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Tóm tắt: Nấm mốc Fusarium là đối tượng gây bệnh trên nhiều loại thực vật khác nhau và ảnh hưởng 

nghiêm trọng đến năng suất cây trồng. Để kiểm soát nấm bệnh một cách an toàn và hiệu quả, các chủng vi 

khuẩn Bacillus đang được nghiên cứu và ứng dụng rộng rãi trên nhiều đối tượng thực vật khác nhau. Trong 

nghiên cứu này, các điều kiện nuôi cấy thích hợp để chủng Bacillus subtilis NN12, thuộc bộ sưu tập giống 

của Phòng thí nghiệm Công nghệ vi sinh, đại học Công nghiệp thành phố Hồ Chí Minh, sinh tổng hợp các 

hợp chất kháng nấm mốc Fusarium oxysporum và Fusarium equiseti đã được xác định. Môi trường nuôi 

cấy được bổ sung 1% glucose, 0,5% peptone, pH ban đầu 8,0 và nhiệt độ 37°C trong 18 giờ với tốc độ lắc 

150 vòng/phút cho hoạt tính kháng mốc cao nhất. Hoạt tính ức chế F. oxysporum của dịch nuôi cấy bị hạn 

chế bởi nhiệt độ cao, trong khi hoạt tính ức chế F. equiseti tương đối bền nhiệt lên đến 90°C. Ngoài ra, các 

hợp chất kháng cả 2 loại nấm mốc kiểm định đều cho thấy khả năng bền trong phổ pH rộng (3,0-11,0) và 

đặc biệt là không bị tác động bởi proteinase K. Các kết quả thu được tạo cơ sở cho việc ứng dụng chủng vi 

khuẩn B. subtilis NN12 trong các chế phẩm sinh học để ngăn ngừa và điều trị các bệnh do Fusarium trên 

thực vật. 

Từ khóa: Bacillus subtilis, Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, kháng mốc, điều kiện nuôi cấy 

1. GIỚI THIỆU 

Trong khoảng một thập kỷ gần đây, bên cạnh các tác nhân thường gặp như vi khuẩn và virus, nấm mốc 

ngày càng cho thấy sự ảnh hưởng lớn của chúng đến đời sống con người cũng như hệ sinh thái. Với các tác 

động của biến đổi khí hậu, hiện tượng nóng lên của trái đất, sự phát triển của nấm mốc ngày càng trở nên 

mạnh mẽ và gây hại trên khắp thế giới. Nấm mốc gây bệnh trên cây trồng gây thiệt hại mùa màng, gây hư 

hỏng và nhiễm độc lương thực, thực phẩm; nấm ký sinh gây bệnh cho động vật nói chung, gia súc nói riêng 

và kể cả con người [1, 2]. 

Chi nấm mốc Fusarium thuộc ngành nấm nang Ascomycota, là tác nhân phổ biến của hầu hết các bệnh trên 

cây trồng quan trọng có giá trị kinh tế nằm trong danh mục của APS (The American Phytopathological 

Society) [3]. Một trong những loài được biết đến nhiều nhất gây bệnh héo rũ trên cây trồng là Fusarium 

oxysporum. Bệnh héo rũ ở chuối do Fusarium oxysporum f. sp. cubense, lần đầu tiên được báo cáo ở 

Australia vào năm 1876, và sau đó ở Panama năm 1890, được xem là một trong những bệnh trên thực vật 

gây thiệt hại nặng nề nhất [4, 5]. Không lâu sau đó, bệnh héo rũ do chủng F. oxysporum TR4 (Tropical 

Race 4) đã lây lan mạnh sang các nước châu Á như Indonesia, Malaysia (đầu thập kỷ 1990), Philippines và 

Trung Quốc (đầu thập kỷ 2000), và đã xuất hiện ở Lào và Việt Nam trong khoảng 2017-2019 [4, 6]. Ngoài 

ra, một số chủng F. oxysporum còn là tác nhân gây bệnh thối tán và rễ cà chua [7]; thối rễ ở đậu Hà Lan, 

đậu nành, khoai tây [8-10]. F. oxysporum còn có thể gây nhiễm nấm ở chuột và người bị suy giảm miễn 

dịch [11, 12]. Một loài nấm gây bệnh quan trọng khác trên cây trồng được báo cáo gần đây là F. equiseti. 

Các chủng nấm thuộc loài này đã được chứng minh là tác nhân gây bệnh thối quả ở dưa lưới, héo rũ ở cây 

chà là, và thối bẹ ở bắp [13-15]. Để kiểm soát nấm bệnh trên cây trồng, việc sử dụng nhiều loại hợp chất 

diệt nấm hóa học làm dấy lên các nguy cơ về ô nhiễm môi trường, gây mất cân bằng hệ sinh thái, tác động 

trực tiếp lẫn gián tiếp đến sức khỏe con người [16]. Thêm vào đó, cũng như vi khuẩn, việc xuất hiện ngày 

càng nhiều các chủng nấm bệnh kháng thuốc là mối lo ngại toàn cầu, đòi hỏi phải phát triển thêm các biện 

pháp kiểm soát mới và hiệu quả có bản chất sinh học [16-19]. 

Một trong những tác nhân kiểm soát sinh học đã và đang được nghiên cứu và sử dụng rộng rãi là các loài 

vi khuẩn Gram dương sinh nội bào tử thuộc chi Bacillus. Các loài Bacillus không chỉ được biết đến bởi khả 

năng sản xuất hệ enzyme đa dạng, hoạt tính cao mà còn được sử dụng để ức chế virus, vi khuẩn, nấm mốc 
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và côn trùng gây bệnh ở cả động vật và thực vật [20, 21]. Một số chủng B. subtilis đã được phân lập và 

nghiên cứu cho thấy có tiền năng to lớn trong thực tiễn để đối kháng với các loài mốc Fusarium gây bệnh 

trên cây trồng [22-25]. Trong nghiên cứu này, điều kiện nuôi cấy thích hợp cho hoạt tính kháng F. 

oxysporum và F. equiseti từ chủng B. subtilis NN12, thuộc bộ sưu tập giống của Phòng thí nghiệm Công 

nghệ Vi sinh, đại học Công nghiệp Tp. Hồ Chí Minh, đã được khảo sát, nhằm khai thác tối đa khả năng sản 

xuất các hợp chất kháng mốc F. oxysporum và F. equiseti, làm tiền đề cho những ứng dụng bảo vệ cây 

trồng trong tương lai. 

2. VẬT LIỆU & PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nhân giống và bảo quản các chủng vi khuẩn, nấm mốc  

Chủng vi khuẩn Bacillus subtilis NN12 được sử dụng làm đối tượng nghiên cứu và 2 chủng nấm mốc 

Fusarium oxysporum gây thối quả xoài và Fusarium equiseti gây bệnh trên cây đu đủ thuộc bộ sưu tập 

giống của Phòng thí nghiệm Công nghệ Vi sinh, đại học Công nghiệp Tp. Hồ Chí Minh, được lưu giữ ở 

điều kiện -70C. Chủng B. subtilis NN12 được hoạt hoá qua đêm trong môi trường Luria-Bertani broth (LB 

broth) ở 37C và các chủng nấm mốc được nuôi cấy trên môi trường PGA (Potato Glucose Agar) ở 37C 

trong 5 ngày trước khi thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

2.2. Đánh giá khả năng đối kháng nấm mốc kiểm định của B. subtilis NN12 

Chủng vi khuẩn B. subtilis NN12 được sử dụng để xác định hoạt tính kháng mốc được hoạt hoá qua đêm 

trong môi trường Luria-Bertani broth (LB broth) (Himedia-India, tryptone 10,0 g; cao nấm men 5,0 g; NaCl 

10,0 g; nước cất đủ 1000 ml; pH 7,0-7,2) ở 37C. Các chủng mốc được nuôi cấy trên môi trường PGA 

(Khoai tây 200 g chiết dịch; Glucose 20,0 g; Agar 20,0 g; nước cất đủ 1000 ml; pH 7,0-7,2) ủ 3-5 ngày ở 

37C cho tơ nấm phát triển để sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo [10, 14]. Phương pháp kiểm tra đối 

kháng nấm mốc được thực hiện theo phương pháp khuếch tán giếng thạch [26]. Giống nấm mốc kiểm định 

được cấy điểm trên đĩa Petri (80x15 mm) có môi trường PGA cách mép đĩa 1,0 cm và ủ ở 37C. Sau 24 

giờ, các đĩa được đục lỗ có đường kính 6 mm, 20 μl dịch vi khuẩn B. subtilis NN12 (thu sau 24 giờ nuôi 

cấy trên môi trường LB broth trong erlen 50 ml ở điều kiện lắc 150 vòng/phút, ly tâm 14.000 vòng/phút ở 

4°C trong 15 phút, và lọc qua màng lọc 0,45 μm) được thêm vào các lỗ thạch, để yên ở 4C trong 2 giờ. 

Mẫu đối chứng âm được thực hiện với môi trường LB broth vô trùng. Khả năng đối kháng nấm mốc được 

ghi nhận sau 5-7 ngày nuôi ủ ở 37C dựa trên quan sát khả năng lan tơ từ tâm đĩa đến lỗ thạch chứa dịch 

nuôi cấy vi khuẩn  so với lỗ thạch đối chứng âm.   

2.3. Khảo sát ảnh hưởng của các yếu tố môi trường lên khả năng đối kháng Fusarium spp. của B. 

subtilis NN12 

Chủng vi khuẩn B. subtilis NN12 được nuôi trong môi trường LB lỏng ở 37C, lắc 150 vòng/phút trong 24 

giờ và được sử dụng như nguồn giống tăng sinh cho các thí nghiệm khảo sát điều kiện sinh tổng hợp các 

hợp chất đối kháng với các chủng nấm mốc kiểm định như ảnh hưởng của điều kiện nhiệt độ, pH, nguồn 

carbon, nitrogen khác nhau. Khả năng đối kháng nấm mốc F. oxysporum và F. equiseti của dịch nuôi cấy 

vi khuẩn được kiểm tra sau khi loại bỏ tế bào (ly tâm 14.000 vòng/phút ở 4C và lọc qua màng lọc 0,45 

μm) bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch và so sánh phần trăm ức chế tơ ([Khoảng cách từ tâm đến 

vùng lan tơ dài nhất - Khoảng cách từ tâm đến vùng bị ức chế]x100%) ở các điều kiện thí nghiệm khác 

nhau. 

Để khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ lên khả năng sinh tổng hợp các hợp chất kháng mốc, chủng vi khuẩn 

B. subtilis NN12 được nuôi trong môi trường LB lỏng và được nuôi ủ ở các điều kiện nhiệt độ khác nhau 

25C, 28C, 33C, 37C, 45C ± 0,1C và kiểm tra hoạt tính đối kháng nấm mốc sau các khoảng thời gian 

khác nhau (3, 6, 12, 18, 24 giờ) bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch.  

Kết quả chọn lọc từ các điều kiện nhiệt độ thích hợp sẽ được sử dụng trong khảo sát ảnh hưởng của pH môi 

trường lên sự sinh tổng hợp các hợp chất đối kháng. Môi trường LB lỏng được điều chỉnh ở các giá trị pH 

ban đầu khác nhau 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 ± 0,1 bằng NaOH 1N hoặc HCl 0,1N. Vi khuẩn B. subtilis 
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NN12 được nuôi ủ trong điều kiện nhiệt độ thích hợp. Dịch vi khuẩn được thu nhận và kiểm tra hoạt tính 

đối kháng sau khoảng thời gian chọn lọc từ kết quả trên. 

Để khảo sát ảnh hưởng của các nguồn carbon, môi trường LB lỏng với thành phần bao gồm 5,0 g cao nấm 

men; 10,0 g pepton; 5,0 g NaCl; nước cất vừa đủ 1,0 lít; pH 7,2-7,4 và bổ sung 10,0 g một trong các nguồn 

carbon khác nhau như glucose, sucrose, lactose, dextrin, tinh bột. Nguồn carbon cho kết quả đối kháng cao 

nhất được sử dụng cho các thí nghiệm khảo sát tiếp theo.  

Ảnh hưởng của nguồn nitrogen lên sự sinh tổng hợp các chất đối kháng được kiểm tra trong môi trường LB 

lỏng với thành phần carbon cho kết quả cao nhất trong thí nghiệm trên và bổ sung 5,0 g một trong các nguồn 

nitrogen bao gồm: peptone, cao nấm men, NaNO3, NH4NO3, NH4Cl, ure.  

2.4. Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ, điều kiện pH và proteinase K lên hoạt tính kháng Fusarium 

spp. của B. subtilis NN12 

Dịch nuôi cấy của chủng B. subtilis NN12 trong điều kiện thích hợp đã được khảo sát và lựa chọn (mục 

2.3) được loại bỏ tế bào bằng phương pháp ly tâm 14000 vòng/phút ở 4C và lọc qua màng lọc 0,45 μm. 

Độ bền nhiệt lên hoạt tính kháng mốc của dịch nuôi cấy vi khuẩn được khảo sát bằng cách ủ 1,0 ml dịch ở 

các mốc nhiệt độ khác nhau 5°C ± 0,1C trong khoảng từ 60°C đến 95°C trong 15 phút, sau đó kiểm tra 

hoạt tính bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch.  

Độ bền pH của dịch nuôi cấy vi khuẩn cũng được kiểm tra tương tự bằng các thay đổi giá trị pH của dịch 

nuôi cấy vô bào bằng cách điều chỉnh pH bằng dung dịch NaOH và HCl đã được hấp khử trùng sao cho pH 

dịch nuôi cấy đạt các mức giá trị cách nhau 1,0 ± 0,1 trong khoảng từ 1,0 đến 12,0 và ủ trong 2 giờ, sau đó 

kiểm tra hoạt tính bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch. 

Ảnh hưởng của proteinase K lên hoạt tính kháng mốc được khảo sát bằng cách ủ dịch với proteinase K ở 

nồng độ 1,0 mg/ml trong 2 giờ ở 37°C, sau đó kiểm tra hoạt tính bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch 

[26]. 

Hoạt tính kháng mốc được thể hiện bằng Phần trăm hoạt tính ức chế tơ còn lại của các nghiệm thức so với 

hoạt tính của dịch nuôi cấy vi khuẩn ở các điều kiện thích hợp đã được chọn ở mục 2.3 và không thay đổi 

nhiệt độ cũng như pH của dịch sau nuôi cấy. 

2.5. Phương pháp thống kê và xử lý số liệu 

Tất cả các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Số liệu được tính toán, vẽ biểu đồ trên Microsoft Excel 2013 và 

được xử lý thống kê bằng công cụ ANOVA của phần mềm Statgraphics Centurion 18. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

3.1. Khả năng đối kháng F. oxysporum và F. equiseti của B. subtilis NN12 

Khả năng đối kháng với 2 chủng nấm mốc gây bệnh thối nhũn trên xoài F. oxysporum và F. equiseti của 

B. subtilis NN12 được kiểm tra bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch với dịch vi khuẩn được nuôi ủ 

trong môi trường LB sau 24 giờ và kết quả được trình bày trong hình 1. Dịch nuôi cấy B. subtilis NN12 đã 

thể hiện khả năng đối kháng lên 2 loại nấm mốc Fusarium kiểm định với việc ức chế sự phát triển của hệ 

sợi tơ nấm sau 7 ngày nuôi ủ. Kết quả cho thấy tiềm năng ứng dụng chủng vi khuẩn B. subtilis NN12 trong 

việc ức chế nấm mốc gây bệnh thực vật này. Hoạt tính đối kháng nấm mốc Fusarium của dịch nuôi cấy B. 

subtilis cũng được thể hiện trong nghiên cứu của Khan và cộng sự (2018) và được sử dụng như yếu tố thúc 

đẩy sự phát triển của thực vật [27]. Ngoài ra, khả năng đối kháng nấm mốc gây bệnh trên thực vật của các 

chủng B. subtilis cũng được nghiên cứu nhiều và vận dụng trong việc sản xuất các chế phẩm vi sinh để bảo 

vệ cây trồng một cách an toàn và không ảnh hưởng sinh thái [27, 28] 
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Hình 1: Khả năng đối kháng với nấm mốc F. oxysporum (A) và F. equiseti (B) của B. subtilis. (-) Đối chứng với 

môi trường LB; (+) mẫu dịch vi khuẩn B. subtilis NN12.  

3.2. Ảnh hưởng của điều kiện nhiệt độ nuôi cấy lên khả năng đối kháng F. oxysporum và F. equiseti 

của B. subtilis NN12 

Khả năng sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp của vi sinh vật bị ảnh hưởng bởi điều kiện và môi trường nuôi 

cấy, do đó, các yếu tố nhiệt độ, pH, thành phần carbon và nitrogen trong môi trường nuôi cấy chủng B. 

subtilis NN12 được khảo sát và kiểm tra khả năng đối kháng 2 chủng Fusarium kiểm định. Ảnh hưởng của 

nhiệt độ lên sự sinh tổng hợp các hợp chất đối kháng Fusarium của chủng vi khuẩn B. subtilis NN12 được 

kiểm tra trong các điều kiện nhiệt độ 25°C, 28°C, 33°C, 37°C, 45°C ± 0,2°C. Dịch nuôi cấy được thu nhận 

và kiểm tra khả năng kháng khuẩn sau mỗi 3 giờ và kết quả được thể hiện trong hình 2.  

 

Hình 2: Ảnh hưởng của nhiệt độ môi trường nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp chất kháng nấm mốc             

F. oxysporum (A, C) và F. equiseti (B, D) của B. subtilis NN12. (-) Đối chứng với môi trường không nuôi cấy. 

Kết quả cho thấy rằng nhiệt độ và thời gian có ảnh hưởng lớn đến khả năng sinh các hợp chất kháng mốc 

của B. subtilis NN12 lên hai chủng nấm mốc kiểm định Fusarium. Dịch nuôi cấy ở 5 điều kiện nhiệt độ 

khác nhau đều có khả năng sinh tổng hợp các chất đối kháng với Fusarium, tuy nhiên tùy thời điểm nuôi 

cấy mà có hoạt tính khác nhau. Trong thử nghiệm với chủng nấm mốc F. oxysporum, dịch nuôi cấy thể hiện 

khả năng ức chế tơ nấm cao nhất khi vi khuẩn B. subtilis NN12 được nuôi trong điều kiện nhiệt độ 37°C 

sau 18 giờ và 33°C sau 6 giờ, với hoạt tính ức chế tương ứng đạt 39,2% ± 2% và 42,2% ± 2,4%  so với đối 

chứng. Hoạt tính kháng mốc ở các nhiệt độ 25°C, 28°C, 45°C tăng dần theo thời gian nuôi ủ và đạt tối đa 

ở thời điểm 18 giờ nuôi cấy (28,4%-34,3%) (hình 2C). Hoạt tính giảm dần khi được tiếp tục nuôi ủ trong 

điều kiện 25°C và 28°C, trong khi tại điều kiện nhiệt độ 45°C thì hoạt tính kháng mốc không thay đổi khi 
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được kiểm tra sau 24 giờ nuôi ủ. Hoạt tính kháng mốc ở 33°C được duy trì không đổi trong khoảng 3-6 giờ 

nuôi cấy và giảm dần theo thời gian khi được tiếp tục nuôi, cho thấy hoạt tính kháng mốc không ổn định 

trong điều kiện nhiệt độ này (hình 2A, 2C). Như vậy, dịch nuôi cấy tại thời điểm 18 giờ ở nhiệt độ 37°C 

cho hoạt tính kháng nấm mốc F. oxysporum đạt giá trị cao nhất so với các điều kiện nhiệt độ còn lại. 

(ANOVA, n=3, độ tin cậy 95%)  

Khả năng đối kháng của dịch nuôi cấy vi khuẩn B. subtilis NN12 lên sự phát triển của hệ sợi tơ nấm F. 

equiseti đạt hiệu quả ức chế mạnh nhất tại nhiệt độ 33°C và 37°C sau 18 giờ nuôi ủ (40,2% ± 2,6 % và 

39,2% ± 2%). Ở điều kiện nhiệt độ 25°C, hoạt tính kháng mốc của dịch nuôi cấy tăng dần và đạt giá trị cao 

nhất từ 12-18 giờ nuôi cấy (37,3% ± 3,9%) (hình 2D), trong khi hoạt tính tại điều kiện 28°C và 45°C thì 

không có sự thay đổi đáng kể khi tăng thời gian nuôi cấy từ 12 giờ đến 24 giờ (hình 2B, 2D). Kết quả phân 

tích thống kê cho thấy hoạt tính kháng mốc F. equiseti của dịch nuôi cấy vi khuẩn không có sự khác biệt 

khi được nuôi cấy trong điều kiện nhiệt độ 25°C, 33°C, 37°C sau thời gian 18 giờ (ANOVA, n=3, độ tin 

cậy 95%). Trong nghiên cứu của Asaturova và cộng sự (2015), nhiệt độ thích hợp cho khả năng sinh tổng 

hợp các hợp chất kháng mốc của chủng B. subtilis BZR 336 là 30°C, trong khi chủng B. subtilis BZR 517 

là 35°C sau 48 giờ nuôi cấy [29]. Như vậy, dựa vào các kết quả đạt được, nhiệt độ 37°C sau 18 giờ nuôi 

cấy được chọn là điều kiện thích hợp cho việc nuôi cấy vi khuẩn Bacillus subtilis NN12 để sinh tổng hợp 

các hợp chất kháng mốc Fusarium. 

3.3. Ảnh hưởng của pH môi trường nuôi cấy lên khả năng đối kháng F. oxysporum và F. equiseti của 

B. subtilis NN12 

Ngoài việc chịu ảnh hưởng bởi điều kiện nhiệt độ, pH môi trường nuôi cấy ban đầu cũng ảnh hưởng đến 

khả năng sinh trưởng cũng như sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp. Để khảo sát ảnh hưởng của yếu tố pH 

lên sự sinh tổng hợp các hợp chất kháng mốc của vi khuẩn B. subtilis NN12, môi trường nuôi cấy được 

điều chỉnh ở các giá trị pH ban đầu khác nhau 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 ± 0,1 và vi khuẩn được nuôi cấy 

tại nhiệt độ 37C trong điều kiện lắc 150 vòng/phút. Dung dịch nuôi cấy được thu nhận và kiểm tra khả 

năng đối kháng sau 18 giờ nuôi cấy.  

 

Hình 3. Ảnh hưởng của pH môi trường nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp chất kháng nấm mốc F. oxysporum 

(A, B) và F. equiseti (A, C) của B. subtilis NN12. (-) Đối chứng với môi trường không nuôi cấy. 
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Kết quả thể hiện ở hình 3 cho thấy chủng vi khuẩn B. subtilis NN12 đều thể hiện khả năng kháng mốc trong 

các môi trường có giá trị pH ban đầu 4,0-9,0. Hoạt tính kháng nấm mốc F. oxysporum tăng dần khi pH tăng 

từ 5,0 -8,0 và đạt được khả năng đối kháng cao nhất tại pH 8,0 với phần trăm ức chế đạt 39,6% ± 2,2% 

(hình 3A, 3B). Trong trường hợp nấm mốc F. equiseti, hoạt tính đối kháng của dịch nuôi cấy duy trì ổn 

định trong môi trường có pH 4,0-7,0 (28,4%-29,4%), và đạt 33,3% ± 3,9% và 34,3% ± 2,6% tương ứng tại 

pH 8,0 và pH 9,0 (hình 3A, 3C). Hoạt tính kháng nấm mốc F. oxysporum của dịch nuôi cấy giảm mạnh khi 

pH môi trường tăng lên pH 9,0 (27,5% ± 2,0%), trong khi hoạt tính kháng nấm mốc F. equiseti thì không 

thay đổi trong khoảng pH 8,0-9,0. Kết quả phân tích thống kê cho thấy hoạt tính kháng nấm mốc F. 

oxysporum không có sự khác biệt ý nghĩa khi môi trường có pH ban đầu 6,0-8,0. Trong khi đó, kết quả 

phân tích thông kê cho thấy khả năng kháng F. equiseti của dịch nuôi cấy từ B. subtilis NN12 giữ ổn định 

khi giá trị pH môi trường ban đầu từ 4.0-9.0 (ANOVA, n=3, độ tin cậy 95%). Như vậy, pH 6,0-8,0 là giá 

trị pH môi trường ban đầu phù hợp để nuôi cấy Bacillus subtilis NN12 sinh các hợp chất kháng mốc F. 

oxysporum, trong khi quá trình sinh tổng hợp các hợp chất kháng nấm mốc F. equiseti không bị ảnh hưởng 

bởi điều kiện pH 4,0-9,0. Kết quả tương tự cũng được quan sát thấy điều kiện nuôi cấy chủng B. subtilis 

BZR 336 để sinh tổng hợp các hợp chất kháng mốc là pH 6,0-8,0 [29]. Do đó, pH 8,0 được chọn làm điều 

kiện để nuôi cấy vi khuẩn Bacillus subtilis NN12 cho quá trình sinh tổng hợp các chất kháng mốc Fusarium.   

3.4. Ảnh hưởng của nguồn carbon trong môi trường nuôi cấy lên khả năng đối kháng F. oxysporum 

và F. equiseti của B. subtilis NN12   

Thành phần carbon là thành phần không thể thiếu trong các môi trường nuôi cấy vi sinh vật và có ảnh hưởng 

đến quá trình sinh tổng hợp các hợp chất kháng mốc. Do đó, chúng tôi tiến hành khảo sát ảnh hưởng của 

các nguồn carbon khác nhau (glucose, sucrose, lactose, maltodextrin và tinh bột) lên quá trình sinh tổng 

hợp các hợp chất kháng mốc của chủng vi khuẩn B. subtilis NN12. Kết quả thể hiện ảnh hưởng của nguồn 

carbon được trình bày trong hình 4. 

 

Hình 4: Ảnh hưởng của nguồn carbon trong môi trường nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp chất kháng nấm 

mốc F. oxysporum (A, B) và F. equiseti (A, C) của B. subtilis NN12. (-) Đối chứng với môi trường không nuôi cấy. 
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Kết quả khảo sát cho thấy B. subtilis NN12 có khả năng sử dụng cả 5 nguồn carbon trong khảo sát và sinh 

tổng hợp các hợp chất kháng hai chủng Fusarium kiểm nghiệm. Hoạt tính kháng mốc F. oxysporum  được 

thể hiện cao nhất khi vi khuẩn được nuôi trong môi trường có bổ sung tinh bột (39,2% ± 1,0%). Tuy nhiên, 

môi trường nuôi cấy được bổ sung bốn nguồn carbon glucose, sucrose và maltodextrin vào môi trường nuôi 

cấy thì hoạt tính kháng mốc F. oxysporum của dịch nuôi cấy là tương đương nhau (35,3% ± 3,4% - 37,3% 

± 1,0%), và không có sự khác biệt khi phân tích thống kê (ANOVA, n=3, độ tin cậy 95%). Trong khi đó, 

hoạt tính kháng mốc là thể hiện thấp nhất khi được nuôi trong môi trường bổ sung lactose (31,4 % ± 1,0%) 

(hình 4A, 4B). Bên cạnh đó, khả năng ức chế sự phát triển của nấm mốc F. equiseti của dịch nuôi cấy đạt 

cao nhất khi môi trường có bổ sung nguồn carbon là glucose (39,4% ± 2,0%). Ngoài ra, khi môi trường 

nuôi cấy bổ sung tinh bột, lactose hay sucrose đều cho giá trị hoạt tính tương đương nhau và không có sự 

khác biệt mang ý nghĩa thống kê (hình 4B, 4C). Từ các kết quả thu nhận được, glucose được lựa chọn làm 

nguồn carbon thích hợp cho khả năng sinh tổng hợp các hợp chất kháng mốc Fusarium từ B. subtilis NN12. 

Trong nghiên cứu của Shinji Mizumoto (2007), nguồn carbon là glucose cũng được chọn lựa cho môi 

trường nuôi cấy vi khuẩn Bacillus subtilis RB14-CS để sinh tổng hợp các chất đối kháng nấm mốc [30].  

3.5. Ảnh hưởng của nguồn nitrogen trong môi trường nuôi cấy lên khả năng đối kháng F. oxysporum 

và F. equiseti của B. subtilis NN12  

Sự sinh tổng hợp các hợp chất trao đổi thứ cấp của các vi sinh vật cũng bị ảnh hưởng bởi thành phần 

nitrogen trong môi trường nuôi cấy. Do đó, để xác định ảnh hưởng của nitrogen lên sự sinh tổng hợp các 

hợp chất đối kháng Fusarium của B. subtilis NN12, chủng vi khuẩn được nuôi trong môi trường có các 

nguồn carbon khác nhau (NH4NO3, NH4Cl, NaNO3, ure, cao nấm men, peptone) và dịch nuôi cấy được 

kiểm tra hoạt tính sau 18 giờ. Kết quả được thể hiện ở hình 5.  

 

Hình 5: Ảnh hưởng của nguồn nitrogen trong môi trường nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp chất kháng nấm 

mốc F. oxysporum (A, B) và F. equiseti (A, C) của B. subtilis NN12. (-) Đối chứng. 

Kết quả thể hiện ở hình 5 cho thấy chủng vi khuẩn B. subtilis NN12 đều có khả năng sinh tổng hợp các hợp 

chất kháng hai chủng nấm mốc Fusarium trong môi trường sử dụng các nguồn carbon khác nhau. Dịch vi 

khuẩn ức chế mạnh sự phát triển của nấm mốc F. oxysporum khi được nuôi trong môi trường chứa pepton 

hoặc urea (37,3% - 39,2%). Hoạt tính ức chế thấp hơn được quan sát thấy khi nuôi vi khuẩn trong môi 

trường chứa NH4NO3 và NaNO3. Môi trường có bổ sung cao nấm men (yeast extract) có kết quả ức chế 
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thấp nhất trong các môi trường thử nghiệm (25,5% ± 3,9%) (hình 5A, 5B). Bên cạnh đó, khả năng ức chế 

sự phát triển hệ sợi tơ F. equiseti của dịch vi khuẩn được quan sát thấy trong môi trường bổ sung NH4NO3, 

pepton, cao nấm men là cao nhất và tương đương nhau (43,1% ± 2,0% - 46,1% ± 2,6%), trong khi đó, hoạt 

tính đối kháng nấm mốc này không có sự khác biệt khi vi khuẩn được nuôi trong môi trường bổ sung các 

nguồn nitrogen khác NH4Cl, NaNO3, ure (ANOVA, n=3, độ tin cậy 95%) (hình 5A, 5C). Căn cứ vào kết 

quả đạt được, nguồn pepton được lựa chọn làm nguồn nitrogen bổ sung vào môi trường nuôi cấy vi khuẩn 

B. subtilis NN12. Kết quả tương tự cũng được quan sát thấy trong nghiên cứu của tác giả Scott W Pryor và 

cộng sự (2007) khi bổ sung pepton vào môi trường nuôi cấy Bacillus subtilis TrigoCor 1448 để tối ưu hóa 

quá trình sinh tổng hợp các hợp chất kháng nấm mốc Fusarium oxysporum f. sp. melonis [31]. 

3.6. Ảnh hưởng của nhiệt độ, pH và proteinase K lên hoạt tính đối kháng F. oxysporum và F. equiseti 

của B. subtilis NN12  

Độ bền nhiệt, độ bền pH và sự nhạy cảm với protease (proteinase K) của dịch nuôi cấy vi khuẩn cũng được 

kiểm tra để góp phần xác định bản chất các hợp chất kháng mốc cũng như khả năng bảo quản của dịch nuôi 

cấy. Dịch nuôi cấy được xử lý ở các điều kiện nhiệt độ (60-95°C), pH (1,0-12,0) khác nhau và proteinase 

K. Hoạt tính đối kháng nấm mốc còn lại sau xử lý được kiểm tra và thể hiện trong hình 6.  

 

Hình 6: Ảnh hưởng của nhiệt độ (A), điều kiện pH (B) và proteinase K (C) lên khả năng kháng nấm mốc F. 

oxysporum và F. equiseti của B. subtilis NN12. (1) Dịch nuôi cấy không xử lý, (2,3) Dịch nuôi cấy xử lý với 

proteinase K, (4) Đối chứng. 

Kết quả thu được cho thấy các hợp chất đối kháng nấm mốc F. oxysporum trong dịch nuôi cấy vi khuẩn có 

khả năng chịu nhiệt kém và chỉ còn ~40% hoạt tính ức chế sự phát triển của tơ nấm khi được xử lý ở nhiệt 

độ 60-65°C, và hoạt tính mất hoàn toàn khi tăng nhiệt độ xử lý lên 70°C. Tuy nhiên, khả năng đối kháng 

với nấm mốc F. equiseti của dịch nuôi cấy được duy trì 60% sau khi xử lý ở các nhiệt độ 70-80°C, và  

khoảng 40% tại nhiệt độ 90°C (hình 6A). Như vậy, hoạt tính đối kháng trên hai chủng nấm mốc Fusarium 

kiểm định của dịch vi khuẩn B. subtilis NN12 là kết quả tác động của các hợp chất có khả năng chịu nhiệt 

khác nhau. Độ bền nhiệt của dịch nuôi cấy đối kháng nấm mốc A. niger cũng được quan sát thấy trong 

nghiên cứu của Meng Gong và cộng sự (2006) trên chủng vi khuẩn B. subtilis PY-1 với hoạt tính đối kháng 

sau khi xử lý 121°C trong 15 phút [32] hoặc trong nghiên cứu của T. Zhang và cộng sự (2008), hoạt tính 

đối kháng nấm mốc A. flavus của dịch nuôi cấy từ B. subtilis B-FS06 được giữ nguyên ở 100°C trong 30 

phút và giảm 30% hoạt tính khi ủ ở 121°C trong 20 phút [33] 

Ngoài ra, khả năng ức chế sự phát triển của hệ sợi tơ nấm F. oxysporum và F. equiseti của dịch nuôi cấy B. 

subtilis NN12 được duy trì ổn định với 80%-100% hoạt tính ở khoảng pH 5,0-11,0. Hoạt tính không được 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pryor+SW&cauthor_id=18025597
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quan sát thấy khi dịch nuôi cấy được xử lý ở pH 1,0-2,0, tuy nhiên, khi dịch nuôi cấy được xử lý ở pH 12,0 

thì mất khả năng ức chế tơ nấm với F. oxysporum và giảm 50% hoạt tính ức chế tơ nấm F. equiseti. Như 

vậy có thể kết luận các hợp chất kháng mốc có trong dịch nuôi cấy ổn định trong khoảng pH dịch nuôi từ 

3,0-11,0 và các hợp chất đối kháng hai loại nấm mốc kiểm định là khác nhau. Khả năng ổn định của hoạt 

tính kháng mốc trong các điều kiện pH khác nhau của dịch nuôi cấy vi khuẩn cũng được quan sát thấy trong 

các nghiên cứu của Gong và cộng sự (2006) và Zhang và cộng sự (2008) với hoạt tính duy trì ~ 80% hoặc 

không đổi khi xử lý trong khoảng pH 5,0-12 [32, 33]. Tuy nhiên, khi xử lý dịch nuôi cấy với proteinase K, 

hoạt tính ức chế tơ nấm F. oxysporum duy trì ~80% và F. equiseti là 90%. Điều này phần nào cho thấy rằng 

các hợp chất kháng mốc có trong dịch nuôi cấy của B. subtilis NN12 giảm nhẹ dưới tác động của protease 

và có thể dự đoán bản chất của các chất kháng mốc trong dịch vi khuẩn không phải chỉ là protein hoặc 

peptide mà có thể là các phức hợp bao gồm nhiều chất khác.  

4. KẾT LUẬN 

Nấm mốc gây bệnh trên thực vật đã và đang trở nên nguy hiểm hơn, gây thiệt hại nghiêm trọng cho nền 

nông nghiệp trên toàn thế giới. Việc kiểm soát và phòng trừ các đối tượng gây bệnh này một cách an toàn 

và hiệu quả đang được tập trung nghiên cứu. Trong công trình này, B. subtilis NN12 đã được sử dụng để 

bước đầu tạo ra các hợp chất đối kháng nấm mốc F. oxysporum và F. equiseti. Thành phần môi trường nuôi 

cấy chủng B. subtilis NN12 bao gồm 1% glucose, 0,5% peptone, pH 8,0 và điều kiện nuôi cấy 37°C trong 

18 giờ tại tốc độ lắc 150 vòng/phút được xác định là tốt nhất cho việc sinh tổng hợp và tiết ra môi trường 

các hợp chất kháng F. oxysporum và F. equiseti có hoạt tính cao. Khi xử lý nhiệt (từ 70°C trở lên) dịch nuôi 

cấy, hoạt tính đối kháng với F. oxysporum giảm mạnh. Ngược lại, hoạt tính đối kháng của dịch nuôi cấy 

với F. equiseti vẫn duy trì dù được xử lý ở 90°C trong 15 phút. pH là một tác nhân có ảnh hưởng rất lớn 

đến hoạt động của sinh vật cũng như hoạt tính của các hợp chất thứ cấp. Tuy nhiên, khi thay đổi giá trị pH 

của dịch nuôi cấy từ 3 đến 11, hoạt tính đối kháng của dịch nuôi cấy lên F. oxysporum và F. equiseti không 

thay đổi. Hoạt tính này cũng không thay đổi khi dịch nuôi cấy được xử lý với proteinase K. Những kết quả 

này củng cố thêm giá trị của B. subtilis cũng như cho thấy khả năng sử dụng chủng B. subtilis NN12 để sản 

xuất các chế phẩm sinh học phục vụ cho việc kiểm soát, ngăn ngừa và điều trị các bệnh do nấm mốc 

Fusarium trên thực vật. Bản chất của các hợp chất trong dịch nuôi cấy đang được làm rõ để có thể thực 

hiện các nghiên cứu sâu hơn và gia tăng giá trị sử dụng của các sản phẩm đối kháng nấm mốc Fusarium 

trong tương lai. 

 

LỜI CẢM ƠN: Nghiên cứu này được thực hiện tại phòng thí nghiệm Công nghệ Vi sinh, Viện Công nghệ 

Sinh học và Thực phẩm, Trường Đại học Công nghiệp TP. HCM. Chúng tôi xin chân thành cảm ơn Ban 

Giám hiệu Trường Đại học Công nghiệp TP. HCM, Ban lãnh đạo Viện Công nghệ Sinh học và Thực phẩm 

đã tạo điều kiện thuận lợi cho chúng tôi thực hiện nghiên cứu này.  
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EFFECTS OF GROWTH CONDITIONS ON ANTIFUNGAL 

ACTIVITY OF Bacillus subtilis NN12 AGAINST Fusarium oxysporum AND 

Fusarium equiseti 

PHAM TAN VIET, DINH THI NGOC NGAN, LE THI NGOC LY, NGUYEN THI KIM HUE, LE THI 

VY HIEN, NGUYEN THI DIEU HANH, NGUYEN NGOC AN* 

Institute of Biotechnology and Food technology, Industrial University of Ho Chi Minh City 
*Corresponding: nguyenngocan.cnsh@iuh.edu.vn 

Abstract: Fusarium spp. are commonly pathogenic to various plants and seriously affect crop yields. To 

find a safe and effective way to control these fungal pathogens, many Bacillus strains have been widely 

studied and applied on a variety of plant models. In this study, culture conditions suitable for synthesizing 

antifungal compounds produced by Bacillus subtilis NN12 strain (Laboratory of Microbiotechology, 

Industrial university of Ho Chi Minh city) against Fusarium oxysporum and Fusarium equiseti were 

identified. The culture supplemented with 1% glucose, 0.5% peptone, initial pH 8.0 and 37°C with 150 rpm 

shaking condition for 18 hours was recorded as the highest antifungal activity of the culture supernatant. 

The F. oxysporum inhibitory activity of the culture was reduced by high temperatures, while the inhibitory 

activity affected on F. equiseti was relatively heat-resistant up to 90°C.  In addition, antifungal compounds 

against both F. oxysporum and F. equiseti were shown to be stable in a wide pH spectrum (3.0-11.0) and 

especially were not affected by proteinase K. The results obtained in this study will provide the basis for 

future applications of B. subtilis NN12 in agriculture to not only to treat but also to prevent Fusarium 

diseases. 

Keywords: antifungal, Bacillus subtilis, culture condition, Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti 
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