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TÓM TẮT 

Colletotrichum gloeosporioides là nấm gây bệnh thán thư trên sầu riêng. Đây là một trong những tác nhân 

phổ biến gây tổn thất nghiêm trọng về năng suất và chất lượng sầu riêng, đặc biệt trong điều kiện nóng ẩm của 

mùa mưa. Nghiên cứu được thực hiện nhằm khai thác nhóm vi khuẩn nội sinh bản địa từ hệ rễ sầu riêng có 

khả năng ức chế nấm bệnh. Từ 30 mẫu rễ sầu riêng, phân lập được 20 chủng vi khuẩn. Hoạt tính kháng sợi 

nấm được đánh giá bằng phương pháp đồng nuôi cấy, với dữ liệu được xử lý bằng phương pháp ANOVA sử 

dụng phép thử Duncan (p < 0,01). Kết quả ghi nhận 8 chủng với hiệu suất kháng nấm cao (50,88% - 66,92%). 

Trong đó, chủng vi khuẩn EB.KN18 thể hiện hiệu quả kháng nấm cao nhất (66,92%). Sau khi giải trình tự gen 

16S rRNA, xác định được EB.KN18 là Bacillus amyloliquefaciens. Trong điều kiện nuôi cấy bình tam giác 

(36 °C, pH 7, 200 rpm), chủng EB.KN18 đạt mật độ sinh trưởng 95,0×108 CFU/mL sau 48 giờ. Khi nhân nuôi 

trong hệ thống bioreactor 14 L, mật độ vi khuẩn EB.KN18 đạt 7,08×1011 CFU/mL sau 10 giờ lên men. Bacillus 

amyloliquefaciens EB.KN18 là ứng viên tiềm năng cho phát triển chế phẩm sinh học, góp phần canh tác sầu 

riêng an toàn và bền vững. 

Từ khóa: Bacillus amyloliquefaciens, Colletotrichum gloeosporioides, đối kháng sinh học, lên men, vi 

khuẩn nội sinh, sầu riêng. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Thán thư là một trong những bệnh hại phổ biến và 

nghiêm trọng trên nhiều loại cây ăn trái ở vùng nhiệt 

đới. Sự xâm nhiễm của mầm bệnh biểu hiện qua các 

vết hoại tử lõm sâu phân bố trên nhiều bộ phận từ lá, 

thân, cho đến hoa và quả, có thể gây hiện tượng khô 

ngọn, chết chồi non hoặc thối thân, từ đó làm suy kiệt 

sức sống và kìm hãm sự phát triển của cây trồng. 

Ngoài ra, bệnh còn gây rụng hoa, rụng quả và làm 

giảm chất lượng thịt quả, dẫn đến năng suất và chất 

lượng nông sản giảm đáng kể (Mai Văn Trị, 2002; Lê 

Minh Tường và cộng sự, 2024; Law et al., 2025). Chi 

nấm Colletotrichum được xác định là tác nhân chính 

gây bệnh thán thư trên nhiều loại cây trồng. Trên cây 

sầu riêng, tác nhân C. gloeosporioides được xác định 

là nguyên nhân gây ra bệnh thán thư. Khi xâm nhiễm, 

loại nấm này làm cháy và rụng lá sớm, khiến các cành 

nhỏ bị khô chết, đồng thời làm hư hại cả hoa lẫn quả. 

Bệnh xuất hiện quanh năm và mạnh nhất trong mùa 

mưa với 60% cây bị nhiễm bệnh (Lê Hoàng Lệ Thủy 

và Phạm Văn Kim, 2008).  

Việc quản lý bệnh thán thư chủ yếu dựa vào thuốc 

hóa học như nhóm benzimidazole (Carbendazim) và 

các chất ức chế sinh tổng hợp sterol (Flusilazole, 

Difenoconazole) (Lê Hoàng Lệ Thủy và Phạm Văn 

Kim, 2008). Việc phụ thuộc quá mức vào các hóa chất 

diệt nấm trong thời gian dài làm kích thích cơ chế 

kháng thuốc của quần thể vi sinh vật gây bệnh và để 

lại hệ lụy nghiêm trọng đối với hệ sinh thái,  sức khỏe 

cộng đồng. Thực tế, tính kháng benzimidazole của 

các chủng Colletotrichum đã được ghi nhận trên 

nhiều loại cây trồng như xoài và chuối. Do đó, việc 

tìm kiếm các biện pháp phòng trừ an toàn và bền vững 

hơn đang là nhu cầu cấp thiết. Hiện nay, kiểm soát 

sinh học được xem là một hướng tiếp cận tiềm năng 

trong quản lý bệnh thán thư. Nhiều nghiên cứu đã ghi 

nhận hiệu quả ức chế nấm gây bệnh của các hợp chất 

tự nhiên, trong đó tinh dầu tràm trà và tinh dầu nghệ 

cho thấy khả năng ức chế sự phát triển của các loài 

Colletotrichum (Lê Thanh Khang và cộng sự, 2020; 

Phạm Trung Hiếu và cộng sự, 2021). Ngoài ra, các 

giải pháp sinh học như sử dụng xạ khuẩn, vi khuẩn 

lactic và nấm đối kháng (Trichoderma spp.) cho thấy 

khả năng ngăn chặn sự phát triển của sợi nấm 

Colletotrichum nhờ cơ chế cạnh tranh nguồn dinh 

dưỡng. Biện pháp này thậm chí còn mang lại hiệu quả 

bảo vệ an toàn cho cây trồng cao hơn so với một số 

thuốc bảo vệ thực vật hóa học (Lê Minh Tường và 

cộng sự, 2024; Sutthisa et al., 2023). Đặc biệt, các 

dòng vi khuẩn thuộc chi Bacillus được đánh giá rất 

tiềm năng do có sức chống chịu tốt với môi trường, 

đồng thời có thể tiết ra các enzyme ngoại bào hoặc 

độc chất sinh học làm cản trở quá trình nảy mầm của 

bào tử nấm C. gloeosporioides (Nguyễn Thị Liên và 

cộng sự, 2017). Trên cây sầu riêng, một số nghiên cứu 

đã ghi nhận sự hiện diện của vi khuẩn nội sinh trong 

các mô của sầu riêng, cho thấy tiềm năng ứng dụng 

của vi khuẩn nội sinh trong phát triển phân bón sinh 

học và quản lý dịch hại theo hướng nông nghiệp bền 

vững (Ngô Văn Anh và cộng sự, 2024; Suhandono 

and Utari, 2014).  

Mặc dù tiềm năng của các tác nhân này đã được 

khẳng định trên nhiều đối tượng như xoài, hành lá hay 

ớt, nhưng các công bố về sự tương tác giữa vi khuẩn 

nội sinh bản địa và tác nhân C. gloeosporioides trên 

chính cây sầu riêng tại khu vực Đắk Lắk vẫn còn khá 
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hạn chế. Đặc biệt, việc tuyển chọn các chủng vi khuẩn 

nội sinh bản địa có hoạt tính cao, tối ưu hóa điều kiện 

nhân nuôi và đánh giá khả năng mở rộng quy mô lên 

men vẫn chưa được nghiên cứu toàn diện. Do đó, 

nghiên cứu tuyển chọn các chủng vi khuẩn nội sinh 

có hoạt tính đối kháng mạnh là vấn đề cấp thiết, nhằm 

tạo cơ sở khoa học cho việc phát triển các chế phẩm 

sinh học đặc hiệu trong canh tác sầu riêng an toàn và 

bền vững. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Phương pháp thu thập mẫu 

Tiến hành lấy mẫu tại xã Krông Năng đối với 

giống sầu riêng Monthon từ 5–15 năm tuổi. Tổng 

cộng 30 mẫu rễ non đã được tập hợp từ 30 vườn có 

tình trạng sức khỏe khác nhau (cả vườn tốt và vườn 

bệnh). Tại mỗi vườn, kỹ thuật lấy mẫu 5 điểm được 

áp dụng: rễ được đào ở độ sâu dưới 20 cm và cách 

thân cây khoảng 1,5–2 m. Nhằm tránh nguy cơ lây 

nhiễm chéo giữa các khu vực, găng tay y tế luôn được 

thay mới sau mỗi lần đổi vườn. Mẫu sau khi thu sẽ 

được đóng gói trong túi zip tiệt trùng, ghi chú đầy đủ 

thông tin: địa điểm, ngày tháng, và chuyển về phòng 

thí nghiệm để tiến hành phân lập ngay. 

2.2. Phương pháp phân lập các chủng vi khuẩn nội 

sinh 

- Chuẩn bị môi trường nuôi cấy: Việc phân lập 

nhóm vi khuẩn nội sinh được thực hiện trên môi 

trường Luria-Bertani (LB), pH = 7,0. Sau khi phối 

trộn, hỗn hợp được tiệt trùng bằng nhiệt ẩm ở 121oC 

trong thời gian 15 phút trước khi sử dụng. 

- Xử lý mẫu và khử trùng bề mặt: Quy trình phân 

lập được thực hiện dựa trên phương pháp của Aravind 

et al. (2009) có hiệu chỉnh phù hợp với mẫu rễ sầu 

riêng. Các đoạn rễ (dài 2–3 cm) sau khi rửa sạch tạp 

chất cơ học bằng nước cất được tiến hành khử trùng 

bề mặt qua hai giai đoạn: ngâm trong dung dịch 

sodium hypochlorite 2% (10 phút) và ethanol 70% (1 

phút). Cuối cùng, mẫu được rửa sạch hóa chất bằng 

nước cất vô trùng 5 lần liên tiếp. Để kiểm tra hiệu quả 

khử trùng, 100 µL nước rửa lần cuối được trải lên đĩa 

thạch LB và ủ ở 28 °C trong 24 giờ; quy trình chỉ tiếp 

tục khi không có sự xuất hiện của vi khuẩn trên đĩa 

kiểm chứng này. 

- Kỹ thuật phân lập và bảo quản: Các mẫu mẫu rễ 

(1 g) được nghiền trong điều kiện vô trùng với dung 

dịch đệm phosphate 1,5 mM, pH 7,4 và ly tâm ở tốc 

độ 422,6 rcf, nhiệt độ 4°C trong 1 phút. Phần dịch nổi 

được thu lại và pha loãng đến nồng độ 10⁻⁵; sau đó, 

100 μL dung dịch đã pha loãng được trải đều lên bề 

mặt môi trường thạch LB ủ tại 28oC. Sau 48 giờ, các 

khuẩn lạc có đặc điểm hình thái riêng biệt sẽ được 

tuyển chọn, dòng hóa và làm thuần trên môi trường 

mới. Các chủng thuần chủng được bảo quản dài hạn 

trong dung dịch glycerol 20% ở nhiệt độ -80 °C. 

2.3. Phương pháp xác định khả năng đối kháng 

nấm bệnh Colletotrichum gloeosporioides  

Hoạt tính kháng nấm của các chủng vi khuẩn được 

khảo sát dựa trên phương pháp đồng nuôi cấy của 

Ngo et al. (2020). Cụ thể, khối nấm bệnh được đặt tại 

vị trí trung tâm của đĩa Petri chứa môi trường PDA. 

Các chủng vi khuẩn đối kháng được cấy vạch (độ dài 

đường cấy khoảng 1 cm) tại vị trí cách tâm đĩa 3 cm. 

Thí nghiệm được tiến hành với 3 lần lặp lại cho mỗi 

chủng, song song với mẫu đối chứng chỉ cấy nấm 

bệnh (không có vi khuẩn). Tất cả các đĩa nuôi cấy 

được duy trì ở nhiệt độ 30°C trong thời gian 5 ngày, 

khi tản nấm ở đĩa đối chứng mọc kín đĩa. Các chỉ tiêu 

đánh giá bao gồm sự phát triển của hệ sợi nấm và 

đường kính tản nấm. Những chủng vi khuẩn thể hiện 

hiệu suất ức chế sự sinh trưởng của C. 

gloeosporioides ≥ 50% so với lô đối chứng sẽ được 

tuyển chọn, chủng vi khuẩn có hoạt tính kháng nấm 

mạnh nhất sẽ được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp 

theo. 

Hiệu quả ức chế sinh trưởng sợi nấm được tính 

theo công thức: Hiệu quả ức chế sinh trưởng sợi nấm 

(%) = {D1 - D2}/{D1}*100 

Trong đó: D1: Bán kính nấm trên đĩa đối chứng 

(cm); D2: Bán kính nấm trên đĩa đối kháng với vi 

khuẩn (cm). 

2.4. Phương pháp định danh 16S rDNA các chủng 

vi khuẩn nội sinh được tuyển chọn 

Chủng vi khuẩn thể hiện khả năng kháng mạnh 

nấm C. gloeosporioides được tiến hành định danh dựa 

trên trình tự gen 16S rRNA. Đoạn gen mục tiêu được 

khuếch đại bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi 27f và 

1492r theo phương pháp của Weisburg et al. (1991). 

Chu trình nhiệt được thiết lập bao gồm: biến tính đầu 

(94°C/5 phút); 30 chu kỳ (95°C/30 giây, 55°C/30 

giây, 72°C/2 phút) và bước kéo dài cuối (72°C/10 

phút). Cuối cùng, tên loài và vị trí phân loại của các 

chủng nghiên cứu được xác định bằng cách so sánh 

mức độ tương đồng của trình tự thu được với cơ sở 

dữ liệu quốc tế DDBJ/Genbank/EMBL thông qua 

công cụ BLAST (Altschul et al., 1990). 

2.5. Phương pháp nghiên cứu nhân nuôi chủng 

Bacillus amyloliquefaciens EB.KN18 

- Xác định mật độ vi sinh vật: Số lượng tế bào vi 

khuẩn trong dịch nuôi cấy được định lượng gián tiếp 

thông qua phương pháp đếm khuẩn lạc (CFU) trên 

môi trường thạch theo quy trình của Nguyễn Lân 

Dũng và cộng sự (1972, 1978). 

- Khảo sát nguồn cơ chất và tỷ lệ dinh dưỡng phù 

hợp: Khả năng sinh trưởng của chủng EB.KN18 được 

đánh giá trong môi trường bổ sung các tỷ lệ phụ phẩm 

hữu cơ khác nhau nhằm tìm kiếm nguồn protein thay 

thế với giá thành rẻ. Thí nghiệm sử dụng các phối hợp 

giữa bã men bia (BMB) và môi trường LB theo 5 

nghiệm thức (NT) với tỷ lệ tương ứng: 0:10 (NT1 - 

đối chứng), 3:7 (NT2), 5:5 (NT3), 7:3 (NT4) và 10:0 

(NT5). Thành phần cơ bản: Mỗi 100 mL môi trường 

chứa 0,5 g NaCl và hàm lượng dinh dưỡng tổng số là 

1,5 g (phối trộn giữa BMB và LB theo tỷ lệ khảo sát). 
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Môi trường được khử trùng (121 °C, 15 phút, pH 7.0). 

Sau đó, 1 mL dịch vi khuẩn hoạt hóa được đưa vào 

các bình tam giác và nuôi lắc ở 150 rpm trong 24 giờ. 

Chỉ tiêu đánh giá: mật độ vi sinh vật. 

Dựa trên môi trường dinh dưỡng đã lựa chọn, tiến 

hành khảo sát đơn yếu tố để xác định các thông số 

nuôi cấy thích hợp nhất, bao gồm: Nhiệt độ nuôi cấy 

thích hợp: 28oC; 30oC; 32oC; 34oC và 36oC; pH thích 

hợp của môi trường nuôi cấy: 6.0; 6.5; 7.0; 7.5; 8.0; 

Tốc độ lắc thích hợp: 0 rpm, 100 rpm, 150 rpm, 200 

rpm, 250 rpm; Thời gian nuôi cấy thích hợp: theo dõi 

mật độ vi sinh vật sau 24, 36, 48, 60, 72 h nuôi cấy.  

- Nhân sinh khối quy mô hệ thống Bioreactor 14 

L: Sau khi xác lập các thông số tối ưu từ quy mô bình 

tam giác, chủng EB.KN18 được đưa vào nhân nuôi 

trong hệ thống lên men tự động Bioreactor (BiFlo, 

Brunswick, Hoa Kỳ) với dung tích 14 L (tỷ lệ giống 

5%). Quá trình lên men được kiểm soát chặt chẽ và 

thu mẫu tại các thời điểm 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 giờ để 

đánh giá tốc độ nhân mật độ tế bào thực tế. 

2.6. Phương pháp xử lý số liệu 

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu 

nhiên (CRD) với 21 nghiệm thể (gồm 20 chủng vi 

sinh vật phân lập và 01 nghiệm thể đối chứng), mỗi 

nghiệm thể được thực hiện với 3 lần lặp lại (mỗi đĩa 

Petri đại diện cho 01 lần lặp lại, chứa 01 điểm cấy đối 

kháng). Số liệu thu thập được trình bày dưới dạng giá 

trị trung bình ± độ lệch chuẩn (Mean ± SD). Sự sai 

khác có ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thể được 

phân tích bằng phép thử Duncan (p < 0.01) trên phần 

mềm SPSS 20.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả phân lập các chủng vi khuẩn nội sinh 

Kết quả khảo sát đặc điểm hình thái khuẩn lạc của 

20 chủng vi khuẩn nội sinh phân lập từ rễ sầu riêng 

tại xã Krông Năng được trình bày ở Bảng 3.1.  

Nhìn chung, các chủng vi khuẩn thể hiện sự đa 

dạng về đặc điểm hình thái khuẩn lạc thông qua các 

tiêu chí như hình dạng, màu sắc, bề mặt, mặt cắt 

ngang và mép khuẩn lạc. Xét về hình dạng, phần lớn 

các chủng có khuẩn lạc tròn, tròn đều hoặc bầu dục; 

ngoài ra, một số chủng có hình dạng không đều 

(EB.KN13, EB.KN14 và EB.KN19). Màu sắc khuẩn 

lạc dao động từ trắng, trắng sữa, vàng nhạt, vàng đến 

nâu nhạt, trong đó nhóm màu trắng và trắng sữa 

chiếm ưu thế. Bề mặt khuẩn lạc chủ yếu ở trạng thái 

bóng, bóng khô hoặc bóng ướt; một số chủng có bề 

mặt mờ, thô ráp hoặc có đặc tính dính. Về mặt cắt 

ngang, đa số các chủng có khuẩn lạc dạng lồi, trong 

khi một số chủng có dạng phẳng. Mép khuẩn lạc được 

ghi nhận với ba dạng chính gồm mép bằng phẳng, 

mép lượn sóng hoặc mép răng cưa. 

3.2. Tuyển chọn vi khuẩn nội sinh có khả năng đối 

kháng nấm bệnh Colletotrichum gloeosporioides  

Sau quá trình phân lập, 20 chủng vi khuẩn nội sinh 

được đánh giá về khả năng đối kháng với nấm bệnh. 

Kết quả ghi nhận 8 chủng thể hiện hoạt tính đối kháng 

mạnh đối với nấm C. gloeosporioides, với tỷ lệ ức chế 

dao động từ 50,83% đến 66,92% (Bảng 3.2). Trong 

đó, chủng EB.KN18 có hiệu lực cao nhất (66,92 ± 

2,85%), tiếp theo là EB.KN6 (62,50 ± 1,99%) và 

EB.KN20 (60,42 ± 2,70%). 

Kết quả này tương đồng với nhiều nghiên cứu đã 

công bố. Nghiên cứu của Holkar et al. (2024) ghi nhận 

các chủng vi khuẩn nội sinh phân lập từ cây nho có 

khả năng ức chế C. gloeosporioides đạt 55,6–56,1%. 

Tương tự, Zanudin et al. (2020) báo cáo một số chủng 

vi sinh vật nội sinh có hiệu lực đối kháng với tác nhân 

gây bệnh thán thư đạt khoảng 67,38%. 

Bảng 3.1. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn nội sinh sầu riêng tại xã Krông Năng 

T

T 

Chủng vi 

khuẩn nội sinh 

Mô tả đặc điểm khuẩn lạc 

Hình dạng Màu sắc Bề mặt 
Mặt cắt 

ngang 
Mép 

1 EB.KN1 Tròn Trắng Bóng Lồi Răng cưa 

2 EB.KN2 Bầu dục Trắng Bóng khô Lồi Lượn sóng 

3 EB.KN3 Tròn đều Trắng Bóng khô Lồi Bằng phẳng 

4 EB.KN4 Tròn Vàng nhạt Bóng khô Lồi Bằng phẳng 

5 EB.KN5 Tròn đều Trắng Bóng ướt Lồi Lượn sóng 

6 EB.KN6 Tròn đều Trắng Bóng ướt Lồi Bằng phẳng 

7 EB.KN7 Bầu dục Vàng nhạt Bóng khô Lồi Lượn sóng 

8 EB.KN8 Bầu dục Trắng sữa Bóng khô Phẳng Lượn sóng 

9 EB.KN9 Tròn Trắng Bóng khô Lồi Bằng phẳng 

10 EB.KN10 Bầu dục Vàng nhạt Bóng khô Lồi Răng cưa 

11 EB.KN11 Tròn Trắng sữa Mờ, thô ráp Phẳng Răng cưa 

12 EB.KN12 Tròn Vàng Bóng, mờ đục Phẳng Bằng phẳng 

13 EB.KN13 Không đều Trắng sữa Mờ, thô ráp Phẳng Răng cưa 

14 EB.KN14 Không đều Vàng 
Bóng, mịn, 

dính 
Lồi Bằng phẳng 
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Lê Minh Tường và cộng sự (2024) cũng cho thấy 

6/28 chủng xạ khuẩn có khả năng đối kháng với 

Colletotrichum sp. với tỷ lệ ức chế từ 52,64% đến 

63,22%. Bên cạnh đó, vi khuẩn lactic Lactobacillus 

plantarum LKC1 phân lập từ kim chi có khả năng ức 

chế nấm thán thư trên xoài cát đạt 64,86% (Nguyễn 

Ánh Linh và cộng sự, 2023). Đối với nhóm Bacillus, 

Figueroa et al. (2022) ghi nhận Bacillus 

amyloliquefaciens ức chế C. gloeosporioides với hiệu 

lực 61,75%, đồng thời làm chậm sự xuất hiện triệu 

chứng và làm giảm mức độ nghiêm trọng của bệnh 

thán thư trên cây đu đủ. Ngoài ra, các chủng Bacillus 

sp. còn có khả năng tiết các enzyme ngoại bào như 

protease, cellulase, chitinase và siderophore, góp 

phần ức chế sự phát triển của nấm bệnh (Ajuna et al., 

2023). Bên cạnh đó, nấm đối kháng Trichoderma 

asperellum MSU007 cũng đạt tỷ lệ ức chế từ 50,76% 

đến 74,85% và bảo vệ lá sầu riêng hiệu quả hơn thuốc 

hóa học carbendazim (Sutthisa et al., 2023). Nhìn 

chung, các chủng vi khuẩn nội sinh trong nghiên cứu 

này thể hiện khả năng đối kháng với C. 

gloeosporioides khá tiềm năng so với những công bố 

trước đây.  

 
Hình 3.1. Hình ảnh hoạt tính kháng nấm của chủng vi khuẩn EB.KN18 với nấm C. gloeosporioides 

Ghi chú: A. Hình ảnh mặt trước đĩa; B. Hình ảnh mặt sau đĩa. D1: Bán kính nấm trên đĩa đối chứng (cm); 

D2: Bán kính nấm trên đĩa đối kháng với vi khuẩn (cm). 

Bảng 3.2. Hiệu lực đối kháng nấm Colletotrichum 

gloeosporioides của các chủng vi khuẩn nội sinh 

cây sầu riêng 

T

T 

Chủng vi 

khuẩn nội 

sinh 

Hiệu lực kháng C. 

gloeosporioides (%) 

1 EB.KN1 51,92 ± 1,78f 

2 EB.KN4 54,42 ± 1,99e 

3 EB.KN6 62,50 ± 1,99b 

4 EB.KN7 51,25 ± 1,98g 

5 EB.KN12 50,83 ± 1,99h 

6 EB.KN18 66,92 ± 2,85a 

7 EB.KN19 55,83 ± 1,99d 

8 EB.KN20 60,42 ± 2,70c 

Ghi chú: Các kí hiệu a-h khác nhau có ý nghĩa 

thống kê. 

3.3. Kết quả định danh chủng vi khuẩn nội sinh có 

khả năng đối kháng cao với nấm bệnh 

Colletotrichum gloeosporioides  

Kết quả định danh chủng EB.KN18 được xác định 

là Bacillus amyloliquefaciens (Hình 3.2). B. 

amyloliquefaciens  là vi khuẩn Gram dương hiếu khí 

và có khả năng di chuyển linh hoạt, là tác nhân an 

toàn nội sinh phổ biến của thực vật. Sự hiện diện của 

loài vi khuẩn này mang lại nhiều giá trị thực tiễn cho 

sản xuất nông nghiệp thông qua việc tiết ra các chất 

kháng sinh sinh học đối kháng với tác nhân gây bệnh, 

đồng thời thúc đẩy sự phát triển toàn diện của thực 

vật. Trong nghiên cứu này, B. amyloliquefaciens 

EB.KN18 có khả năng ức chế C. gloeosporioides tới 

66,92%, nhiều khả năng nhờ năng lực tổng hợp các 

lipopeptide kháng sinh như surfactin, iturin, fengycin 

(Yamamoto et al., 2015). Do đó, B. amyloliquefaciens 

EB.KN18 được xem là ứng viên tiềm năng cho việc 

phát triển các chế phẩm sinh học trong quản lý bệnh 

thán thư trên sầu riêng. Tuy nhiên, các đánh giá hiệu 

quả đối kháng in vivo trên cây sầu riêng trong điều 

kiện nhà kính và đồng ruộng cần tiếp tục được nghiên 

15 EB.KN15 Tròn Trắng 
Bóng, mịn, 

mờ 
Phẳng Lượn sóng 

16 EB.KN16 Tròn Vàng 
Bóng, mịn, 

đục 
Phẳng Bằng phẳng 

17 EB.KN17 Tròn Nâu nhạt 
Bóng, mịn, 

mờ 
Lồi Bằng phẳng 

18 EB.KN18 Tròn Vàng Mờ, thô ráp Phẳng Răng cưa 

19 EB.KN19 Không đều Trắng sữa 
Bóng, mịn, 

dính 
Lồi Răng cưa 

20 EB.KN20 Tròn Vàng 
Mờ, nhẵn, 

trong suốt 
Lồi Bằng phẳng 
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cứu trước khi đưa vào ứng dụng thực tế (Luo et al., 

2022; Tran Thi Ha Trang et al., 2025). 

 
Hình 3.2. Kết quả định danh sinh học phân tử của chủng vi khuẩn EB.KN18 

3.4. Kết quả nghiên cứu nhân nuôi chủng Bacillus amyloliquefaciens EB.KN18 

Nguồn nitơ và các nguyên tố vi lượng trong môi 

trường nuôi cấy ảnh hưởng lớn đến sự sinh trưởng của 

các vi khuẩn thuộc chi Bacillus. Trên cơ sở đó, nghiên 

cứu tiến hành sàng lọc nguồn protein phù hợp nhằm 

tối ưu quá trình tăng sinh khối chủng B. 

amyloliquefaciens EB.KN18. Bã men bia (BMB), 

một phụ phẩm của quá trình sản xuất bia, chiếm 

khoảng 1,5–2,5% tổng sản lượng bia trên quy mô toàn 

cầu (Bekatorou et al., 2015). Đặc biệt, hàm lượng 

protein trong bã men bia tương đối cao (22,18%), 

cùng với các thành phần khoáng và carbohydrate 

(Nguyen et al., 2024). 

Kết quả nghiên cứu cho thấy BMB là nguồn dinh 

dưỡng phù hợp cho sự sinh trưởng của chủng 

EB.KN18 (Hình 3.3A). Mật độ tế bào đạt 18,81×108 

CFU/mL ở nồng độ cơ chất BMB/LB là 7/3, cao hơn 

so với môi trường LB thương mại. Nồng độ BMB 

càng tăng, mật độ tế bào càng tăng. Kết quả này phù 

hợp với xu hướng tận dụng phế phụ phẩm nông 

nghiệp và công nghiệp làm nguồn cơ chất trong sản 

xuất chế phẩm sinh học (Ngô Văn Anh và cộng sự, 

2024; Trần Thị Hà Trang và cộng sự, 2024). Do đó, 

tỷ lệ nồng độ cơ chất BMB/LB là 7/3 được lựa chọn 

làm nguồn dinh dưỡng chính cho các thí nghiệm tiếp 

theo. Việc xác định nồng độ BMB thích hợp không 

chỉ góp phần nâng cao hiệu suất thu sinh khối mà còn 

giúp giảm chi phí sản xuất và tận dụng hiệu quả nguồn 

phụ phẩm.  

Nhiệt độ là một trong những yếu tố ảnh hưởng trực 

tiếp đến tốc độ sinh trưởng của vi khuẩn. Trong 

khoảng nhiệt độ khảo sát, chủng EB.KN18 sinh 

trưởng tốt nhất ở 36°C với mật độ tế bào đạt 

30,02×108 CFU/mL (Hình 3.3B). Bên cạnh đó, chủng 

EB.KN18 sinh trưởng tốt trong khoảng pH 6,5–7,5 và 

đạt mật độ tế bào cao nhất tại pH 7,0 (Hình 3.3C). Kết 

quả khá tương đồng với kết quả nghiên cứu trên 

chủng B. amyloliquefaciens EB.CK9 (Ngô Văn Anh 

và cộng sự, 2024). Ngoài các yếu tố môi trường, thời 

gian nuôi cấy và tốc độ lắc cũng ảnh hưởng đến sự 

tích lũy sinh khối của chủng EB.KN18 (Hình 3.3D và 

Hình 3.3E). Mật độ tế bào tăng nhanh và đạt giá trị 

cao nhất sau 48 giờ nuôi cấy, khoảng 95,0×108 

CFU/mL, cao gấp khoảng 1,48 lần so với sau 24 giờ. 

Sau thời điểm này, mật độ tế bào giảm dần, có thể do 

nguồn dinh dưỡng trong môi trường suy giảm, đồng 

thời các sản phẩm chuyển hóa tích lũy làm ảnh hưởng 

đến khả năng sinh trưởng của vi khuẩn (Trần Thị Hà 

Trang và cộng sự, 2024). Dù vậy, phương pháp khảo 

sát đơn yếu tố còn hạn chế do chưa đánh giá được ảnh 

hưởng tương tác giữa các thông số nhiệt độ, pH và tốc 

độ lắc. Việc áp dụng phương pháp bề mặt đáp ứng sẽ 

được triển khai trong các nghiên cứu tiếp theo để tối 

ưu hóa triệt để hơn. Những kết quả này bước đầu cung 

cấp cơ sở quan trọng để thiết lập các điều kiện nuôi 

cấy thích hợp cho quá trình lên men quy mô lớn hơn. 

Hiện nay, B. amyloliquefaciens được xem là một 

trong những tác nhân kiểm soát sinh học có tiềm năng 

nhờ khả năng đối kháng với tác nhân gây bệnh và hỗ 

trợ tăng cường khả năng chống chịu của cây trồng 

(Ngô Văn Anh và cộng sự, 2024). Trong nghiên cứu 

này, chủng B. amyloliquefaciens EB.KN18 được nuôi 

cấy thành công trong hệ thống bioreactor 14 L và đạt 

mật độ 7,08×1011 CFU/mL sau 10 giờ lên men (Hình 

3.4). Hiệu quả tăng sinh khối này có thể liên quan đến 

việc hệ thống Bioreactor duy trì ổn định các thông số 

pH 7,0 ở 36°C, tốc độ khuấy (200 rpm) và tốc độ sục 

khí (2 vvm) trong suốt quá trình nuôi cấy. Nồng độ 

oxy hòa tan (DO) được duy trì tự động trên 20% thông 

qua việc tự động điều chỉnh tốc độ sục khí. Đồng thời, 

hiện tượng tạo bọt được kiểm soát bằng cách bổ sung 

dầu ăn thực phẩm thủ công qua cổng bơm nguyên liệu 

mỗi khi quan sát thấy xuất hiện bọt. So với phương 

pháp nuôi cấy trong bình tam giác, hệ thống 

bioreactor cho mật độ tế bào cao hơn đáng kể, cho 
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thấy chủng EB.KN18 có khả năng sinh trưởng tốt 

trong môi trường chứa BMB và có tiềm năng ứng 

dụng trong sản xuất chế phẩm sinh học ở quy mô lớn.  

Kết quả của nghiên cứu này khá tương đồng với 

các báo cáo trước đây. Frederico et al. (2019) ghi nhận 

chủng B. amyloliquefaciens IT45 đạt mật độ 3,0×109  

CFU/mL sau 48 giờ lên men trong Bioreactor 40 L. 

Tương tự, chủng B. amyloliquefaciens EB.CK9 đạt 

mật độ 9,85×1011  CFU/mL sau 8 giờ lên men (Trần 

Thị Hà Trang và cộng sự, 2024) và đạt 8,25×1011  

CFU/mL sau 10 giờ (Ngô Văn Anh và cộng sự, 2024). 

Sự khác biệt về mật độ tế bào giữa các nghiên cứu có 

thể liên quan đến sự khác nhau về chủng vi khuẩn, 

thành phần môi trường nuôi cấy, quy mô thiết bị và 

điều kiện vận hành của hệ thống lên men.  

 
Hình 3.3. Kết quả nhân nuôi chủng Bacillus amyloliquefaciens EB.KN18 trong bình tam giác 

Ghi chú: A. Môi trường nuôi cấy; B. Nhiệt độ nuôi cấy; C. pH nuôi cấy; D. Thời gian nuôi cấy; E. Tốc độ 

lắc.Các kí hiệu a-f khác nhau có ý nghĩa thống kê 
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Hình 3.4. Nhân nuôi B. amyloliquefaciens EB.KN18 trong Biooreactor 

Ghi chú: A. Môi trường trước nuôi cấy; B. Môi trường sau nuôi cấy 12 giờ. 

4. KẾT LUẬN  

Nghiên cứu đã phân lập được 20 chủng vi khuẩn 

nội sinh và tuyển chọn được 8 chủng có khả năng đối 

kháng với nấm Colletotrichum gloeosporioides gây 

bệnh thán thư trên sầu riêng tại tỉnh Đắk Lắk. Trong 

số đó, chủng EB.KN18 thể hiện hoạt tính đối kháng 

cao nhất với hiệu suất ức chế đạt 66,92% và được định 

danh là Bacillus amyloliquefaciens dựa trên trình tự 

gen 16S rRNA. 

Bã men bia được xác định là nguồn dinh dưỡng 

phù hợp cho quá trình tăng sinh khối chủng B. 

amyloliquefaciens EB.KN18. Điều kiện nuôi cấy 

thích hợp trong bình tam giác gồm nhiệt độ 36 °C, pH 

7,0 và tốc độ lắc 200 rpm, cho mật độ tế bào đạt 

(95,0×108) CFU/mL sau 48 giờ nuôi cấy. Khi nuôi 

cấy trong hệ thống Bioreactor 14 L, mật độ tế bào đạt 

(7,08×1011) CFU/mL sau 10 giờ lên men. Các kết quả 

nghiên cứu cho thấy chủng B. amyloliquefaciens 

EB.KN18 có tiềm năng ứng dụng trong phát triển chế 

phẩm sinh học phòng trừ bệnh thán thư trên sầu riêng. 

Tuy nhiên, cần tiếp tục đánh giá hiệu quả của chủng 

trong điều kiện nhà lưới và ngoài đồng ruộng trước 

khi triển khai ứng dụng thực tiễn. 
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ABSTRACT 

Colletotrichum gloeosporioides is the causal agent of anthracnose in durian and is responsible for 

significant yield and quality losses, particularly under warm and humid conditions during the rainy season. 

This study aimed to isolate and screen indigenous endophytic bacteria from durian roots for their antagonistic 

activity against the pathogen. From 30 durian root samples, 20 bacterial strains were isolated. Antifungal 

activity was evaluated using the dual culture assay, and the data were analyzed by one-way ANOVA followed 

by Duncan's multiple range test (p < 0.01). Eight strains exhibited high antifungal efficacy (50.88%–66.92%). 

Among them, strain EB.KN18 showed the highest inhibition rate (66.92%) and was identified as Bacillus 

amyloliquefaciens based on 16S rRNA gene sequencing. Under flask culture conditions (36 °C, pH 7, 200 

rpm), strain EB.KN18 reached a cell density of 95.0×10⁸ CFU/mL after 48 h. When cultivated in a 14 L 

bioreactor, the bacterial density reached 7.08×10¹¹ CFU/mL after 10 h. Bacillus amyloliquefaciens EB.KN18 

is a promising candidate for the development of biological products, contributing to safe and sustainable 

durian cultivation. 

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, biocontrol, Colletotrichum gloeosporioides, durian, endophytic 

bacteria, fermentation. 
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