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Đặt vấn đề

Vi khuẩn lactic (LAB) là nhóm vi sinh vật được phát 
hiện, ứng dụng và phát triển gắn liền với công nghệ lên men 
thực phẩm [1]. Vi khuẩn lactic có khả năng biến đổi đường 
thành các sản phẩm có ứng dụng trong bảo quản thực phẩm, 
trong đó có acid lactic và bacteriocin, nhóm protein kháng 
khuẩn. 

Nghiên cứu về bacteriocin là một trong những hướng 
đi nhằm đối phó với tình trạng đề kháng kháng sinh tổng 
hợp gây ra bởi thực trạng lạm dụng thuốc kháng sinh 
ở hầu hết các quốc gia đang phát triển trên thế giới [2]. 
Propionibacterium spp. được xem là một trong các nguyên 
nhân gây ra mụn trứng cá. Liệu pháp kháng sinh trong điều 
trị mụn trứng cá thường kéo dài nhiều tháng và sự thất bại 
trong điều trị có liên quan đến chủng Propionibacterium 
spp. kháng thuốc [3]. Đặc tính đề kháng kháng sinh của 
Propionibacterium spp. được xem là một trong các nguyên 

nhân gây ra mụn trứng cá. 

Trước viễn cảnh trên, việc điều trị bằng các biện pháp 
thay thế mang tính bền vững như vi khuẩn đối kháng vi 
khuẩn và ứng dụng bacteriocin, một nhóm kháng sinh 
tự nhiên, đang ngày càng được quan tâm. Về bản chất, 
bacteriocin là nhóm chất kháng khuẩn có tính đặc hiệu, ít 
gây đề kháng và không mang tác dụng phụ cho con người 
[4]. Tuy nhiên, để có thể thu nhận bacteriocin, cần thiết phải 
chọn lựa những chủng vi khuẩn có hiệu suất tổng hợp cao 
tiến tới sản xuất bằng kỹ thuật sinh học với các chủng mới 
thích hợp cho sản xuất công nghiệp. 

Nước chua tàu hủ là sản phẩm của công nghiệp lên men 
lâu đời tại nước ta. Nước chua tàu hủ có chứa isoflavon, 
oligosaccharide, peptide và saponin vốn tương đồng các 
thành phần protein, đường và dinh dưỡng có trong môi 
trường nuôi cấy vi sinh vật [5]. Việc ứng dụng nước chua 
tàu hủ trong sản xuất sinh khối vi khuẩn lactic có tiềm năng 
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Tóm tắt:

Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập các chủng vi khuẩn Propionibacterium spp. từ da người, tuyển chọn 
chủng vi khuẩn lactic có khả năng kháng vi khuẩn Propionibacterium spp. đã phân lập và xác định điều kiện thích 
hợp nuôi cấy vi khuẩn lactic này bằng môi trường nước chua tàu hủ. Kết quả đã phân lập được hai chủng vi khuẩn 
Propionibacterium spp. (PO và PM) là vi khuẩn Gram dương, tế bào hình que ngắn, không di chuyển, khuẩn lạc 
tròn, bìa nguyên và răng cưa, oxidase dương tính, catalase âm tính. Trong thử nghiệm kháng khuẩn, 10 chủng vi 
khuẩn lactic đều có khả năng sinh bacteriocin ức chế vi khuẩn Propionibacterium spp. Trong đó, chủng L39 có khả 
năng kháng khuẩn tốt nhất với đường kính vòng kháng PO và PM đạt lần lượt là 10,16 và 14,16 mm. Điều kiện 
thích hợp để tăng sinh vi khuẩn lactic bằng nước chua tàu hủ tạo chất kháng khuẩn được xác định ở môi trường 
bổ sung sucrose 2% (w/v), peptone 1% (w/v) và K2HPO4 2% (w/v), hàm lượng đường từ 5,73-5,87% (w/v), pH 6,09-
6,14 và mật số giống chủng 107 (tế bào/ml). Ở điều kiện thích hợp trên quy mô 2 lít, chủng L39 có khả năng kháng 
vi khuẩn chỉ thị với đường kính vòng kháng chủng PO và PM đạt 11,33 và 5,5 mm. Kết quả giải trình tự 16S rRNA 
cho thấy, chủng vi khuẩn PO và L39 tương đồng với Propionibacterium acnes DNF00413 với độ tương đồng 99% và 
Lactobacillus plantarum 7.11E với độ tương đồng 98%.
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làm giảm giá thành sản xuất. Xác định được điều kiện tối 
ưu để nuôi cấy sao cho sinh khối vi khuẩn thu được có khả 
năng kháng khuẩn tốt mang tính quyết định đến ứng dụng 
và chuyển giao công nghệ. 

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm mục đích tìm được 
chủng vi khuẩn gây ra mụn Propionibacterium spp. trên da 
và tuyển chọn chủng vi khuẩn lactic cùng điều kiện nuôi 
cấy chúng trên môi trường nước chua tàu hủ cho khả năng 
sinh ra bacteriocin tốt để ức chế hoạt động của vi khuẩn 
Propionibacterium spp., qua đó hỗ trợ điều trị bệnh da liễu.

Nội dung nghiên cứu

Đối tượng và phương pháp 

Mười chủng vi khuẩn lactic được phân lập, tuyển chọn 
và lưu trữ tại Phòng thí nghiệm công nghệ sinh học thực 
phẩm, Viện Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ sinh học, 
Trường Đại học Cần Thơ. Vi khuẩn lactic được nuôi cấy 
bằng môi trường MRS (De Man, Rogosa và Sharpe, Merck) 
[6].

Mẫu nhân mụn được thu trên 5 tình nguyện viên nhằm 
phân lập vi khuẩn Propionibacterium spp. bằng cách phân 
lập trên môi trường BHI (Brain Heart Infusion, Merck) và 
được nuôi cấy trong môi trường TSB và TSA (Tryptic Soy 
Broth và Tryptic Soy Agar, Merck). Mẫu nước chua tàu hủ 
được thu tại cơ sở sản xuất tương chao Vĩnh Trân (phường 
An Hòa, quận Ninh Kiều, TP Cần Thơ).

Phân lập và định danh vi khuẩn Propionibacterium 
spp. từ da người

Phân lập vi khuẩn Propionibacterium spp. từ mẫu nhân 
mụn: tiến hành sát khuẩn xung quanh vị trí mụn trên da 
với ethanol 70% (v/v). Dùng dụng cụ nặn mụn thu mẫu 
nhân mụn từ da mặt của 5 tình nguyện viên và tăng sinh 
trong 100 ml môi trường BHI broth trong 72 giờ ở điều 
kiện kỵ khí. Tiến hành cấy trải lặp đi lặp lại nhiều lần trên 
đĩa chứa môi trường BHI agar đến khi thu được khuẩn lạc 
thuần. Kiểm tra hình thái khuẩn lạc đặc trưng cho vi khuẩn 
Propionibacterium spp.

Xác định các đặc tính sinh lý sinh hoá các chủng phân 
lập (nhằm xác định các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh 
hoá của các chủng vi khuẩn đã phân lập): các chủng vi khuẩn 
thuần có hình que, không chuyển động được chọn mẫu nhân 
sụn, sau đó tiến hành nhuộm Gram, thử catalase, oxidase để 
xác định các chủng vi khuẩn phân lập được thuộc nhóm vi 
khuẩn Propionibacterium spp.

Định danh vi khuẩn Propionibacterium spp. tuyển 
chọn được: qua kết quả định danh sơ bộ chọn được chủng 
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Abstract:

This study aimed to isolate strains of Propionibacterium 
spp. from human skin, select lactic acid bacteria 
having antibacterial properties against the isolated 
Propionibacterium spp. strains, and identify  the suitable 
conditions to culture lactic acid bacteria from tofu sour 
liquid. As a result, the two strains of Propionibacterium 
spp. were isolated (PO and PM), which had following 
properties: Gram-positive, rod shape, non-mobilized, 
round colony with entire or undulate magrin, positve 
oxidase and negative catalase activities. In antibacterial 
property test, the L39 strain of lactic acid bacteria 
produced the largest antibacterial zone with the zone 
diameters against PO and PM at 10.16 mm and 14.16 
mm, respectively. In tofu sour liquid, the suitable culture 
conditions for the antibacterial property of the strain 
L39 were determined with the addition of 2% (w/v) 
sucrose, 1% (w/v) peptone and 2% (w/v) K2HPO4, 5.73-
5.87% (w/v) sugar content, pH 6.09-6.14, and inoculum 
density at 107 (cell/ml). At the suitable conditions in 
2-litre scale, L39 could produced 11.33 and 5.5 mm 
inhibitory zones against the indicator strains PO and 
PM. Strains PO and L39 were molecularly identified as 
Propionibacterium acnes DNF00413 with 99% identity 
and Lactobacillus plantarum 7.11E with 98% identity, 
respectively.

Keywords: antibacterial, bacteriocin, lactic acid bacteria, 
suitable conditions, tofu sour liquid.
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vi khuẩn có đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa phù hợp 
với các đặc tính của các loài thuộc chi Propionibacterium 
spp. Mẫu được gửi định danh ở Malaysia với cặp mồi được 
sử dụng để khuếch đại 16S RNA vi khuẩn bao gồm 27F: 
5’–ACGGTTACCTTGTTACGACT–3’ và 1492R 5’–
AGAGTTTGATCCT GGCTC–3’ [7].

Khảo sát khả năng kháng khuẩn Propionibacterium 
spp. của vi khuẩn lactic

Khảo sát hoạt tính kháng khuẩn của vi khuẩn lactic 
(nhằm tuyển chọn chủng vi khuẩn lactic có hoạt tính kháng 
khuẩn và sinh bacteriocin tốt): tính kháng khuẩn được kiểm 
tra bằng phương pháp khuếch tán trên giếng thạch [8]. Vi 
khuẩn chỉ thị Propionibacterium spp. được phân lập và 
xác định với các đặc tính sinh lý sinh hoá phù hợp. Chủng 
chỉ thị Propionibacterium spp. đã phân lập được nuôi tăng 
sinh trong môi trường TSB trong 72 giờ đến mật số 107 tế 
bào/ml. Trải 50 µl dịch môi trường nuôi cấy trên đĩa môi 
tường TSA. Tạo những giếng nhỏ có đường kính 5 mm với 
thanh kim loại vô trùng. Chuẩn bị dịch bacteriocin thô từ 
10 chủng vi khuẩn lactic bằng cách ly tâm (10.000 vòng/
phút, 15 phút) dịch tăng sinh vi khuẩn lactic sau khi nuôi 
ở môi trường MRS broth trong 48 giờ. Thu phần dịch sau 
ly tâm và chuẩn độ pH đến 6,5 bằng NaOH 0,1N. Cho 80 
µl dịch bacteriocin thô nhỏ vào mỗi giếng của đĩa thạch đã 
cấy trải vi khuẩn chỉ thị và ủ ở 37°C trong 48 giờ. Ghi nhận 
sự hình thành vòng kháng khuẩn xung quanh các giếng trên 
đĩa thạch.

Giải trình tự và định danh vi khuẩn lactic có khả năng 
kháng khuẩn tốt: trình tự gene 16S RNA của chủng vi khuẩn 
lactic có hoạt tính kháng khuẩn tốt nhất đã tuyển chọn được 
khuếch đại bằng cặp mồi 27F và 1492R. Mẫu khuếch đại 
được giải trình tự tại Đại học Kyushu (Nhật Bản). Trình tự 
được giải được so sánh đối chiếu với cơ sở dữ liệu NCBI 
(National Center for Biotechnology Information, Hoa Kỳ) 
sử dụng công cụ nucleotide BLAST.

Điều kiện nuôi cấy vi khuẩn lactic trên nước chua tàu 
hủ cho khả năng kháng khuẩn Propionibacterium spp.

Nguồn carbon, nitơ và khoáng thích hợp cho khả năng 
sinh chất kháng khuẩn của chủng vi khuẩn lactic từ nước 
chua tàu hủ: chủng 1 ml dịch tăng sinh vi khuẩn lactic vào 
ống nghiệm chứa 9 ml môi trường nước chua tàu hủ có 
bổ sung các yếu tố dinh dưỡng: 2% (w/v) nguồn carbon 
(sucrose, glucose, maltose), 1% (w/v) nguồn nitơ (peptone, 
tryptone, yeast extract) và 2% (w/v) nguồn khoáng (KH2PO4, 
K2HPO4, MgSO4). Tăng sinh vi khuẩn trong 36 giờ và khảo 
sát hoạt tính kháng khuẩn của dịch tăng sinh có bổ sung 
thành phần khác nhau tương tự [8].

Nồng độ giống chủng, hàm lượng đường và pH thích 
hợp cho khả năng sinh chất kháng khuẩn của các chủng 
vi khuẩn lactic: tăng sinh vi khuẩn lactic trong môi trường 
nước chua tàu hủ được bổ sung các thành phần đã xác định 
và điều chỉnh hàm lượng đường (5%, 6% và 7% w/v), nồng 
độ giống chủng (105, 106 và 107 tế bào/ml), pH (5,0; 6,0 và 
7,0). Thu dịch sau tăng sinh và khảo sát hoạt tính kháng 
khuẩn ở các điều kiện nuôi cấy khác nhau theo phương pháp 
khuếch tán giếng thạch [8].	

Khả năng nuôi cấy vi khuẩn lactic sinh chất kháng khuẩn 
từ nước chua tàu hủ ở quy mô 2 lít (nhằm kiểm tra tính 
thích ứng với điều kiện sản xuất quy mô phòng thí nghiệm): 
chuẩn bị dịch nước chua tàu hủ có bổ sung các thành phần 
carbon, nitơ và khoáng thích hợp xác định qua thí nghiệm 
trước. Điều chỉnh điều kiện pH và hàm lượng đường theo 
nghiệm thức thích hợp đã tuyển chọn. Chủng 1% (w/v) dịch 
tăng sinh vi khuẩn lactic (mật số 109 tế bào/ml) vào 2 lít dịch 
nước chua tàu hủ đã chuẩn bị và tiến hành tăng sinh trong 
36 giờ. Thu mẫu dịch tăng sinh, ly tâm và tiến hành khảo sát 
hoạt tính kháng khuẩn như các nội dung trên nhằm xác định 
khả năng kháng khuẩn.

Các số liệu về đường kính vòng kháng khuẩn của mỗi 
chủng Lactobacillus spp. được xử lý thống kê bằng phần 
mềm Statgrahics Centurion version XV để tìm sự khác biệt 
ý nghĩa giữa các nghiệm thức.

Kết quả và thảo luận

Phân lập và định danh vi khuẩn Propionibacterium 
spp. từ da người

Kết quả phân lập 8 mẫu nhân mụn thu từ các tình nguyện 
viên đã thu được 4 chủng có đặc điểm hình thái đặc trưng 
của vi khuẩn Propionibacterium spp, gồm PO, PI, PL và 
PM.

Trên môi trường TSB agar ủ ở 37°C sau 72 giờ nuôi 
cấy, tất cả các chủng có dạng khuẩn lạc hình tròn, bìa răng 
cưa (chủng PL, PM, PI) và bìa nguyên (chủng PO). Khuẩn 
lạc màu trắng đục, bóng, khuẩn lạc lài (chủng PL, PI) hoặc 
khuẩn lạc mô cao (PO, PM). Kích thước khuẩn lạc 5,0x1,0 
mm (chủng PI, PM và PL) và 0,5x1,0 mm (chủng PO). Tế 
bào hình que, kích thước khoảng 1,0x5,0 µm (chủng PI, PL, 
PM) và 0,6x5,0 µm (chủng PO). Đặc điểm hình thái của các 
chủng vi khuẩn phân lập được tổng hợp ở bảng 1 cho thấy 
phù hợp với công bố của một số nghiên cứu về đặc điểm của 
chi Propionibacterium spp. [9, 10]. Trong các nghiên cứu 
này, Propionibacterium spp. có khuẩn lạc dạng hình tròn, 
bìa răng cưa, bìa nguyên, tế bào có dạng hình que, không có 
khả năng di động, không hình thành bào tử. 
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Đặc tính sinh hoá tế bào cho thấy hai chủng PO và PM là 
vi khuẩn Gram dương, có hoat tính catalase nhưng không có 
hoạt tính oxidase. Các đặc điểm này phù hợp với miêu tả đặc 
tính sinh hoá tế bào vi khuẩn Propionibacterium spp. như 
mô tả của Amini và Richetti (2015): vi khuẩn Gram dương, 
kỵ khí không tạo bào tử [11]. Theo Butler-Wu (2011) và 
Ulrika (2012), Propionibacterium spp. là nhóm vi khuẩn kỵ 
khí có hoạt tính catalase và không có enzyme oxidase [12, 
13]. Hơn nữa, các đặc tính sinh hóa của các chủng PO và PM 
phân lập phù hợp với vi khuẩn Propionibacterium spp. theo 
khóa phân loại của Bergey với các đặc tính cơ bản bao gồm: 
vi khuẩn Gram dương, có hình que, có enzyme catalase và 
không có hoạt tính oxidase [14]. Vì vậy, có thể kết luận 
được rằng 2 chủng vi khuẩn PO và PM phân lập được từ các 
mẫu nhân mụn trên da thuộc chi Propionibacterium.

Chủng PO có tổng số nucleotide được giải là 634 và 
cho kết quả đồng hình với chủng Propionibacterium acnes 
DNF00413 tỷ lệ 99%, không có vị trí bị ngắt quãng trên 
chuỗi, mức độ sai lệch không đáng kể (1%).

Khả năng kháng khuẩn Propionibacterium spp. của 
vi khuẩn lactic

Hoạt tính kháng khuẩn và sinh bacteriocin của các 
chủng vi khuẩn lactic: tất cả 10 chủng vi khuẩn lactic được 
kiểm tra khả năng hình thành bacteriocin bằng phương pháp 
khuếch tán giếng thạch (bảng 2), tính kháng khuẩn được 
biểu hiện khi đường kính vòng vô khuẩn lớn hơn 5 mm 
[15]. Mười chủng vi khuẩn lactic đã phân lập đều có khả 
năng tạo vòng vô khuẩn ức chế vi khuẩn Propionibacterium 
spp., trong đó chủng L39 tạo đường kính vòng vô khuẩn lớn 
nhất là 10,16 mm đối với chủng PO và 14,16 mm đối với 
chủng PM.

Định danh vi khuẩn lactic có khả năng kháng 
Propionibacterium spp: kết quả giải trình tự và truy vấn cơ 
sở dữ liệu NCBI cho thấy trình tự chủng L39 tương đồng 
với L. plantarum chủng 7.11E với mức tương đồng 98%. 
Khi khảo sát các đặc tính hình thái, sinh lý và sinh hoá tế 
bào của chủng L39 sau phân lập cho thấy, chủng L39 là trực 
khuẩn Gram dương, không có hoạt tính oxidase và catalase, 
có khả năng sinh acid phân giải CaCO3 [16]. So với đặc 
điểm sinh hoá, kết quả giải trình tự tương đồng với vi khuẩn 
L. plantarum là phù hợp. Kết quả này cũng phù hợp với 
nghiên cứu đi trước trên L. plantarum là loài vi khuẩn lactic 
có tiềm năng sinh chất kháng khuẩn mạnh như acid hữu cơ, 
hydrogen peroxide, diacetyl, bacteriocin [17, 18].

Điều kiện nuôi cấy vi khuẩn lactic trên nước chua tàu 
hủ cho khả năng kháng khuẩn Propionibacterium spp.

Nguồn carbon, nitơ và khoáng thích hợp cho khả năng 
sinh chất kháng khuẩn của chủng L. plantarum L39 từ nước 
chua tàu hủ: kết quả cho thấy, đường kính vòng kháng 
khuẩn đạt cao nhất ở nghiệm thức 2 khi môi trường nước 
chua tàu hủ bổ sung sucrose 2% (w/v), peptone 1% (w/v) và 
K2HPO4 2% (w/v) (bảng 3). Tính kháng khuẩn yếu khi môi 
trường bổ sung maltose 2% (w/v) và có sự khác biệt có ý 
nghĩa thống kê. Kết quả này tương ứng với thí nghiệm của 
Todorov về khả năng sinh chất kháng khuẩn biến động theo 
hàm lượng và thành phần carbon của môi trường ảnh hưởng 
đến khả năng sinh trưởng của tế bào vi khuẩn [19]. Trong thí 
nghiệm của Todorov, Lactobacillus spp. không sinh nhiều 
bacteriocin ST22Ch khi môi trường được bổ sung maltose 
và gluconate.

Bảng 1. Đặc điểm hình thái của các chủng vi khuẩn phân lập.

STT Chủng
vi khuẩn

  Đặc điểm sinh hóa   Đặc điểm khuẩn lạc                Đặc điểm tế bào

  Gram  Oxidase   Catalase Màu sắc Hình 
dạng Bìa Độ 

nổi
Khả năng 
di động*

Hình thái 
tế bào

1 PL    -  +   - Trắng đục Tròn Răng cưa Lài - Que ngắn

2 PI    +  +   + Trắng đục Tròn Răng cưa Lài - Que ngắn

3 PO    +  +   - Trắng đục Tròn Nguyên Mô - Que ngắn

4 PM    +  +   - Trắng đục Tròn Răng cưa Lài - Que ngắn

*Chú thích: (-) không di động.

Bảng 2. Khả năng ức chế vi khuẩn Propionibacterium spp. của 
các chủng LAB.

LAB

Đường 
kính 
vòng 
kháng 
khuẩn 
PO1 

(mm)

Đường 
kính 
vòng 
kháng 
khuẩn 
PM1 

(mm)

LAB

Đường 
kính 
vòng 
kháng 
khuẩn 
PO1 

(mm)

Đường 
kính 
vòng 
kháng 
khuẩn 
PM1 

(mm)

L26 5,50d 6,50d L52 6,00d 5,50ef

L2 5,50d 5,16f L37 7,50c 6,00de

L30 5,83d 8,00c L7 8,50b 5,50ef

L11 6,00d 13,33b L54 9,16b 13,33b

L9 6,00d 13,16b L39 10,16a 14,16a

CV (%) 6,76 4,50 CV (%) 6,76 4,50

Ghi chú: 1Giá trị trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. Các giá 
trị trung bình trong cùng một cột theo sau có các mẫu tự giống nhau thể 
hiện sự khác biệt không có ý nghĩa về mặt thống kê với độ tin cậy 95%.
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Kết quả cho thấy, nghiệm thức tối ưu được xác định ở 
môi trường có bổ sung sucrose là nguồn carbon chính cũng 
phù hợp với nghiên cứu gần đây của Lê Ngọc Thùy Trang 
và Phạm Minh Nhựt trên môi trường chứa 2% w/v sucrose 
[20]. Về tính kinh tế, sucrose có nhiều trong các nhóm sản 
phẩm đường sản xuất như đường mía và đường củ cải vốn 
đa dạng về nguồn cung. Giá thành rẻ giúp sản xuất hoạt chất 
sinh học như bacteriocin ở quy mô công nghiệp có tính khả 
thi cao hơn. Từ đó, việc thích ứng với đường sucrose giúp 
tăng tiềm năng ứng dụng chủng L. plantarum L39 trong 
thực tế. Nguồn đạm phổ biến như peptone được sản xuất từ 
nhiều nguyên liệu khác nhau có giá thành rẻ, dễ sản xuất và 
có tính khả thi khi ứng dụng ở quy mô công nghiệp. Peptone 
cũng là một trong những thành phần của môi trường MRS 
nên có khả năng tương tác tốt trong chính môi trường của 
nó. So với các nguồn khoáng khác, kết quả thí nghiệm cho 
thấy K2HPO4 có khả năng hỗ trợ sinh bacteriocin tốt nhất 
cho Lactobacillus spp. tương tự kết quả nghiên cứu của 
Todorov và Dicks, mức sản xuất bacteriocin của chủng L. 
plantarum ST23LD khi môi trường bổ sung 0,2, 0,5 và 1,0 
g/l KH2PO4 cao hơn khi bổ sung 0,2 g/l K2HPO4 [21]. 

So với tăng sinh kháng khuẩn trong môi trường MRS 
với đường kính vòng kháng B. subtilis của L. plantarum 
L54 (13,67 mm) [22], đường kính vòng kháng khuẩn sinh 
ra khi nuôi cấy chủng L. plantarum L39 trong môi trường 

nước chua tàu hủ bổ sung sucrose-peptone-K2HPO4 (12,67 
mm) là thấp hơn. Thực tế, MRS là môi trường chuyên nuôi 
cấy Lactobacillus spp. với các thành phần dinh dưỡng chọn 
lọc đặc biệt phù hợp với giá thành cao. Việc tận dụng nước 
chua tàu hủ là nguồn phụ phế phẩm trong nuôi cấy chủng L. 
plantarum L39 mang tính kinh tế và bảo vệ môi trường với 
đường kính kháng khuẩn thấp hơn (12,67 mm so với 13,67 
mm của MRS) là chấp nhận được. 

Các nghiệm thức 19, 20, 21, 23 và 26 cũng sử dụng 
sucrose như nghiệm thức tối ưu nhưng lại không tạo chất 
kháng khuẩn. Tương tự, nghiệm thức 23 và 24 đối với 
peptone và nghiệm thức 27 đối với K2HPO4 cũng không tạo 
chất kháng khuẩn mặc dù đơn lẻ sử dụng các thành phần 
như nghiệm thức tối ưu. Bên cạnh đó, khả năng sinh chất 
kháng khuẩn theo thành phần và điều kiện môi trường của 
Lactobacillus spp. là sự phản ứng của biểu hiện gene, kích 
thích sản xuất protein kháng khuẩn. Vì vậy, việc tối ưu hoá 
một số yếu tố như hàm lượng đường, pH và mật số giống 
chủng ở nội dung tiếp theo có thể giúp cải thiện khả năng 
tạo bacteriocin của L. plantarum L39.

Nồng độ giống chủng, hàm lượng đường và pH thích 
hợp cho khả năng sinh chất kháng khuẩn của chủng L. 
plantarum L39 được trình bày ở  bảng 4.

Bảng 4. Ảnh hường của nồng độ giống chủng, hàm lượng đường 
và pH thích hợp cho khả năng sinh chất kháng khuẩn của chủng 
L39.

STT 

Hàm lượng 
đường % 
(w/v)-pH-
Mật số 
chủng 
(log tế bào/
ml)

Đường 
kính 
trung 
bình
vòng 
kháng 
chủng 
PO1(mm)

Đường 
kính 
trung 
bình 
vòng 
kháng 
chủng 
PM1(mm)

STT 

Hàm lượng 
đường % 
(w/v)-pH-
Mật số 
chủng 
(log tế bào/
ml)

Đường 
kính 
trung 
bình 
vòng 
kháng 
chủng 
PO1(mm)

Đường 
kính
trung 
bình 
vòng 
kháng 
chủng 
PM1(mm)

1 5-5-5 10,50 5,50 15 6-6-7 13,00 8,33
2 5-5-6 10,67 6,17 16 6-7-5 10,50 7,16
3 5-5-7 11,00 6,33 17 6-7-6 12,67 7,50
4 5-6-5 12,00 7,50 18 6-7-7 14,00 8,50
5 5-6-6 12,00 8,17 19 7-5-5 10,33 7,50
6 5-6-7 15,33 7,17 20 7-5-6 12,17 6,83
7 5-7-5 11,33 6,00 21 7-5-7 11,83 7,00
8 5-7-6 12,33 6,67 22 7-6-5 12,17 7,33
9 5-7-7 11,33 6,33 23 7-6-6 12,83 6,83
10 6-5-5 12,00 5,33 24 7-6-7 11,17 5,67
11 6-5-6 11,83 6,17 25 7-7-5 11,67 5,50
12 6-5-7 13,00 6,67 26 7-7-6 12,67 5,50
13 6-6-5 13,00 7,16 27 7-7-7 11,17 5,50
14 6-6-6 13,67 8,50

Ghi chú: 1Giá trị trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. 

Số liệu của thí nghiệm được ghi nhận và phân tích bằng 
phần mềm thống kê Statgraphic Centurion XV nhằm thiết 
lập phương trình hồi quy nhiều biến (hình 1 và hình 2), dựa 

Bảng 3. Tác động của nguồn carbon, nitơ và khoáng thích hợp  
cho sinh chất kháng khuẩn của vi khuẩn lactic từ nước chua 
tàu hủ.

STT Nghiệm thức

Đường kính 
vòng kháng 
chủng PO 
(mm)1

 STT Nghiệm thức

Đường kính 
vòng kháng 
chủng PO 
(mm)1

1 Glucose-Peptone-K2HPO4 10,83bc 15 Maltose-Tryptone-MgSO4 0,00k

2 Glucose-Peptone-KH2PO4 6,67fghi 16 Maltose-Yeast Extract-K2HPO4 0,00k

3 Glucose-Peptone-MgSO4 0,00k 17 Maltose-Yeast Extract-KH2PO4 6,00ghi

4 Glucose-Tryptone-K2HPO4 9,50cd 18 Maltose-Yeast Extract-MgSO4 11,33ab

5 Glucose-Tryptone-KH2PO4 11,17ab 19 Sucrose-Peptone-K2HPO4 12,67a

6 Glucose-Tryptone-MgSO4 7,33fgh 20 Sucrose-Peptone-KH2PO4 9,00de

7 Glucose-Yeast Extract-K2HPO4 7,50efg 21 Sucrose-Peptone-MgSO4 0,00k

8 Glucose-Yeast Extract-KH2PO4 0,00k 22 Sucrose-Tryptone-K2HPO4 5,50i

9 Glucose-Yeast Extract-MgSO4 6,67fghi 23 Sucrose-Tryptone-KH2PO4 0,00k

10 Maltose-Peptone-K2HPO4 6,33fghi 24 Sucrose-Tryptone-MgSO4 5,83hi

11 Maltose-Peptone-KH2PO4 6,67fghi 25 Sucrose-Yeast Extract-K2HPO4 7,67efg

12 Maltose-Peptone-MgSO4 7,33fgh 26 Sucrose-Yeast Extract-KH2PO4 5,83hi

13 Maltose-Tryptone-K2HPO4 9,50cd 27 Sucrose-Yeast Extract-MgSO4 0,0k

14 Maltose-Tryptone-KH2PO4 9,833bcd      

Ghi chú: 1Giá trị trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. Các 
giá trị trung bình trong cùng một cột theo sau có các ký tự giống nhau 
thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa về mặt thống kê với độ tin cậy 
95%; CV=12,97 (%). 
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vào phương trình này có thể xác định được nghiệm thức tối 
ưu cho việc sản xuất bacteriocin từ chủng L. plantarum L39 
kháng chủng chỉ thị.

Khả năng kháng khuẩn chủng PO: đồ thị mặt đáp ứng và 
đồ thị đường định mức của đường kính vòng kháng khuẩn 
chủng PO (hình 1) của vi khuẩn lactic cho thấy, với hàm 
lượng đường 5,87% (w/v), pH 6,14 và mật số giống chủng 
log 7 (107 tế bào/ml) là điều kiện tối ưu cho khả năng sinh 
chất kháng khuẩn kháng chủng chỉ thị. Đường kính vòng 
kháng theo kiểm chứng đạt 14,00 mm. Điều kiện dinh dưỡng 
theo nghiệm thức tối ưu cao hơn so với kết quả nghiệm thức 
19 ở bảng 3 (12,67 mm). Kết quả kháng khuẩn cũng tương 
ứng với nghiên cứu gần đây của Sabrina Sabo và cộng sự, 
khi cải thiện sản xuất bacteriocin từ vi khuẩn L. plantarum 
ST16Pa từ phế phẩm sữa bột, hoạt tính kháng khuẩn kháng 
Literia innocua 6A CLIST2865 với đường kính 13,23 mm 
[23].

Hình 1. Đồ thị mặt đáp ứng và đường định mức của đường kính 
vòng kháng khuẩn PO theo mật độ giống chủng = log 7 tế bào/
ml, hàm lượng đường = X và pH = Y.

Đường kính vòng kháng khuẩn PO =  – 44,6111 
+ 5,87963*X – 2,43068*10-11*7 + 6,06481*Y – 
0,861111*X*X + 0,902778*X*7 + 0,972222*X*Y 
– 0,416667*7*7 + 1,125*7*Y – 0,972222*Y*Y – 
0,1875*X*7*Y.

Nhiều nghiên cứu cho thấy, pH là yếu tố hết sức quan 
trọng đối với quá trình sinh trưởng và phát triển của vi sinh 
vật. Khalid kết luận sự tăng trưởng tối ưu cho LAB là ở 
mức pH acid nhẹ 5,0-6,0 [24]. Từ kết quả cho thấy, chủng 
L. plantarum L39 được kích thích sản xuất bacteriocin ở pH 
6,14 là phù hợp với nghiên cứu trên.

Khả năng kháng khuẩn chủng PM: từ đồ thị mặt đáp ứng 
và đồ thị đường định mức của đường kính vòng kháng khuẩn 
PM (hình 2) của  vi khuẩn lactic cho thấy, với hàm lượng 
đường X=5,73% (w/v), pH=6,09 và mật số giống chủng log 
7 (tế bào/ml) là điều kiện tối ưu cho khả năng sinh chất 
kháng khuẩn kháng chủng chỉ thị PM. Vòng kháng khuẩn ở 

nghiệm thức tốt nhất đạt 8,5 mm (bảng 4), kiểm chứng điều 
kiện tối ưu đạt đường kính 8,5 mm. So với nghiên cứu đi 
trước về nuôi cấy trên môi trường MRS trên L. plantarum 
kháng B. subtilis tạo đường kính vòng kháng đạt 10,33 mm 
[25], kết quả này thấp hơn. Tuy nhiên, việc sử dụng nước 
chua tàu hủ để nuôi cấy vi khuẩn lactic mang lại ý nghĩa về 
kinh tế hơn so với môi trường MRS chuyên dùng, tiềm năng 
cao trong sản xuất chất kháng khuẩn ở quy mô công nghiệp.

Hình 2. Đồ thị mặt đáp ứng và đường định mức của đường kính 
vòng kháng khuẩn PM theo mật độ giống chủng = log 7 tế bào/
ml, hàm lượng đường = X và pH = Y.

Đường kính vòng kháng PM = – 114,951 + 17,5741*X 
+ 8,91667*7 + 18,9259*Y  –  0,731481*X*X  –  1,0*X*7  
–  1,23611*X*Y  –  0,231481*7*7  –  0,75*7*Y   –  
0,953704*Y*Y + 0,125*X*7*Y

Onwuakor phát hiện rằng, sản xuất bacteriocin tối ưu 
bởi bốn loài Lactobacillus: L. lactis, L. fermentum, L. casei 
và L. plantarum, hoạt tính kháng Salmonella typhimurium 
xảy ra ở pH 5,0-6,0 [26]. Như vậy, pH tối ưu của thí nghiệm 
(6,09) là tương đối phù hợp. Bên cạnh đó, mật số giống 
chủng 107 (tế bào/ml) được sử dụng trong bố trí nghiên cứu 
thu được kết quả cao ở hầu hết các nghiệm thức. Mục đích 
của quá trình nuôi cấy chủng L. plantarum lactic L39 là thu 
nhận tế bào có hoạt tính kháng chủng chỉ chị mạnh, mật số 
vi khuẩn cao, giúp cho việc thích nghi với môi trường và 
sinh sản tế bào diễn ra tốt hơn [27].

Từ kết quả nghiên cứu cho thấy, hàm lượng đường tối ưu 
sinh chất kháng khuẩn kháng chủng chỉ thị PO và PM tương 
đối gần nhau, lần lượt là 5,87 và 5,73% (w/v). Mặc dù các 
điều kiện hàm lượng đường, pH và nồng độ giống chủng 
khác nhau nhưng hoạt tính kháng khuẩn đều được thể hiện 
qua các vòng kháng khuẩn ở hầu hết các giếng thạch, thí 
nghiệm cho thấy hoạt tính của các thành phần kháng khuẩn 
có sẵn trong tế bào chủng L. plantarum L39 có tác động đến 
chủng chỉ thị ở mức độ mạnh hay yếu phụ thuộc vào các 
điều kiện dinh dưỡng và môi trường [28].

sự, khi cải thiện sản xuất bacteriocin từ vi khuẩn L. plantarum ST16Pa từ phế phẩm 
sữa bột, hoạt tính kháng khuẩn kháng Literia innocua 6A CLIST2865 với đường kính 
13,23 mm [23]. 

 

Hình 1. Đồ thị mặt đáp ứng và đường mức của đường kính vòng kháng khuẩn 
PO theo mật độ giống chủng = log 7 tế bào/ml, hàm lượng đường = X và pH = Y. 

Đường kính vòng kháng khuẩn PO =  – 44,6111 + 5,87963*X – 2,43068*10-

11*7 + 6,06481*Y – 0,861111*X*X + 0,902778*X*7 + 0,972222*X*Y – 
0,416667*7*7 + 1,125*7*Y – 0,972222*Y*Y – 0,1875*X*7*Y. 

Nhiều nghiên cứu cho thấy, pH là yếu tố hết sức quan trọng đối với quá trình 
sinh trưởng và phát triển của vi sinh vật. Khalid kết luận sự tăng trưởng tối ưu cho 
LAB là ở mức pH acid nhẹ 5,0-6,0 [24]. Từ kết quả cho thấy, chủng L. plantarum L39 
được kích thích sản xuất bacteriocin ở pH 6,14 là phù hợp với nghiên cứu trên. 

Khả năng kháng khuẩn chủng PM: từ đồ thị mặt đáp ứng và đồ thị đường định 
mức của đường kính vòng kháng khuẩn PM (hình 2) của  vi khuẩn lactic cho thấy với 
hàm lượng đường X=5,73% (w/v), pH=6,09 và mật số giống chủng là log 7 (tế 
bào/ml) là điều kiện tối ưu cho khả năng sinh chất kháng khuẩn kháng chủng chỉ thị 
PM. Vòng kháng khuẩn ở nghiệm thức tốt nhất đạt 8,5 mm (bảng 4), kiểm chứng điều 
kiện tối ưu đạt đường kính 8,5 mm. So với nghiên cứu đi trước về nuôi cấy trên môi 
trường MRS trên L. plantarum kháng B. subtilis tạo đường kính vòng kháng đạt 10,33 
mm [25], kết quả này thấp hơn. Tuy nhiên, việc sử dụng nước chua tàu hủ để nuôi cấy 
vi khuẩn lactic mang lại ý nghĩa về kinh tế hơn so với môi trường MRS chuyên dùng, 
tiềm năng cao trong sản xuất chất kháng khuẩn ở quy mô công nghiệp. 
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Hình 2. Đồ thị mặt đáp ứng và đường mức của đường kính vòng kháng khuẩn 
PM theo mật độ giống chủng = log 7 tế bào/ml, hàm lượng đường = X và pH = Y. 

Đường kính vòng kháng PM = – 114,951 + 17,5741*X + 8,91667*7 + 
18,9259*Y  –  0,731481*X*X  –  1,0*X*7  –  1,23611*X*Y  –  0,231481*7*7  –  
0,75*7*Y   –  0,953704*Y*Y + 0,125*X*7*Y 

Onwuakor phát hiện rằng, sản xuất bacteriocin tối ưu bởi bốn loài Lactobacillus: 
L. lactis, L. fermentum, L. casei và L. plantarum, hoạt tính kháng Salmonella 
typhimurium xảy ra ở pH 5,0-6,0 [26]. Như vậy, pH tối ưu của thí nghiệm (6,09) là 
tương đối phù hợp. Bên cạnh đó, mật số giống chủng 107 (tế bào/ml) được sử dụng 
trong bố trí nghiên cứu thu được kết quả cao ở hầu hết các nghiệm thức. Mục đích của 
quá trình nuôi cấy chủng L. plantarum lactic L39 là thu nhận tế bào có hoạt tính kháng 
chủng chỉ chị mạnh, mật số vi khuẩn cao giúp cho việc thích nghi với môi trường và 
sinh sản tế bào diễn ra tốt hơn [27]. 

Từ kết quả nghiên cứu cho thấy, hàm lượng đường tối ưu sinh chất kháng khuẩn 
kháng chủng chỉ thị PO và PM tương đối gần nhau, lần lượt là 5,87 và 5,73% (w/v). 
Mặc dù các điều kiện hàm lượng đường, pH và nồng độ giống chủng khác nhau nhưng 
hoạt tính kháng khuẩn đều được thể hiện qua các vòng kháng khuẩn ở hầu hết các 
giếng thạch, thí nghiệm cho thấy hoạt tính của các thành phần kháng khuẩn có sẵn 
trong tế bào chủng L. plantarum L39 có tác động đến chủng chỉ thị ở mức độ mạnh 
hay yếu phụ thuộc vào các điều kiện dinh dưỡng và môi trường [28]. 

Khả năng nuôi cấy vi khuẩn lactic sinh chất kháng khuẩn từ nước chua tàu 
hủ ở quy mô 2 lít 

Từ kết quả thí nghiệm tối ưu với hàm lượng đường từ 5,73-5,87% (w/v), pH 
6,09-6,14 và mật số giống chủng log 7 (tế bào/ml) được đánh giá là điều kiện thích 
hợp để L. plantarum L39 sinh chất kháng khuẩn. Khi tăng sinh chủng L. plantarum 
L39 trong môi trường nước chua tàu hủ quy mô 2 lít ở điều kiện tối ưu thì hoạt tính 
kháng khuẩn thấp hơn so với vòng kháng tối ưu PO và PM kiểm chứng ở quy mô 100 
ml trong thí nghiệm trước (14,00 và 8,50 mm) với đường kính vòng kháng khuẩn ở 
chủng chỉ thị PO và PM lần lượt là 11,33 mm và 5,50 mm. Callewaert và De Vuyst đã 
tăng quy mô sản xuất bacteriocin và ghi nhận sự suy giảm hoạt tính kháng khuẩn riêng 
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Khả năng nuôi cấy vi khuẩn lactic sinh chất kháng 
khuẩn từ nước chua tàu hủ ở quy mô 2 lít

Từ kết quả thí nghiệm tối ưu với hàm lượng đường từ 
5,73-5,87% (w/v), pH 6,09-6,14 và mật số giống chủng log 
7 (tế bào/ml) được đánh giá là điều kiện thích hợp để L. 
plantarum L39 sinh chất kháng khuẩn. Khi tăng sinh chủng 
L. plantarum L39 trong môi trường nước chua tàu hủ quy 
mô 2 lít ở điều kiện tối ưu thì hoạt tính kháng khuẩn thấp 
hơn so với vòng kháng tối ưu PO và PM kiểm chứng ở quy 
mô 100 ml trong thí nghiệm trước (14,00 và 8,50 mm) với 
đường kính vòng kháng khuẩn ở chủng chỉ thị PO và PM 
lần lượt là 11,33 mm và 5,50 mm. Callewaert và De Vuyst 
đã tăng quy mô sản xuất bacteriocin và ghi nhận sự suy 
giảm hoạt tính kháng khuẩn riêng của bacteriocin sinh ra 
bởi Lactobacillus amylovorus DCE 471, qua đó minh chứng 
sự giảm hoạt tính là do sự tích tụ acid lactic khi lên men quy 
mô lớn [27].

Như vậy, khả năng kháng khuẩn của L. plantarum L39 
với vi khuẩn gây mụn Propionibacterium spp. cho thấy tiềm 
năng ứng dụng rất lớn của chủng này trong sản xuất mỹ 
phẩm, nhằm đảm bảo an toàn sức khoẻ con người. Suda 
(2012) đã có kết luận, bacteriocin của L. plantarum gồm 
enterocin AS-48 và lacticin 3147 là an toàn và có độ bền cao 
phù hợp với sản xuất công nghiệp [29]. Do đó, triển vọng 
sản xuất bacteriocin từ L. plantarum L39 ứng dụng trong 
công nghiệp mỹ phẩm trị mụn là phù hợp.

Kết luận

Nghiên cứu đã phân lập được 2 chủng vi khuẩn 
Propionibacterium spp. (PO và PM) từ 8 mẫu nhân mụn. 
Trong 10 chủng vi khuẩn lactic thử nghiệm, chủng L39 có 
khả năng sinh bacteriocin kháng chủng chỉ thị PO và PM 
tốt nhất với đường kính vòng kháng đạt lần lượt 10,16 mm 
và 14,16 mm. Kết quả giải trình tự 16S rRNA và so sánh 
tương đồng cơ sở dữ liệu gene NCBI cho thấy, PO và L39 
tương đồng vi khuẩn P. acnes DNF00413 với độ tương đồng 
99% và L. plantarum chủng 7.11E với độ tương đồng 98%. 
Điều kiện thích hợp cho nuôi cấy chủng L. plantarum L39 
từ nước chua tàu hủ sinh chất kháng khuẩn được xác định ở 
môi trường bổ sung sucrose 2% (w/v), peptone 1% (w/v) và 
K2HPO4 2% (w/v), hàm lượng đường từ 5,73-5,87% (w/v), 
pH từ 6,09-6,14 và mật số giống chủng log 7 (tế bào/ml). 
Khi nuôi cấy ở quy mô 2 lít với điều kiện thích hợp, đường 
kính vòng kháng chủng PO và PM đạt lần lượt 11,33 mm và 
5,5 mm, mở ra triển vọng ứng dụng trong lĩnh vực làm đẹp 
và chăm sóc sức khỏe con người. 
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