc chuyÓn hãa thµnh 
axit monocarboxylic L-lactic vµ gi¶i phãng CO2, 
gióp lµm t¨ng h−¬ng vÞ vµ lµm gi¶m ®é axit cña 
r−îu. Sù lªn men nµy cßn ®−îc ph¸t hiÖn ë 
nhiÒu chñng vi khuÈn lactic (LAB) kh¸c nh− c¸c 
thµnh viªn cña chi Lactobacillus, Leuconostoc, 
vµ Streptococcus [1-3]. Qu¸ tr×nh decarboxyl 
hãa cña L-malic ®−îc thùc hiÖn nhê enzim 
malolactic (MLE) víi sù cã mÆt cña NAD+ vµ 
Mn2+ [11]. Sù lªn men còng ®i kÌm víi qu¸ tr×nh 
sinh tæng hîp ATP ®−îc xóc t¸c bëi enzim 
F(H+)-ATPase trªn mµng, v× qu¸ tr×nh lªn men 
dÉn ®Õn sù kiÒm hãa tÕ bµo chÊt do L-lactic h×nh 
thµnh cã ®é axit thÊp h¬n L-malic. §iÒu nµy cho 
phÐp proton ®−îc vËn chuyÓn tõ bªn ngoµi vµo 
tÕ bµo chÊt th«ng qua ho¹t ®éng cña enzim F-
ATPase theo c¬ chÕ synthetase. KÕt qu¶ lµ ATP 
®−îc h×nh thµnh. MÆt kh¸c, sù sinh tæng hîp 
ATP cã thÓ cßn liªn quan ®Õn hÖ thèng vËn 
chuyÓn ®èi ng−îc malate/lactate (antiport) còng 
cã sù tham gia cña F(H+)-ATPase [9]. GÇn ®©y, 
Sheng vµ Marquis [10] ®) ph¸t hiÖn thÊy chñng 
Streptococcus mutans UA159 cã mang c¸c gene 
m) ho¸ cho qu¸ tr×nh lªn men malolactic trong 
®ã cã SMu 0121 m) hãa cho MLE cã tr×nh tù 
base t−¬ng tù nh− tr×nh tù cña enzim nµy ë c¸c 
chñng LAB [1, 4]. Khi nghiªn cøu vÒ sinh lý 
cña qu¸ tr×nh nµy, c¸c t¸c gi¶ ®) ph¸t hiÖn thÊy 
MLF cã vai trß lµm kiÒm hãa m¶ng b¸m r¨ng 
(dental plaque), v× vËy lµm t¨ng kh¶ n¨ng chÞu 
stress axit cña vi khuÈn S. mutans. Bµi b¸o nµy 

tr×nh bµy nh÷ng ph¸t hiÖn cña chóng t«i vÒ vai 
trß cña MLF ë vi khuÈn S. mutans vµ cã thÓ ë c¶ 
nh÷ng chñng vi khuÈn Streptococcus xoang 
miÖng kh¸c trong viÖc b¶o vÖ tÕ bµo khái tæn 
th−¬ng oxi hãa g©y ra bëi c¸c gèc oxi ho¹t ®éng 
(ROS) lµ O2

-, H2O2 vµ OH-
. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. Chñng vi khuÈn vµ ®iÒu kiÖn nu«i cÊy 

Streptococcus mutans UA159 ®−îc nu«i gi÷ 
vµ cÊy chuyÓn hµng tuÇn trªn m«i tr−êng th¹ch 
chøa bovine heart infusion - BHI agar (Difco 
Laboratories, Detroit, MI). TÕ bµo ®−îc nu«i 
cÊy trong m«i tr−êng TYM chøa 3% tryptone, 
0,5% cao nÊm men, 25 mM glucose vµ 50 mM 
L-malic ®Ó c¶m øng ho¹t tÝnh enzim malolactic 
(MLE).  

2. §o sù lªn men L-malic 

TÕ bµo ®−îc thu ho¹ch ë giai ®o¹n ®Çu cña 
phase æn ®Þnh vµ ®−îc röa 2 lÇn b»ng c¸ch ly 
t©m ë tèc ®é 6000 g trong 15 phót ë 4oC víi 
dung dÞch muèi cã chøa 50 mM KCl vµ 1 mM 
MgCl2. TÕ bµo sau ®ã ®−îc hßa trë l¹i víi dung 
dÞch muèi ë mËt ®é tÕ bµo kho¶ng 1,1 mg träng 
l−îng kh«/ml. Axit L-malic ë pH 4,0 ®−îc thªm 
vµo ë nång ®é cuèi cïng lµ 10 mM ®Ó b¾t ®Çu 
ph¶n øng. Sù tiÕp nhËn L-malic t¹i mçi thêi 
®iÓm nhÊt ®Þnh ®−îc ®o b»ng viÖc x¸c ®Þnh hµm 
l−îng L-malic ®) ®−îc chuyÓn hãa thµnh axit  
L-lactic sö dông kÝt cña h)ng Boehringer 
Mannheim (Darmstadt, Germany) cã chøa 
enzim L-malic dehydrogenase. §©y lµ ph−¬ng 
ph¸p ®Æc hiÖu ®Ó x¸c ®Þnh axit L-malic. Kh¶ 
n¨ng tiÕp nhËn L-malic cña tÕ bµo tõ qu¸ tr×nh 
MLF ®−îc biÓu diÔn b»ng ®¬n vÞ nanomole  
L-malic decarboxylated/phót/mg träng l−îng 
kh« tÕ bµo.    
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3. T¸c dông b¶o vÖ tÕ bµo 

C¸c gèc oxi ho¹t ®éng (ROS) ®−îc nghiªn 
cøu ë ®©y bao gåm H2O2 (Sigma), OH- (t¹o thµnh 
tõ ph¶n øng Fenton cña H2O2 kÕt hîp víi ion kim 
lo¹i cã kh¶ n¨ng chuyÓn ®æi lµ Cu2+) vµ O2

- (t¹o 
thµnh tõ hÖ thèng xanthine-xanthine oxidase). Cô 
thÓ, tÕ bµo S. mutans sau khi nu«i cÊy trong m«i 
tr−êng TYM ®−îc thu ho¹ch, röa vµ hßa l¹i trong 
dung dÞch muèi cã chøa 50 mM KCl vµ 1 mM 
MgCl2 ë nång ®é 0,4 mg träng l−îng kh« tÕ bµo. 
L-malic ë pH 4,0 ®−îc thªm vµo dung dÞch tÕ bµo 
®Ó ®¹t nång ®é cuèi cïng lµ 30 mM. Sau ®ã, 
H2O2, tæ hîp chÊt H2O2/CuCl2 (®Ó t¹o OH-) hay tæ 
hîp chÊt xanthine/xanthine oxidase (®Ó t¹o O2

-) 

®−îc tiÕp tôc thªm vµo. ë nh÷ng thêi ®iÓm nhÊt 
®Þnh, 100 µL mÉu ®−îc lÊy ra, pha lo)ng 10 lÇn 
liªn tiÕp víi dung dÞch peptone 1% (Difco 
Laboratories, Detroit, MI) ë pH 7,0 vµ ®−îc cÊy 
tr¶i trªn ®Üa th¹ch BHI. C¸c ®Üa nµy ®−îc ñ trong 
tñ Êm 37oC trong vßng 48 giê cho ®Õn khi khuÈn 
l¹c h×nh thµnh râ rÖt, cã thÓ ®Õm ®−îc b»ng m¾t 
th−êng [8].  

4. X¸c ®Þnh hµm l−îng ATP cã trong tÕ bµo 
chÊt 

Hµm l−îng ATP trong tÕ bµo chÊt cña  
S. mutans ®−îc x¸c ®Þnh theo ph−¬ng ph¸p ®o 
ATP b»ng huúnh quang (bioluminescence) ®) 
®−îc Sheng & Marquis m« t¶ (2006). ATP ®−îc 
chiÕt ra tõ tÕ bµo b»ng ®Öm Tris-HCl 20 mM 
nãng cã chøa EDTA 2 mM, pH 7,75. Hµm 
l−îng ATP trong dÞch chiÕt sau ®ã ®−îc x¸c 
®Þnh sö dông kit Luciferase/Luciferin cña h)ng 
Promega (Madison, WI) trªn m¸y ®o huúnh 
quang Luminometer Turner Designs 
(Sunnyvale, CA), Model DT-20/20. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. MLF vµ kh¶ n¨ng tiÕp nhËn L-malic ë  
vi khuÈn S. mutans  

HÖ thèng lªn men L-malolactic míi ®−îc 
ph¸t hiÖn vµ nghiªn cøu ë S. mutans rÊt gÇn ®©y 
[10]. HÖ thèng nµy ®−îc xem lµ cã vai trß b¶o 
vÖ tÕ bµo S. mutans khái tæn th−¬ng do stress 
axit g©y ra. MLF ®−îc b¾t ®Çu b»ng viÖc tiÕp 
nhËn L-malic nhê enzim permease n»m trªn 
mµng (Smu 0125) vµ sau ®ã c¬ chÊt nµy ®−îc 
chuyÓn hãa thµnh axit L-lactic vµ CO2 nhê MLE 

n»m trong tÕ bµo chÊt. ë c¸c chñng vi khuÈn cã 
MLF ®) biÕt nh− LAB, MLF x¶y ra m¹nh t¹i 
c¸c gi¸ trÞ pH thÊp h¬n 3,0 [5, 11]. §Ó t×m hiÓu 
kh¶ n¨ng tiÕp nhËn L-malic ë S. mutans, chóng 
t«i ®) tiÕn hµnh x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng ®ång hãa  
L-malic t¹i c¸c gi¸ trÞ pH kh¸c nhau ®Ó t×m ra 
®iÒu kiÖn pH tèi thÝch cho qu¸ tr×nh lªn men nµy 
ë S. mutans. KÕt qu¶ tr×nh bµy ë h×nh 1 cho 
thÊy, MLF ë S. mutans cã thÓ diÔn ra ë c¸c gi¸ 
trÞ pH kh¸c nhau tõ 3,0 ®Õn 7,0. Tuy nhiªn, gi¸ 
trÞ pH 4,0 lµ thÝch hîp nhÊt cho ho¹t ®éng MLF 
cña S. mutans, ®ång nghÜa víi viÖc vi khuÈn cã 
kh¶ n¨ng tiÕp nhËn L-malic tèt nhÊt. MLF t¹i 
pH 4,0 ®¹t tíi 10,2 mmole/phót/mg träng l−îng 
kh« (TLK) tÕ bµo so víi c¸c gi¸ trÞ 3,2 ë pH 3,0; 
7,8 ë pH 5,0; 4,0 ë pH 6,0 vµ 1,6 ë pH 7,0. 
§éng häc cña qu¸ tr×nh tiÕp nhËn L-malic t¹i pH 
4,0 còng ®) ®−îc x¸c ®Þnh (h×nh 2) vµ cho thÊy, 
t¹i gi¸ trÞ pH 4,0, qu¸ tr×nh tiÕp nhËn ®¹t møc ®é 
tuyÕn tÝnh trong kho¶ng thêi gian 60 phót ®Çu 
tiªn vµ sau ®ã tiÕn dÇn ®Õn gi¸ trÞ b)o hßa. 
Nh÷ng kÕt qu¶ thu ®−îc ë ®©y lµ c¬ së ®Ó chóng 
t«i lùa chän nh÷ng ®iÒu kiÖn thÝch hîp cho c¸c 
nghiªn cøu vÒ MLF tiÕp theo. 
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H×nh 2. §éng häc cña qu¸ tr×nh tiÕp nhËn  
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H×nh 3. LMF b¶o vÖ S. mutans khái t¸c dông g©y chÕt cña c¸c gèc tù do. A. H2O2; B. OH-; C. O2
- 

 

2. MLF b¶o vÖ S. mutans khái t¸c dông g©y 
chÕt cña c¸c gèc tù do 

MLF ®−îc ph¸t hiÖn cã vai trß b¶o vÖ  
S. mutans khái tæn th−¬ng do axit [10], nh−ng 
cho ®Õn nay ch−a cã c«ng bè nµo ®Ò cËp ®Õn vai 
trß cña nã trong c¸c qu¸ tr×nh sinh lý kh¸c cña 
tÕ bµo trong ®ã cã stress oxi hãa, cïng víi stress 
axit lµ hai stress rÊt phæ biÕn trong m¶ng b¸m 
r¨ng.  

C¸c vi khuÈn xoang miÖng trong ®ã cã  
S. mutans trªn m¶ng b¸m r¨ng ph¶i th−êng 
xuyªn tiÕp xóc víi c¸c gèc ROS [7]. C¸c gèc 

ROS nµy cã kh¶ n¨ng tÊn c«ng c¸c ®¹i ph©n tö 
sinh häc cña tÕ bµo nh− protein, ADN vµ lipid, 
g©y chÕt tÕ bµo [6]. VËy hÖ thèng MLF cã vai 
trß nh− thÕ nµo trong viÖc b¶o vÖ tÕ bµo khái t¸c 
dông g©y tæn th−¬ng oxi hãa do c¸c ROS g©y 
ra? §Ó t×m hiÓu vÊn ®Ò nµy, chóng t«i ®) tiÕn 
hµnh nghiªn cøu t¸c dông g©y chÕt tÕ bµo  
S. mutans khi cã mÆt cña c¸c gèc tù do vµ  
L-malic (c¬ chÊt cña qu¸ tr×nh lªn men MLF). 
KÕt qu¶ thu ®−îc ë h×nh 3A cho thÊy r»ng, khi 
kh«ng cã mÆt cña L-malic, H2O2 cã t¸c dông 
g©y chÕt m¹nh tÕ bµo víi gi¸ trÞ D (thêi gian g©y 
chÕt 90% quÇn thÓ tÕ bµo) lµ kho¶ng 15 phót. 
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Tuy nhiªn, khi cã mÆt cña L-malic vµ qu¸ tr×nh 
MLF diÔn ra, gi¸ trÞ D t¨ng lªn ®Õn 27 phót, 
®ång nghÜa víi viÖc tÕ bµo ®) ®−îc b¶o vÖ mét 
phÇn khái t¸c dông cña ROS nµy. Mét bøc tranh 
t−¬ng tù còng ®−îc t×m thÊy khi tÕ bµo ®−îc xö 
lý víi OH- (t¹o ra tõ ph¶n øng cña H2O2 vµ 
CuCl2) vµ O2

-
 (t¹o ra tõ ph¶n øng cña xanthine vµ 

xanthine oxidase). §Æc biÖt, trong tr−êng hîp cã 
mÆt cña OH-, t¸c dông b¶o vÖ cña MLF lµ rÊt râ 
rÖt nhÊt víi c¸c gi¸ trÞ D lÇn l−ît ®¹t 10 vµ 26 
phót (h×nh 3B). T−¬ng tù nh− vËy, t¸c dông b¶o 
vÖ cña MLF lµ kh¸ râ rµng trong tr−êng hîp cña 
O2

- víi gi¸ trÞ D = 9 vµ 13 phót (h×nh 3C). Nh− 
vËy cã thÓ thÊy r»ng, MLF cã t¸c dông b¶o vÖ tÕ 
bµo khái t¸c dông tÊn c«ng cña c¸c gèc ROS. 
§©y lµ mét ph¸t hiÖn míi vÒ mèi liªn quan gi÷a 
MLF vµ stress oxi hãa ë vi khuÈn nãi chung vµ 
ë S. mutans nãi riªng. 

3. Sinh tæng hîp ATP trong qu¸ tr×nh MLF 

Hµm l−îng ATP trong tÕ bµo chÊt cña  
S. mutans trong qu¸ tr×nh MLF t¹i pH 4,0 ®) 

®−îc x¸c ®Þnh ®Ó t×m hiÓu mèi liªn quan gi÷a 
t¸c dông b¶o vÖ tÕ bµo khái tæn th−¬ng oxi hãa 
do ROS cña MLF vµ qu¸ tr×nh sinh tæng hîp 
ATP. KÕt qu¶ tr×nh bµy ë h×nh 4 cho thÊy, hµm 
l−îng ATP néi sinh ®) t¨ng lªn râ rÖt trong qu¸ 
tr×nh lªn men nµy so víi ®èi chøng. TÕ bµo sinh 
tæng hîp ATP m¹nh trong kho¶ng 10 phót ®Çu 
cña qu¸ tr×nh tiÕp nhËn L-malic vµ duy tr× hµm 
l−îng ATP cao trong suèt thêi gian 60 phót thÝ 
nghiÖm. Trong khi ®ã, hµm l−îng ATP ë mÉu 
®èi chøng l¹i bÞ gi¶m dÇn do ®−îc sö dông vµo 
c¸c ho¹t ®éng sèng sinh lý cña tÕ bµo khi m«i 
tr−êng bÞ ®ãi c¬ chÊt vµ gÇn nh− biÕn mÊt sau 60 
phót. Ph¸t hiÖn nµy còng ®) ®−îc Sheng vµ 
Marquis [10] m« t¶ khi tÕ bµo ®−îc xö lý víi 
stress axit trong ®iÒu kiÖn cã mÆt cña L-malic. 
Nh− vËy, c¸c sè liÖu thu ®−îc trong nghiªn cøu 
nµy ®) cho thÊy sù t¨ng c−êng sinh tæng hîp 
ATP trong MLF cã vai trß b¶o vÖ tæn th−¬ng oxi 
hãa ë vi khuÈn S. mutans vµ cã thÓ lµ mét thµnh 
phÇn quan träng cña ®¸p øng víi tæn th−¬ng oxi 
hãa ë vi khuÈn nµy.  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 4. Hµm l−îng ATP trong qu¸ tr×nh MLF t¹i pH 4,0 
 

III. KÕT LUËN 

Lªn men malolactic ë vi khuÈn S. mutans cã 
vai trß trong viÖc b¶o vÖ vi khuÈn khái t¸c dông 
g©y chÕt do c¸c gèc oxi ho¹t ®éng g©y ra th«ng 
qua viÖc t¨ng c−êng sinh tæng hîp ATP trong 
qu¸ tr×nh lªn men nµy. 
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MALOLACTIC FERMENTATION BY Streptoccocus mutans 

AND PROTECTION AGAINST OXIDATIVE DAMAGE 
 

NGUYEN THI MAI PHUONG, ROBERT E. MARQUIS 

 
SUMMARY 

 
Streptococcus mutans is the primary etiological agent of human dental caries. The extraordinary ability of S. 

mutans to adapt and survive the environmental stresses in human mouth, particularly oxidative stress even 
though it does not have catalase, a key protective enzyme against oxidative damage, make it be an attractive 
subject for dental research. In the oral cavity, S. mutans is routinely exposed to reactive oxygen species (ROS) 
such as hydrogen peroxide (H2O2), superoxide (O2

•−) and hydroxyl radical (OH•) generated by aerobic 
respiration, by H2O2 net secretors in plaque dental such as Streptococcus sanguis and S. gordonii, or by 
exposure to H2O2-containing dental care products. Alkali production by oral streptococci is considered 
important for dental plaque ecology and caries moderation. Recently, malolactic fermentation (MLF) was 
identified as a major system for alkali production by oral streptococci, including Streptococcus mutans. 
Malolactic fermentation is inducible by L-malate, involving decarboxylation of L-malate to yield L-lactic acid 
and concomitant reduction in acidity. Our major objectives in the work described in this paper were to further 
define the physiology of MLF of S. mutans and its roles in protection against oxidative stress damage. For the 
first time, L-malic, was found to enhance the protection of S. mutans against oxidative damage by reactive 
oxygen species including O2

•− generated by xanthine-xanthine oxidase system; H2O2 and OH• produced via 
Fenton reaction between H2O2 and metal cations at pH values of 4.0. Protection involved L-malic uptake with 
the significantly enhanced production of ATP from malate fermentation, to maintain ATP pool levels for 
physiological activities in the cells. In general, oxidative protection by malolactic fermentation against ROS 
damage involving catabolism of L-malic and ATP production is likely to be an important virulent trait of S. 

mutans. 
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