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SUMMARY 
 

SELECTION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM FERMENTED 
PRODUCTS, PRODUCING ANTIBACTERIAL BACTERIOCINS 

 
The study was conducted to isolate, select and identify lactic acid bacteria (in fermented products) 
being able to produce antibacterial bacteriocins. Forty-seven lactic acid bacteria strains were isolated 
from 23 fermented products including pickled leeks, Kimchi, pickled mustard greens, fermented milk 
Yakul and Probio. The results showed that most of the isolated bacteria had rod shape and features of 
lactic acid bacteria such as calatase negative, oxidase negative and Gram positive. The results in the 
antibacterial test indicated that there were 23 strains which could inhibit Escherichia coli, 25 strains 
could inhibit Salmonella enterica, 26 strains could inhibit Staphylococcus aureus, 25 strains could 
inhibit Shingella flexneri and 25 strains could inhibit Vibrio parahaemolitycus. In which, there were 11 
strains which could inhibit 4/5 species of tested bacteria. Two strains, that had the highest antibacterial 
activity, were C.C.5 and C.B.3 which were identified as Lactobacillus reuteri and Lactobacillus 
plantarum, respectively. 
Keywords: bacteriocin, antibacterial, lactic acid bacteria, Lactobacillus. 
 
1. MỞ ĐẦU 
Bacteriocin có thể được xem là một chất kháng 
khuẩn có khả năng thay thế kháng sinh vì các 
peptide được tạo ra từ các vi khuẩn rất đa dạng 
và phong phú, hơn 99% vi khuẩn có khả năng 
tổng hợp được ít nhất một bacteriocin [1]. Mặc 
khác, các bacteriocin được vi khuẩn tổng hợp 
được có khả năng giết chết các loài vi khuẩn 
khác loài (phổ rộng) và các loài vi khuẩn có 
quan hệ gần gũi (phổ hẹp) [2] và không giống 
với hầu hết các chất kháng sinh, bacteriocin có 
bản chất là protein, dễ dàng bị phân hủy bởi 
enzyme proteases có trong hệ tiêu hóa của 

người và động vật nên có thể nói là vô hại đối 
với người và không ảnh hưởng đến môi trường 
[3]. Trong số các bacteriocin được nghiên cứu 
thì bacteriocin được sản xuất từ vi khuẩn lactic 
là được chú ý nhiều nhất vì vi khẩn lactic rất 
đa dạng, quen thuộc, đã được con người phát 
hiện, sử dụng từ rất lâu trước đây để tạo ra các 
sản phẩm lên men, bảo quản các loại thực 
phẩm và quan trọng nhất là không những 
chúng được chứng minh là loài vi khuẩn an 
toàn mà còn được coi là một loài vi khuẩn có 
lợi cho con người (probiotics) [4]. Do đó, 
bacteriocin là hợp chất tiềm năng để sử dụng 
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trong bảo quản thực phẩm thay thế các hợp 
chất hóa học công nghiệp, giúp ngăn chặn sự 
phát triển của các vi sinh vật gây hư hại thực 
phẩm cũng như các vi sinh vật gây ảnh hưởng 
sức khỏe người tiêu dùng. 
Chính vì những lợi thế đó, việc lựa chọn 
nghiên cứu về các hoạt chất kháng sinh được 
tổng hợp từ vi khuẩn lactic có thể được xem là 
một trong những lựa chọn mang nhiều ưu điểm 
và có hiệu quả nhất trong quá trình tìm kiếm 
các chất kháng sinh. Vì vậy nghiên cứu này 
được thực hiện với mục đích tìm kiếm các 
dòng vi khuẩn lactic có khả năng sản xuất chất 
kháng khuẩn mạnh để có thể ứng dụng vào sản 
xuất các chất bảo quản thực phẩm cũng như 
tạo ra các chế phẩm sinh học mới phục vụ cho 
cuộc sống. 
2. THỰC NGHIỆM 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 
Các sản phẩm lên men chưa: củ kiệu, kim chi, 
dưa cải, sữa chua uống Yakul, Probio mua ở 
các siêu thị Big C, Co.op Mart và Lotter Mart 
ở thành phố Cần Thơ. 
2.2. Môi trường và hóa chất 
Môi trường nuôi cấy vi khuẩn: MRS (Dc Man, 
Rogosa and Sharpe, Himedia), Môi trường thử 
hoạt tính BHI (Brain Heart Infusion), hydrogen 
peroxide (Sigma), Tetramethyl-p-
phenylendiamin dihydrochlorid (Sigma), PCR 
buffer (Thermo Fisher Scientific), dNTPs 
(Promega), Taq polymerase (NEB). 
2.3. Chủng chuẩn  
Các dòng vi khuẩn thử nghiệm gồm: 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Salmonella enterica, Shigella flexneri và 
Vibrio parahaemolyticus được cung cấp từ 
Phòng Thử nghiệm hóa sinh, Trung tâm kỹ 
thuật tiêu chuẩn đo lường chất lượng Cần Thơ, 
Số 45 - đường 3/2 - Quận Ninh kiều - Thành 
phố Cần Thơ. 
2.4. Phương pháp nghiên cứu 
2.4.1. Phân lập và khảo sát đặc điểm hình 
thái, đặc tính sinh hóa của các dòng vi khuẩn 
Phân lập: Khoảng 100 µL dung dịch các sản 
phẩm lên men được trộn với 900 µL nước 

cất vô trùng, sau đó pha loãng đến 10-5. Mẫu 
pha loãng (100 µL) được hút bằng 
micropipette cho vào đĩa Petri có sẵn môi 
trường MRS agar, dùng que cấy trải đều. 
Đĩa sau khi cấy được ủ ở 37°C trong 24h. 
Khi khuẩn lạc xuất hiện, chọn những khuẩn 
lạc riêng rẽ trên đĩa Petri, cấy và phân lập 
nhiều lần trên môi trường MRS agar cho đến 
khi xuất hiện những khuẩn lạc đồng nhất 
[5]. 
Khảo sát đặc điểm hình thái khuẩn lạc và 
hình thái vi khuẩn: Đo kích thước và quan 
sát hình thái dạng khuẩn lạc bao gồm các 
chỉ tiêu: màu sắc, hình dạng, độ nổi và dạng 
bìa khuẩn lạc bằng mắt thường. Nhuộm 
Gram để quan sát hình thái tế bào vi khuẩn 
và để xác định đặc tính Gram của vi khuẩn 
[5]. 
Khảo sát đặc tính sinh hóa: Thử nghiệm 
catalase và oxidase được thực hiện để khảo 
sát đặc tính sinh hóa của các dòng vi khuẩn 
phân lập được [5]. 
2.4.2. Khảo sát hoạt tính kháng khuẩn của 
dịch bacteriocin thô 
Ly trích bacteriocin: Các dòng vi khuẩn sau 
khi phân lập được nuôi tăng sinh trong các 
ống nghiệm chứa môi trường BHI lỏng, các 
ống môi trường này được ủ ở 37°C trong 
24h. Các ống nuôi vi khuẩn sau khi ủ được 
đem ly tâm 8.000 vòng/phút trong 15 phút ở 
4°C, dùng micropipette hút lấy phần dung 
dịch phía trên, điều chỉnh pH của dung dịch 
đạt pH 6,5 bằng NaOH 0,1N, thu được dung 
dịch bacteriocin thô [6]. 
Khảo sát hoạt tính kháng khuẩn bằng 
phương pháp khuếch tán đĩa thạch: Sử dụng 
1 mL dịch vi khuẩn của các dòng vi khuẩn 
thử nghiệm với nồng độ 106 CFU bơm vào 
đĩa Petri chứa môi trường BHI agar, trải 
đều, sau đó rút lượng huyền dịch dư thừa ra, 
để khô mặt các đĩa trong khoảng 15 phút. 
Dùng thanh kim loại vô trùng tạo các giếng 
nhỏ có đường kính 8 mm trên các đĩa Petri 
đã trãi vi khuẩn thử nghiệm. Hút 100µL 
dung dịch bacteriocin thô từ các dòng vi 
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khuẩn thu thập nhỏ vào từng giếng của đĩa 
thạch, với đĩa đối chứng nước cất vô trùng 
được thay thế cho dung dịch bacteriocin. 
Các đĩa thạch được giữ ở nhiệt độ phòng 
trong 30 phút cho dung dịch khuếch tán trên 
mặt thạch. Sau đó, các đĩa thạch được ủ ở 
37°C trong vòng 24 giờ. Khả năng kháng 
khuẩn của vi khuẩn được xác định bằng sự 
hiện diện của vòng kháng khuẩn xung quanh 
lỗ [7]. 
2.4.3. Định danh 
Sau khi khảo sát đặc tính kháng khuẩn của 
những dòng vi khuẩn phân lập, chọn các 
dòng vi khuẩn có khả năng kháng khuẩn 
mạnh để định danh bằng phương pháp giải 
trình tự đoạn gen 16S rRNA với cặp mồi 
gồm 27F (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTC 
-3’) và 1492R (5’- 
TACGGTTACCTTGTTACGACT -3’). Chất 

lượng của trình tự DNA được kiểm tra bằng 
phần mềm BioEdit, sau đó trình tự được so 
sánh với dữ liệu ngân hàng gene NCBI 
(National Center for Biotechnology 
Information) thông qua chương trình 
BLASTN để xác định tên loài của vi khuẩn 
[5]. 
3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 
3.1. Phân lập và khảo sát đặc điểm hình 
thái, đặc tính sinh hóa của các dòng vi 
khuẩn 
Tổng cộng có 47 dòng vi khuẩn được phân lập 
từ 23 mẫu sản phẩm lên men tại các siêu thị ở 
Thành phố Cần Thơ. Trong đó có 10 dòng 
phân lập được từ mẫu kim chi, 10 dòng từ các 
mẫu dưa củ kiệu, 8 dòng từ các mẫu dưa cải, 
11 dòng từ sản phẩm uống Yakul và 8 dòng từ 
các mẫu Probio. 

 

 
Hình 1: Khuẩn lạc của dòng vi khuẩn Y.B.3 (A) và D.B.2 (B) 

 
Các dòng vi khuẩn phân lập được đa số đều 
phát triển nhanh, khuẩn lạc được quan sát rõ 
sau 24 giờ ủ ở 37°C. Các khuẩn lạc phân lập 
được có màu trắng nhạt, trắng đục và màu 
vàng kem, bìa nguyên, độ nổi mô hoặc lài, kích 
thước khuẩn lạc nằm trong khoảng từ 0,5 – 3,0 
mm (Hình 1). Tế bào của các dòng vi khuẩn có 
dạng hình que hoặc hình cầu. Đa số các khuẩn 
lạc có dạng tròn nhỏ, gồm 31 dòng. Các dòng 
vi khuẩn có khuẩn lạc màu trắng nhạt, gồm 25 
dòng. Một số khuẩn lạc có màu trắng đục, gồm 
14 dòng. Số còn lại, khuẩn lạc có màu vàng 
kem, gồm 8 dòng. Ở tất cả các dòng, khuẩn lạc 

có bìa nguyên. Đa số dòng vi khuẩn khuẩn lạc 
mô, gồm 26 dòng. Số còn lại là khuẩn lạc lài, 
gồm 21 dòng, chiếm 45%. Khuẩn lạc có kích 
thước vào khoảng từ 2 - 3 mm. Hầu hết các 
dòng vi khuẩn có hình que, số còn lại có hình 
cầu. 
3.2. Các thử nghiệm xác định đặc tính vi 
khuẩn 
Các đặc tính sinh lý và sinh hóa của các dòng 
vi khuẩn phân lập từ các sản phẩm lên men 
được xác định bằng các thử nghiệm đặc trưng 
gồm nhuộm Gram, thử nghiệm catalase và 
oxidase. 
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Nhuộm Gram: Tất cả tế bào của 47 dòng vi 
khuẩn được phân lập đều bắt màu tím xanh của 
phẩm nhuộm crystal violet, chứng tỏ các dòng 
vi khuẩn này đều thuộc vi khuẩn Gram dương. 
Thử nghiệm catalase: Các dòng vi khuẩn trên 
đều không xảy ra hiện tượng hình thành bọt 
khí khi kiểm tra với dung dịch H₂O₂, chứng tỏ 
các dòng vi khuẩn này không có enzyme 
catalase. 
Thử nghiệm oxidase: Không xuất hiện màu tím 
sẫm khi cho vi khuẩn lên giấy có thuốc thử 
Tetramethyl-p-phenylendiamin dihydrochlorid 
nên chúng không thể hiện hoạt tính của 
enzyme oxidase. 
Qua các thử nghiệm trên kết hợp với các đặc 
điểm khuẩn lạc, có thể kết luận rằng các dòng 
vi khuẩn phân lập từ các sản phẩm lên men đều 
thuộc dòng vi khuẩn lactic dựa trên các đặc 
tính điển hình Gram dương, catalase và 
oxydase âm tính. 

3.3. Kết quả khảo sát tính kháng khuẩn của 
các dòng vi khuẩn 
Các dòng vi khuẩn được tiến hành khảo sát khả 
năng kháng khuẩn với 5 dòng vi khuẩn gây 
bệnh là Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Salmonella enterica, Shigella flexneri, 
Vibrio parahaemolyticus. Khả năng kháng 5 
dòng khuẩn gây bệnh của các dòng vi khuẩn 
lactic đã phân lập thể hiện thông qua sự hình 
thành vòng kháng xung quanh giếng thạch trên 
đĩa môi trường BHI đã trải vi khuẩn gây bệnh 
(Hình 2). Đối với vi khuẩn E. coli, có 23/47 
dòng vi khuẩn có khả năng kháng. Có 26/47 
dòng vi khuẩn có khả năng kháng lại vi khuẩn 
S. aureus. Đối với vi khuẩn V. 
parahaemolyticus có 25/47 dòng vi khuẩn có 
khả năng kháng. Đối với vi khuẩn S. flexneri, 
có 25/47 dòng vi khuẩn có khả năng kháng. 
Đối với vi khuẩn S. enterica, có 25/47 dòng có 
khả năng kháng. 

 

   
Hình 2: Hoạt tính kháng khuẩn của bacteriocin ly trích từ dòng vi khuẩn lactic (A): P.B.1 trên S. 

enterica; (B): K.B.3 trên S. flexneri (C): C.B.3 trên S. aureus 
 
Hầu hết các dòng vi khuẩn lactic đều có khả 
năng kháng lại ít nhất là 1 dòng khuẩn bệnh và 
tối đa 4 dòng khuẩn gây bệnh, trừ dòng K.L.3 
là không có khả năng kháng lại các dòng khuẩn 
gây bệnh. Từ 47 dòng vi khuẩn được phân lập, 
11 dòng vi khuẩn có khả năng kháng lại 4/5 
dòng khuẩn gây bệnh được chọn ra bao gồm: 
K.B.3, C.B.1, C.B.3, P.B.1, C.C.2, C.C.4, 
C.C.5, Y.C.3, D.C.2, D.L.2, D.L.3. Các dòng 
này được so sánh với nhau để lựa chọn các 
dòng tối ưu nhất. 

Từ các kết quả khảo sát cho thấy, dòng C.C.5 
và C.B.3 là 2 có khả năng kháng khuẩn cao 
nhất trong số 11 dòng khảo sát. Cụ thể, dòng 
C.C.5 có khả năng kháng mạnh đối với các vi 
khuẩn E. coli, S. enterica, S. aureus, V. 
parahaemolytycus và không tạo vòng kháng 
với dòng S. flexneri. Dòng C.B.3 có khả năng 
kháng mạnh đối với các vi khuẩn E. coli, S. 
aureus, S. flexneri, S. enterica và không kháng 
với dòng V. parahaemolyticus. 
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Bảng 1: Khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh của 11 dòng vi khuẩn lactic 

STT Dòng 
Vi khuẩn gây bệnh 

E. coli S. enterica S. aureus S. flexneri 
V. 

parahaemolyticus 
1 K.B.3 10,67±1,56f - 10,67 ± 0,58e 20,67 ± 1,16d 13,33 ± 1,53c 

2 C.B.1 13,33±1,53de 14,33 ± 0,58e 25,33 ± 0,58b - 22,67 ± 1,16b 

3 C.B.3 26,67±1,56a 13,67 ± 1,16e 26,67 ± 1,16b 23,67 ± 1,16ab - 
4 P.B.1 - 22,67 ± 1,16c 15,00 ± 1,00d 12,00 ± 3,46d 15,67 ± 2,89c 

5 C.C.2 14,67±0,58d 18,33 ± 1,16d - 12,67 ± 1,53d 10,67 ± 1,56d 

6 C.C.4 10,67±0,58f 18,00 ± 1,00d - 21,67 ± 1,53bc 20,33 ± 0,58b 

7 C.C.5 26,33±0,58a 26,67 ± 0,58a 28,33 ± 1,53a -  26,67 ± 0,58a 

8 Y.C.3 20,67±0,58c 17,00 ± 1,00d 15,67 ± 1,56d 12,33 ± 2,51d - 
9 D.C.2 22,33±1,65b 17,67 ± 1,16d 25,33 ± 0,58b 12,00 ± 1,00d - 
10 D.L.2 - 24,00 ± 1,00bc 11,33 ± 1,53e 25,33 ± 1,53a 15,33 ± 2,51c 

11 D.L.3 12,33±1,56e 25,00 ± 1,73ab 18,00 ± 1,00c - 27,67 ± 1,16a 

 
Ghi chú: các ký tự theo sau các giá trị trong 
cùng một cột giống nhau thì khác biệt không 
có ý nghĩa thống kê ở mức 5%; (-) không ức 
chế. 
3.4. Định danh bằng phương pháp sinh học 
phân tử 
Dựa vào kết quả khảo sát tính kháng khuẩn, 
hai dòng vi khuẩn C.C.5 và C.B.3 được chọn 
để định danh. Kết quả cho thấy dòng vi khuẩn 
C.C.5 có mức độ đồng hình với dòng 
Lactobacillus reuteri là 97% và dòng C.B.3 có 
mức độ đồng hình với dòng Lactobacillus 
plantarum là 97%. 
L. reuteri được biết và sử dụng như một 
probiotic từ nhiều năm cho con người và vật 
nuôi [8]. Nhiều bacteriocin đã được xác định 
và phân tách từ L. reuteri trong đó có 2 
bacteriocin chính là Reutericin_LHS (10,6 
kDa), một trong những bacteriocin chiếm phần 
lớn của vi khuẩn này và Reutericin 6 (2,7 kDa) 
[9]. 
Các bacteriocin sản xuất từ L. plantarum gồm 
có Plantaricin UG1, Plantaricin 154, 
Plantaricin SA6, Plantaricin 1.25L, Plantaricin 
ST32, Plantaricin Sα, Plantaricin S, 
Plantaricin Aα, Plantaricin A, Plataricin C, 
Plantaricin 149, Plantaricin WHE92, 
Plantaricin C19, Plantaricin 423, Plantaricin D, 
Plantaricin LC74, Plantaricin KW30, ST13BR, 
Plantaricin LpU4 [10, 11]. 

4. KẾT LUẬN 
Phân tích các chuỗi trình tự trên ngân hàng 
gene đã xác định hai dòng vi khuẩn (C.C.5 và 
C.B.3) là vi khuẩn Lactobacillus reuteri và 
Lactobacillus plantarum được phân lập từ mẫu 
dưa củ kiệu truyền thống. Đây là hai dòng vi 
khuẩn lactic có khả năng sản xuất bacteriocin 
có khả năng kháng khuẩn tốt, có thể kháng 
được một số dòng vi khuẩn gây hư hỏng thực 
phẩm và gây bệnh cho người gồm E. coli, S. 
enterica, S. aureus, V. parahaemolyticus và S. 
flexneri. 
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