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Tóm tắt: Trong nghiên cứu này đề cập đến ảnh hưởng của một số yếu tố (pH, nồng độ 

chất rắn, độ thoáng khí và lên men) lên sinh trưởng của B. thuringiensis (Bt) trong môi 

trường nuôi cấy sử dụng bùn hoạt tính của nhà máy bia. Vi khuẩn B. thuringiensis có khả 

sinh trưởng trong môi trường có độ pH từ pH 6–8 và hình thành delta–endotoxin cao nhất 

(617,67 mg/l) ở pH 7. Nồng độ chất rắn cho delta–endotoxin cao nhất là 20–25 g/l. Ở tỷ lệ 

môi trường nuôi cấy trong bình nón 2:10 (v/v) chủng B.thuringiensis sinh trưởng tốt nhất, 

mật độ tế bào đạt cực đại 2,9×108 CFU/ml và nồng độ delta–endotoxin đạt 619,06 mg/l. 

Quá trình cấp khí liên tục là cần thiết đối với B. thuringensis trong quá trình nuôi, ngưng 

cấp khí dù ở giai đoạn nào cũng ảnh hưởng đến delta–endotoxin của Bt. Khi nuôi cấy 

trong hệ lên men với điều kiện pH = 7, oxy hòa tan 4 mg/l, Bt cho độc tính cao hơn khi 

nuôi bình tam giác, delta–endotoxin đạt 725,05 mg/l sau 48h. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy, B.thuringiensis có khả năng sinh trưởng tốt trên bùn hoạt tính từ nước thải bia và có 

triển vọng ứng dụng trong thực tế. 

Từ khóa: B. thuringiensis; Bùn; pH; Nồng độ chất rắn và tỷ lệ môi trường.  

 

 

1. Mở đầu 

Ngày nay, bên cạnh sự phát triển của công nghiệp phục vụ cho đời sống, con người 

cũng tạo ra một lượng chất thải lớn. Một trong những chất thải đó là bùn thải. Bùn thải từ 

các nhà máy, kênh mương chứa nước thải sinh hoạt, bệnh viện…. Bùn hầu hết chỉ được 

loại bỏ bằng phương pháp chôn lấp và một phần được tận dụng làm phân bón. Tuy nhiên, 

khả năng tận dụng không nhiều và hiệu quả chưa cao. [1] đã sử dụng axit xitric ở pH 3–4 để 

loại bỏ kịm loại trong bùn thải, hiệu quả loại bỏ Cu 60–70% và Zn 90–100%, còn các loại 

kim loại khác thì chưa thấy đề cập. [2] cũng đề cập đến việc thu hồi phèn trong bùn bằng 

axit sunfuric. [3] cũng đưa ra các công nghệ xử lý bùn thải như biến bùn thành phân bón, 

thành nhiên liệu. [4] đã cho thấy nguy cơ tích lũy kim loại nặng trong cải bắp rất cao bởi 

việc sử dụng phân bón từ bùn thải (As, Cd, Cr, Zn vượt quá giới hạn cho phép rất nhiều. [5] 

đã đưa ra những rủi ro và kẽ hở trong quản lý bùn đối với sức khỏe con người và môi 

trường. Vì vậy, việc nghiên cứu sử dụng bùn thải làm nguyên liệu nuôi cấy vi sinh vật phục 
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vụ cho nông nghiệp và đời sống sẽ góp phần giảm thiểu bùn thải và giảm một số nguy cơ 

tích lũy kim loại nặng trong cây trồng. Bởi các loại bùn được lựa chọn nuôi cấy vi sinh vật 

thường là các loại có hàm lượng dinh dưỡng cao, kim loại nặng ở ngưỡng cho phép. 

Canada là một trong những nước đã nghiên cứu thành công sử dụng bùn thải sinh học để 

sản xuất các chế phẩm sinh học. [6–8] đã thu nhận được thuốc trừ sâu sinh học khi nuôi cấy 

Bt trên nước thải và bùn thải có hàm lượng tinh bột cao. [9–10] đã sử dụng bùn thải sinh 

hoạt, bùn thải công nghiệp nuôi vi sinh tạo phân bón vi sinh cố định đạm, với mật độ đạt 

109 CFU/ml. Ngày nay nông nghiệp đang hướng tới nông nghiệp sạch nên việc tìm kiếm 

các nguồn thuốc trừ sâu sinh học cũng đã được nghiên cứu từ rất sớm, [11–12] đã đề cập 

đến việc hình thành độc tính của Bacillus thuringiensis. Một số nghiên cứu về nuôi cấy 

Bacillus thuringiensis trên bùn thải nước thải ở Canada cũng thu được kết quả khả quan. 

Kết quả các nghiên cứu [13–17] cho thấy có thể thu nhận thuốc trừ sâu sinh học từ việc 

nuôi cấy Bt trên nước thải, bùn thải công nghiệp sản xuất tinh bột, hàm lượng delta–

endotoxin có thể đạt trên 600 mg/l. Nghiên cứu [18] cho thấy khi tạo thuốc trừ sâu sinh học 

sử dụng bùn thải làm nguyên liệu trong hệ lên men 150 lít có thể tăng lượng bào tử 38–

55%, độc tố tăng 30%. [19] cho thấy các chủng Bacillus thuringiensis được phân lập lại từ 

bùn thải lại cho hoạt tính trừ sâu cao hơn hẳn so với chủng tiêu chuẩn. Ở Việt Nam, các 

năm qua cũng đã có một số công trình nghiên cứu nuôi cấy Bacillus thuringiensis trên bùn 

thải sinh học (độc tính delta–endotoxin cũng đạt trên 600 mg/l) [20–21]. Tuy nhiên, các 

nghiên cứu mới dùng ở các quy mô nhỏ trong phòng thí nghiệm, để có thêm dữ liệu và cơ 

hội mở rộng ứng dụng thuốc trừ sâu sinh học cần có các nghiên cứ thêm về nuôi cấy Bt trên 

bùn thải. Vì vậy, nghiên cứu này đề cập tới ảnh hưởng của một số yếu lên sinh trưởng của 

Bacillus thuringiensis trong môi trưởng sử dụng bùn hoạt tính của nhà máy bia định hướng 

cho sản xuất thuốc trừ sâu sinh học. 

2. Nguyên liệu và phương pháp 

2.1. Quy trình nghiên cứu 

Bước 1. Thủy phân bùn hoạt tính lấy từ nhà máy bia tạo nguyên liệu cơ sở cho nuôi 

cấy Bacillus thuringiensis. 

Bước 2. Điều chỉnh các thông số theo các yêu cầu thí nghiệm. 

Bước 3. Xác định các chỉ tiêu trong các thí nghiệm. 

Bước 4. Tổng hợp số liệu, đánh giá số liệu, đưa ra các chỉ số thích hợp cho nuôi cấy 

Bacillus thuringiensis. 

2.2. Nguyên liệu 

Bảng 1. Đặc tính của bùn thải của Nhà máy bia Hà Nội. 

Chỉ tiêu Đơn vị tính Số lượng Chỉ tiêu Đơn vị tính Số lượng 

Bùn thải m3/ngày 10 Mg mg/kg 4238 ± 7,9 

TOC g/kg 213,5 ± 11,2 K mg/kg 2736 ± 9,7 

VSS % 52,7 ± 0,5 Na mg/kg 8320,4 ± 11,2 

TNK g/kg 22,2 ± 1,2 As mg/kg 9,7 ± 0,4 

TN g/kg 24,1 ± 1,8 Hg mg/kg 1,2 ± 0,05 

TP g/kg 18 ± 0,9 Pb mg/kg 17,2 ± 0,3 

Ca mg/kg 9541 ± 8,9    

Chủng vi khuẩn Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1, nguồn gốc Canada. 

Môi trường nuôi cấy và hoạt hóa B. thuringiensis: TSB (Tryptone Soya Broth), TSA 

(Tryptone Soya Agar). 
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2.3. Phương pháp xác định mật độ tế bào và bào tử 

Để xác định số lượng tế bào, mẫu được pha loãng bằng muối sinh lý (0,85% w/v) đã 

khử trùng. Mẫu pha loãng (0,1 ml) được cấy trên đĩa thạch chứa môi trường TSA và được ủ 

ở 30oC trong 24h để cho khuẩn lạc phát triển hoàn thiện.  

Để xác định bào tử, mẫu pha loãng được làm nóng trong bể dầu 80oC 10 phút sau đó để 

lạnh trong nước đá 5 phút. Số lượng tế bào và bào tử được xác định thông qua đếm khuẩn 

lạc sinh trưởng trên môi trường thạch TSA. Công thức xác định: 

X = a×b×10 (CFU/ml)    (1) 

Trong đó a là số lượng khuẩn lạc xuất hiện trên đĩa petri; b là nghịch đảo của nồng độ 

pha loãng. 

2.4. Phương pháp xác định nồng độ độc tố delta–endotoxin trong dịch nuôi cấy 

Delta–endotoxin được xác định trên cơ sở hòa tan tinh thể protein độc trong môi 

trường kiềm: 1ml mẫu dịch nuôi cấy được ly tâm 10000 g trong 10 phút ở 4oC. Phần cặn 

bao gồm bào tử, tinh thể protein độc, mảnh vụn tế bào và phần rắn lơ lửng còn lại được sử 

dụng để xác định nồng độ tinh thể protein độc hòa tan (delta–endotoxin). Phần cặn được 

rửa 3 lần mỗi lần bằng 1 ml 0.14M NaCl–0,01% Triton X – 100. Việc rửa này giúp loại bỏ 

các protein và các proteaza còn bám vào phần cặn. Phần cặn đã rửa chứa tinh thể protein 

được thủy phân trong dung dịch NaOH 0,05N (pH 12,5) trong 3h ở 30oC trong điều kiện có 

khuấy. Dịch huyền phù sau đó được ly tâm ở 10000 g trong 10 phút ở 4oC, phần cặn sau khi 

ly tâm sẽ được loại bỏ còn phần dịch nổi sẽ được dùng để xác định hàm lượng delta–

endotoxin theo phương pháp Bradford sử dụng BSA làm chất chuẩn [22]. 

2.5.  Các phương pháp nghiên cứu: 

2.5.1. Nghiên cứu ảnh hưởng của pH  

Bùn thải được tiền xử lý bằng phương pháp thủy phân, sau đó được điều chỉnh về các 

pH khác nhau trước khi khử trùng ở 121oC trong 15 phút. Các mẫu bao gồm: TSB 

(Tryptone Soya Broth), pH5 (bùn được điều chỉnh về pH = 5), pH6 (bùn được điều chỉnh về 

pH = 6), pH7 (bùn được điều chỉnh về pH = 7) và pH8 (bùn được điều chỉnh về pH = 8). 

Các môi trường sử dụng bùn làm nguyên liệu có hàm lượng rắn là 20 g/l, thể tích dịch nuôi 

cấy 2:10 (v/v). 

Từ giống gốc Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1 hoạt hóa trên môi trường dịch 

thể TSB ở 30oC, 200 vòng/phút trong 12h cấy vào các phương án thí nghiệm trên với tỷ lệ 

1% về thể tích. Sau đó nuôi cấy ở 30oC, 200 vòng/phút. Tiến hành lấy mẫu ở 0h, 12, 24. 36, 

48, 60,72 h để xác định mật độ tế bào, bào tử và nồng độ delta–endotoxin. 

2.5.2. Phương pháp nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ chất rắn 

Bùn lấy từ nhà máy bia tại công đoạn lắng được ly tâm để tách chất rắn sau đó tái 

huyền phù bằng dịch nổi ly tâm với các nồng độ rắn khác nhau để tiến hành thí nghiệm. Thí 

nghiệm được chia làm 6 phương án: TN1 (môi trường TSB), TN2 (môi trường bùn thải bia 

chứa 1,5% chất rắn), TN3 (môi trường bùn thải bia chứa 2,0% chất rắn), TN4 (môi trường 

bùn thải bia chứa 2,5% chất rắn) và TN5 (môi trường bùn thải bia chứa 3,0% chất rắn). Tất 

cả các môi trường pH ban đầu đều được điều chỉnh bằng 7. 

Cấy giống với tỷ lệ 1% (v/v) vào các mẫu trên và nuôi cấy lắc ở 200 vòng/phút, 30oC. 

Lấy mẫu ở các thời điểm 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72h để xác định số lượng tế bào, sự hình 

thành bào tử và delta–endotoxin. 

2.5.3. Ảnh hưởng của độ thoáng khí  

Để nghiên cứu ảnh hưởng của độ thoáng khí tiến hành thí nghiệm như sau: Chuẩn bị 

môi trường bùn bia có nồng độ chất rắn 2,0% và pH môi trường bằng 7. Dịch môi trường 



Tạp chí Khí tượng Thủy văn 2023, 748, 53-63; doi:10.36335/VNJHM.2023(748).53-63 56 

được phân vào các bình với tỷ lệ (v/v) khác nhau theo các phương án thí nghiệm sau: TN1 

(tỷ lệ dịch 2:10), TN2 (tỷ lệ dịch 3:10), TN3 (tỷ lệ dịch 4:10) và TN4 (tỷ lệ dịch 5:10). 

Các phương án thí nghiệm sau khi cấy giống được nuôi cấy ở 200 vòng/phút, 30oC. 

Mẫu thí nghiệm được lấy ở 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72h để xác định mật độ tế bào, bào tử và 

nồng độ delta–endotoxin. 

2.5.4. Nghiên cứu ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy liên tục và gián đoạn 

Đối với nhóm vi sinh vật có khả năng hình thành bào tử thì điều kiện nuôi cấy có ảnh 

hưởng rất nhiều tới việc hình thành bào tử. Vì vậy, nghiên cứu ảnh hưởng của việc nuôi cấy 

gián đoạn tới quá trình sinh trưởng, hình thành bào tử và độc tính delta–endotoxin của Bt là 

cần thiết. Thí nghiệm được bố trí như sau: 

Bùn bia có nồng độ chất rắn 2,0% được xử lý bằng phương pháp thủy phân rồi điều 

chỉnh về pH = 7, khử trùng và được cấy giống với tỷ lệ 1% (v/v) rồi được nuôi cấy ở 200 

vòng/phút ở 30oC, các thí nghiệm được bố trí như sau: 

TN5: nuôi cấy lắc liên tục 

TN6: nuôi cấy lắc liên tục 0–2h, để tĩnh ở nhiệt độ phòng 12–24h, sau đó tiếp tục nuôi 

cấy lắc tới 72h. 

TN7: nuôi lắc liên tục từ 0–24h, để tĩnh ở nhiệt độ phòng 24–36h, sau đó tiếp tục nuôi 

cấy lắc tới 72h. 

TN8: nuôi lắc liên tục từ 0–36h, để tĩnh ở nhiệt độ phòng 36–48h, sau đó tiếp tục nuôi 

cấy lắc tới 72h. 

Tất cả các thí nghiệm đều lấy mẫu ở 0, 12, 24, 36, 48, 60 và 72h để xác định số lượng 

tế bào, sự hình thành bào tử và delta–endotoxin. 

2.5.5. So sánh kết quả nuôi cấy B. thuringiensis trong bình nón và bình lên men 

Tiến hành so sánh về mật độ tế bào, sự hình thành bào tử và delta–endotoxin nuôi cấy 

trong bình nón 500 ml, thể tích dịch 100 ml với bình lên men 15 lít thể tích làm việc 10 lít. 

- Thí nghiệm bình tam giác được bố trí như sau: bùn được xử lý bằng phương pháp 

thủy phân, nồng độ chất rắn của bùn 2,0%, pH = 7, tỷ lệ dịch nuôi cấy 1:5, tỷ lệ giống 1% 

(v/v), nuôi ở 30oC 200 vòng/phút. 

- Thí nghiệm nuôi cấy trong bình lên men 15 lít thể tích làm việc 10 lít được thực hiện 

với các thông số như sau: môi trường nuôi cấy là bùn thải chứa 2,0% chất rắn được xử lý 

bằng phương pháp thủy phân và được khử trùng, tỷ lệ giống 1% (v/v), lượng oxy hòa tan 

luôn duy trì 4 mg/l, pH luôn được duy trì 7±1 bằng NaOH 4N và H2SO4 4N thông qua hệ 

thống bơm tự động, chất kiểm soát bọt sử dụng là polypropylene glycol (PPG, sigma), nhiệt 

độ trong suốt quá trình lên men 30±1oC. 

Mẫu được lấy tại các thời điểm 0, 12, 24, 36, 48h để xác định mật độ tế bào, bào tử và 

delta–endotoxin. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Ảnh hưởng của pH 

pH là một trong các nhân tố có ảnh hưởng rất nhiều đến quá trình sinh trưởng và hình 

thành các sản phẩm của vi sinh vật. Sau đây là kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của pH khác 

nhau lên khả năng sinh trưởng, hình thành bào tử và độc tố delta–endotoxin của Bacillus 

thuringiensis var. kurstaki HD–1 (Hình 1). Hình 1 chỉ ra rằng, đối với môi trường có pH từ 

6–8 Bt sinh trưởng tốt, mật độ cực đại đạt 108. 

CFU/ml và tương đương với môi trường TSB. Còn đối với môi trường có pH = 5 mật 

độ tế bào tăng trưởng chậm và gần như không thay đổi so với thời điểm 0h. Mật độ cực đại 

chỉ đạt khoảng 105 CFU/ml cao hơn so với thời điểm 0h khoảng 10 lần. Tương tự đối với 

mật độ bào tử ở các môi trường có pH 6–8 cũng tăng theo thời gian và cực ađại đạt khoảng 
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108 CFU/ml, còn ở pH = 5 mật độ bào tử chỉ đạt 104 CFU/ml gần như không có sự khác 

biệt so với thời điểm ban đầu. Delta–endotoxin ở các pH khác nhau cũng cho giá trị khác 

nhau. Ở pH 6–8 nồng độ delta – endotoxin nhận được sau 48h cao và tương đương với 

nồng độ trên môi trường TSB, pH = 7 cho nồng độ delta–endotoxin cao nhất đạt 617,67 

mg/l. Đối với pH = 5 không chỉ ức chế khả năng sinh trưởng và hình thành bào tử mà còn 

ức chế cả quá trình hình thành delta–endotoxin, nồng độ cực đại chỉ đạt 546,82 mg/l. Từ kết 

qủa cho thấy, ở pH 6–8 chủng Bt có khả năng sinh trưởng và hình thành độc tố tốt, trong đó 

pH 7 cho khả năng hình thành độc tố tốt nhất. 

Với kết quả hàm lượng delta–endotoxin thu được đạt mức cao nhất ở pH = 7 trong 

khuôn khổ thí nghiệm này là tương đồng với nghiên cứu trước [16, 18]. 

 

Hình 1. Ảnh hưởng của pH lên khả năng sinh trưởng, hình thành bào tử và delta–endotoxin của 

Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1. 

3.2. Ảnh hưởng của nồng độ bùn 

Bên cạnh pH môi trường nuôi cấy thì chất dinh dưỡng hay nồng độ chất rắn cũng ảnh 

hưởng nhiều đến quá trình sinh trưởng, hình thành bào tử và độc tố của chủng Bacillus 

thuringiensis var. kurstaki HD–1. Sau đây là các kết quả đề cập tới ảnh hưởng của nồng độ 

chất rắn của bùn lên khả năng sinh trưởng, hình thành bào tử và độc tố của chủng vi khuẩn 

Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1. 

Ảnh hưởng của sự biến đổi nồng độ chất rắn (1,5; 2,0; 2,5; 3,0 và 3,5%) của bùn tới 

mật độ tế bào, bào tử và delta–endotoxin được chỉ ra ở hình 2. Kết quả chỉ ra rằng với nồng 

độ chất rắn 1,5–3,5% mật độ tế bào không có sự khác biệt nhiều, mật độ đều đạt khoảng 

108CFU/ml. Tuy nhiên, mật độ tế bào có xu hướng tăng dần ở nồng độ rắn 1,5–2,5% và có 

xu hướng giảm ở nồng độ chất rắn cao hơn. Mật độ bào tử ở các nồng độ chất rắn khác 

nhau không có sự biến động nhiều. Nồng độ delta–endotoxin có xu hướng tăng ở nồng độ 

chất rắn 1,5–2,5% và cao nhất đạt 619,06 mg/l, còn ở nồng độ chất rắn > 2,5% lại có xu 

hướng giảm. Tuy nhiên khi so sánh ở các nồng độ rắn khác nhau cho thấy ở nồng độ chất 

rắn 1,5% cho nồng độ delta–endotoxin thấp nhất chỉ đạt 497,28 mg/l; ở nồng độ chất rắn 

2,0–2,5% cho nồng độ delta–endotoxin cao nhất khoảng > 600 mg/l, còn ở nồng độ chất rắn 

lớn hơn 2,5% nồng độ delta–endotoxin 505,29–537,05 mg/l. 

Điều này cho thấy, khi nồng độ chất rắn tăng (> 2,5%) mặc dù có kích thích sinh 

trưởng và hình thành bào tử, nhưng nồng độ chất rắn cao cũng làm tăng độ nhớt và sự hỗn 

tạp dẫn đến hạn chế trao đổi oxy tác động đến quá trình hình thành delta–endotoxin. Ở 

nồng độ chất rắn 1,5% chủng vi khuẩn Bt vẫn sinh trưởng và hình thành bào tử tốt nhưng 

lượng delta–endotoxin lại thấp. Kết quả này có thể lý giải như sau khi nồng độ chất dinh 

dưỡng thấp thì chỉ đủ cung. 

557.12

546.82

563.99

617.67

562.34

1.00E+00

1.00E+01

1.00E+02

1.00E+03

1.00E+04

1.00E+05

1.00E+06

1.00E+07

1.00E+08

1.00E+09

TSB pH5 pH6 pH7 pH8

pH môi trường

M
ậ
t 
đ
ộ
 t
ế
 b

à
o
, 
b
à
o
 t
ử

 (
C

F
U

/m
l)

500

520

540

560

580

600

620

640

D
e
lt
a
 -

 e
n
d
o
to

x
in

 (
m

g
/l
)

TB BT Delta-endotoxin



Tạp chí Khí tượng Thủy văn 2023, 748, 53-63; doi:10.36335/VNJHM.2023(748).53-63 58 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của nồng độ chất rắn lên khả năng sinh trưởng, hình thành bào tử và delta – 

endotoxin. 

3.3. Ảnh hưởng của độ thoáng khí 

Độ thoáng khí hay lượng oxy hòa tan, là một nhân tố có ảnh hưởng rất nhiều đến quá 

trình sinh trưởng của vi sinh vật nói chung và Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1 nói 

riêng. Hơn nữa B. thuringiensis là chủng vi khuẩn hiếu khí nên lượng oxy cung cấp trong 

quá trình sinh trưởng, phát triển ảnh hưởng rất nhiều đến mật độ và khả năng hình thành 

các sản phẩm của chúng. Thí nghiệm nghiên cứu ảnh hưởng của tỷ lệ thể tích môi trường 

nuôi cấy lên khả năng sinh trưởng, tạo bào tử và độc tính của B. thuringiensis được trình 

bày ở hình 3.  

Kết quả cho thấy, tỷ lệ dịch nuôi cấy tăng thì khả năng sinh trưởng và hình thành 

delta–endotoxin của B. thuringiensis giảm. Ở TN1 tỷ lệ dịch nuôi cấy 2:10 (v/v) nồng độ 

delta–endotoxin đạt 619,06 mg/l, TN2 tỷ lệ dịch 3:10 (v/v) nồng độ đạt 519,06 mg/l, TN3 

tỷ lệ dịch 4:10 (v/v) nồng độ đạt 476,92 mg/l, còn TN4 tỷ lệ dịch nuôi cấy 5:10 (v/v) nồng 

độ chỉ đạt 454,91 mg/l. Kết quả trên có thể đưa ra nhận xét như sau, độ thoáng khí có ảnh 

hưởng rất nhiều tới quá trình sinh trưởng, phát triển, hình thành bào tử và độc tính delta–

endotoxin của Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1. Thể tích dịch nuôi cấy trên thể 

tích bình chứa tăng dẫn đến giảm nồng độ oxy hòa tan ức chế quá trình sinh trưởng, phát 

triển của B. thuringiensis dẫn đến giảm mật độ bào tử và giảm sự hình thành độc tính delta–

endotoxin. Vì vậy, trong quá trình nuôi cấy B. thuringiensis lượng oxy hòa tan đóng vai trò 

quan trọng đối với sinh trưởng hình thành bào tử và độc tính. Kết quả thí nghiệm này cho 

thấy tỷ lệ dịch nuôi cấy 2:10 là thích hợp cho quá trình sinh trưởng, phát triển và hình thành 

độc tính delta–endotoxin. 

3.4. Ảnh hưởng điều kiện nuôi cấy liên tục và gián đoạn 

Bên cạnh, sự ảnh hưởng của tỷ lệ thể tích môi trường nuôi cấy thì điều kiện cấp khí 

liên tục và giám đoạn cũng ảnh hưởng tới quá trình sinh trưởng và hình thành độc tính của 

B. thuringiensis. Hơn nữa, chủng vi khuẩn này lại có khả năng hình thành bào tử và các sản 

phẩm trong quá trình hình thành bào tử thì việc dừng dừng cấp khí tại các giai đoạn sinh 

trưởng của chúng có thể kích thích sự hình thành bào tử. Do đó tiến hành nghiên cứu ảnh 

hưởng điều kiện nuôi cấy liên tục và giám đoạn đến khả năng sinh trưởng, hình thành bào 

tử và độc tố delta–endotoxin của chủng vi khuẩn B.thuringiensis là có cơ sở. Kết quả thu 

được như sau: 

Ở TN5 chủng vi khuẩn B.thuringiensis nuôi cấy trên bùn thải bia trong điều kiện nuôi 

cấy lắc liên tục thì mật độ tế bào và bào tử cực đại vẫn đạt khoảng 108CFU/ml sau 24h và 

nồng độ delta–endotoxin cực đại 610,29 mg/l sau 48h. TN6 chủng vi khuẩn B. thuringiensis 
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nuôi cấy trên bùn thải bia trong điều kiện dừng lắc trong giai đoạn 12–24h, đây là giai đoạn 

sinh trưởng mạnh của chủng vi khuẩn B. thuringiensis. Kết quả thu được cho thấy, trong 

giai đoạn 12–24h khi dừng lắc mật độ bào tử gần như không thay đổi, còn mật độ tế bào chỉ 

tăng khoảng 10 lần. Mật độ tế bào tăng trong giai đoạn này có thể là các tế bào đã đang 

trong giai đoạn phân chia dù ngừng cấp oxy nhưng lương oxy hòa tan trong dịch vẫn có thể 

đủ cho chúng sử dụng cho quá trình phân chia. Sau đó mật độ tế bào và bào tử tiếp tục tăng 

và đạt đến khoảng 108CFU/ml sau 48h, trễ hơn so với thời điểm đạt cực đại của thí nghiệm 

nuôi cấy liên tục. Còn đối với độc tính của phương án thí nghiệm này thu được là rất thấp, 

nồng độ cao nhất chỉ đạt 269,63 mg/l (60h). Điều này cho thấy nếu ngưng cung cấp oxy 

vào giai đoạn sinh trưởng của B. thuringiensis không những ảnh hưởng tới mật độ tế bào, 

bào tử mà còn làm giảm mạnh khả năng hình thành độc tính của chủng B. thuringiensis. 

TN7 dừng nuôi cấy lắc 24–36h, đây là giai đoạn mà mật độ tế bào của chủng vi khuẩn B. 

thuringiensis đã đi vào giai đoạn ổn định nhưng nó vẫn có ảnh hưởng tới mật độ tế bào, bào 

tử và nồng độ delta–endotoxin. Mật độ tế bào của TN7 đã đạt 108CFU/ml sau 24h, nhưng 

sau đó ngừng nuôi cấy lắc mật độ tế bào đã giảm xuống còn khoảng 107CFU/ml và mật độ 

này duy trì cho tới 72h. Điều này có thể giải thích như sau: Hạn chế cung cấp oxy ở giai 

đoạn 24–36h và đây cũng là giai đoạn nguồn dinh dưỡng của môi trường cũng đã giảm. Đo 

đó, dù sau giai đoạn đó lại cung cấp oxy trở lại nhưng môi trường  đã cạn nguồn dinh 

dưỡng nên không còn đủ khả năng kích thích sự sinh trưởng và phát triển của tế bào nên số 

lượng của chúng chỉ duy trì ở 107CFU/ml, thậm trí số lượng tế bào còn có thể giảm nếu 

nguồn dinh dưỡng của môi trường còn quá ít. Tương tự như mật độ tế bào, mật độ bào tử  

của TN7 cũng giảm từ 107CFU/ml xuống 106CFU/ml trong khoảng thời gian 24–36h. Sau 

đó, lại tăng và đạt 107CFU/ml sau 48h và duy trì cho đến khi kết thúc thí nghiệm. Sự tăng 

mật độ bào tử sau 48h, có thể do sau khi thí nghiệm được nuôi cấy lắc lại các tế bào vi 

khuẩn trong dịch nuôi cấy đã sinh trưởng hoàn thiện và chuyển sang giai đoạn hình thành 

bào tử vì vậy số lượng bào tử lại tăng. Đối với nồng độ delta–endotoxin cũng có xu hướng 

tăng dần từ 0–48h. Khác với số lượng tế bào và bào tử, delta–endotoxin vẫn tăng trong giai 

đoạn 24–36h (giai đoạn hạn chế cung cấp oxy) và đạt cực đại tại 48h (529,65 mg/l) và sau 

đó giảm dần. Khi so sánh với kết quả TN5 cho thấy nồng độ delta–endotoxin của TN7 thấp 

hơn khoảng 80 mg/l mặc dù thời gian đạt cực đại là như nhau. Qua đó cho thấy, nếu hạn 

chế cung cấp oxy trong giai đoạn 24–36h, không những ảnh hưởng tới mật độ tế bào, bào tử 

mà còn ảnh hưởng tới nồng độ delta–endotoxin. Đối với TN8 dừng nuôi cấy lắc trong giai 

đoạn 36–48h kết quả cho thấy, mặc dù trước 36h mật độ tế bào và bào tử đã đạt khoảng 

108CFU/ml, nhưng do việc dừng lắc hạn chế cung cấp oxy mà cả mật độ tế bào và bào tử 

đều giảm. Vì trong giai đoạn này, lượng dinh dưỡng trong môi trường giảm nếu hạn chế 

cấp oxy thì sẽ ức chế sự phát triển của tế bào và bào tử. Mật độ tế bào giảm còn khoảng 

107CFU/ml, mật độ bào tử giảm còn khoảng 106CFU/ml. Đối với nồng độ delta–endotoxin 

có xu hướng tăng dần từ 0–60h và đạt cực đại tại 60h với nồng độ 515,14 mg/l sau đó giảm. 

Cũng tương tự như TN7, nồng độ delta–endotoxin vẫn tăng ngay cả trong giai đoạn hạn chế 

cung cấp oxy, nhưng giá trị cực đại của TN8 so với TN5 (nuôi cấy lắc liên tục) là thấp hơn 

khoảng 95 mg/l, và thời gian đạt cực đại cũng trễ hơn so với TN5 12h. 

Từ kết quả trên có thể thấy nếu hạn chế cung cấp oxy trong giai đoạn sinh trưởng và 

phát triển của B.thuringiensis có khả năng gây ức chế mạnh đối với quá trình hình thành 

độc tính delta–endotoxin và TN2 (ngưng cung cấp oxy 12–24h) cũng cho thấy nồng độ 

delta–endotoxin đạt được là rất thấp 269,63 mg/l. Khi so sánh kết quả của 4 phương án thí 

nghiệm chỉ có phương án TN5 (nuôi cấy lắc liên tục) cho kết quả về sinh trưởng, hình 

thành bào tử và delta–endotoxin là tốt nhất. Qua đó có thể khẳng định rằng việc cấp oxy 

trong suốt quá trình nuôi cấy B. thuringiensis là cần thiết để cho mật độ tế bào, bào tử và 

delta–endotoxin cao. 
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Hình 3. Ảnh hưởng của chế độ nuôi cấy lên khả năng sinh trưởng, hình thành bào tử và delta – 

endotoxin. 

Các kết quả về tỷ lệ dịch nuôi cũng như việc cấp khí liên tục hay giám đoạn trong quá 

trình nuối cấy Bt cho các kết quả hoàn toàn tương ứng với nghiên cứu [12, 18]. Điều này, 

cho thấy việc nuôi cấy Bt trên nước thải bia ở Việt Nam cũng hoàn toàn có tính khả thi. 

3.5. Nuôi cấy B. thuringensis trong bình nón và bình lên men 15 lít 

Kết quả nuối cấy Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1 cũng cho thấy sự khác biệt 

rõ kết quả được thể hiện ở bảng 2. 

Bảng 2. Kết quả nuôi cấy B.thuringiensis trong bình nón và bình lên men. 

Thời gian 

(h) 

Bình nón Bình lên men 

TB 

(CFU/ml) 

BT 

(CFU/ml) 
Endo (mg/l) 

TB 

(CFU/ml) 

BT 

(CFU/ml) 
Endo (mg/l) 

0 5,2×104 2,1×103 186,31 4,0×104 2,8×104 163,16 

12 4,6×106 4,7×104 275,86 3,0×107 6,5×104 443,01 

24 2,5×108 1,4×108 342,78 2,4×108 1,3×108 570,22 

36 3,0×108 1,6×108 423,28 8,5×108 1,8×108 599,61 

48 3,3×108 1,8×108 621,29 3,9×108 2,0×108 725,05 

Ghi chú: TB: mật độ tế bào; BT: mật độ bào tử; Endo: nồng độ delta–endotoxin 

Kết quả cho thấy mật độ tế bào đều tăng dần từ 0–24h và đạt khoảng 108CFU/ml và 

24–48h mật độ tế bào gần như không có sự thay đổi vẫn duy trì khoảng 108CFU/ml. So 

sánh số lượng tế bào của thí nghiệm trong bình lên men và thí nghiệm trong bình nón cho 

thấy, trong giai đoạn 0–24h mật độ tế bào trong bình lên men tăng nhanh hơn so với trong 

bình nón. Điều này có thể giải thích như sau, trong bình lên men tất cả các thông số: lượng 

oxy hòa tan, pH, nhiệt độ đều được duy trì trong suốt quá trình nuôi cấy và điều kiện này là 

ổn định nên nó khích thích sự phát triển số lượng tế bào tốt hơn so với thí nghiệm trong 

bình nón. Tuy nhiên, mật độ cực đại ở cả hai thí nghiệm chỉ đạt 108CFU/ml. Điều này cũng 

có thể giải thích như sau, khi mật độ của chủng vi khuẩn B. thuringiensis đạt đến một giá trị 

nhất định nào đó thì các tế bào có xu hướng ức chế sự phát triển của nhau. Vì vậy, mặc dù 

các thông số nuôi cấy vẫn duy trì đảm bảo nhưng số lượng cũng không tăng. điều này cũng 

có thể giải thích bằng cách khác như sau, sau 24h nguồn dinh dưỡng trong môi trường nuôi 

cấy bắt đầu suy giảm vì mặc dù các điều kiện nuôi cấy khác vẫn duy trì đảm bảo nhưng mật 

độ tế bào cũng không thể tăng. 

Đối với bào tử của B. thuringiensis, mật độ cũng tăng dần 0–24h và đạt khoảng 

108CFU/ml sau 24h và sau đó mật độ được duy trì cho tới 48h ở cả hai thí nghiệm bình nón 

và bình lên men. Khác với tế bào, mật độ bào tử của thí nghiệm bình lên men trong giai 
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đoạn 0–12h tăng rất chậm và gần như là không tăng (mật độ khoảng 104CFU/ml). Có thể 

trong giai đoạn này ở thí nghiệm lên men có các điều kiện thích hợp nên kích thích chủng 

vi khuẩn B.thuringiensis hình thành tế bào dinh dưỡng nhiều hơn hình thành bào tử. 

Đối với độc tính delta–endotoxin, ở cả hai phương án thí nghiệm nồng độ delta–

endotoxin đều tăng theo thời gian và đạt cực đại tại 48h. Tuy nhiên, khi quan sát trong suốt 

quá trình nuôi cấy cho thấy, nồng độ delt–endotoxin trong thí nghiệm lên men tăng nhanh 

hơn so với thí nghiệm bình tam giác. Nồng độ delta–endotoxin trong thí nghiệm bình lên 

men qua các thời điểm 0h, 12h, 24h, 36h và 48h là: 163,16 mg/l; 443,01 mg/l; 570,22 mg/l; 

599,61 mg/l; 725,05 mg/l. Nồng độ delta–endotoxin trong thí nghiệm bình tam giác qua các 

thời điểm 0h, 12h, 24h, 36h và 48h là: 186,31 mg/l; 275,86 mg/l; 342,78 mg/l; 423,28 mg/l 

và 621,29 mg/l. Từ kết quả về nồng độ độc tính trên cho thấy, khi nuôi cấy trên bình lên 

men cho nồng độ độc tính cực đại (725,05 mg/l) cao hơn so với nuôi cấy trên bình tam giác 

(621,29 mg/l) khoảng 130 mg/l. Qua đó cho thấy, nếu duy trì các thông số ổn định trong 

quá trình nuôi cấy chủng B.thuringiensis có thể kích thích chúng hình thành độc tính delta–

endotoxin cao hơn. Các kết quả nghiên cứu của Việt Nam cũng tương đồng với các kết quả 

nghiên cứu trước của một số tác giả [14–16] nuôi cấy Bt trên nước thải và bùn thải sản xuất 

tinh bột. Măc dùng lượng bào tử, tế bào, và endotoxin của thí nghiệm nuôi cấy Bt trên bùn 

thải bia trong bình lên men 15 lít không cao bằng kết quả [14–16] nuôi trên nước thải và 

bùn thải sản xuất tinh bột. Nhưng đây là bước đầu cho thấy khi nâng mô hình nuôi cấy với 

các điều kiện pH, oxy và nhiệt độ luôn được duy trì ổn định có thể thu được sản phẩm có 

hàm lượng độc tính cao hơn. Đây cũng là cơ sở để có thể hướng tới quy mô sản xuất lớn 

hơn sau này. 

Từ các kết quả trên có thể được ra nhận xét như sau: quá trình lên men trong bình lên 

men 15 lít thể tích làm việc 10 lít có mật độ tế bào và bào tử là tương đương với thí nghiệm 

trong bình nón và giá trị nồng độ delta–endotoxin ở thí nghiệm nuôi cấy trong bình lên men 

là cao hơn so với trong bình nón, giá trị cực đại đạt được là 725,05 mg/l . 

4. Kết luận  

Từ các nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố lên sinh trưởng của Bacillus 

thuringiensis var. kurstaki HD–1 khi sử dụng bùn hoạt tính từ trạm xử lý nước thải sản xuất 

bia trên cho thấy: pH7 là thích hợp nhất cho sinh trưởng và hình thành delta–endotoxin của 

B. thuringiensis (nồng độ cực đại 617,67 mg/l). Nồng độ chất rắn 2–2,5% tốt nhất cho sinh 

trưởng và hình thành delta–endotoxin của B. thuringiensis (nồng độ cực đại 619,06 mg/l). 

Tỷ lệ dịch nuôi cấy 2:10 là thích hợp nhất cho sinh trưởng và hình thành delta–endotoxin 

của B. thuringiensis. Chế độ nuôi cấy có cấp khí liên tục là thích hợp nhất cho sự sinh 

trưởng và hình thành độc tính của Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD–1. B. 

thuringiensis nuôi cấy trong bình lên men với điều kiện môi trường luôn duy trì ổn định cho 

độc tính delta–endotoxin (đạt 725,05 mg/l) cao hơn so với trong bình nón. 

Các kết quả trên cho thấy bùn hoạt tính của trạm xử lý nước thải sản xuất bia có thể 

thay thế được môi trường TSB để nuôi cấy thu nhận thuốc trừ sâu sinh học từ vi khuẩn 

B.thuringiensis. 

Tuy nhiên các kết quả nghiên cứu vẫn còn một số hạn chế như bố trí các bước nhẩy của 

pH còn dài có thể chưa chọn được đúng điểm tối ưu. Phần hạn chế này nhóm tác giải xin bổ 

sung số liệu ở công bố sau với các kết quả chạy động thái lên men ở các pH khác nhau. 

Đóng góp của tác giả: Xây dựng ý tưởng nghiên cứu: Đ.T.M.A., T.T.T.H.; Xử lý số liệu: 

V.V.Đ., N.M.T.; Viết bản thảo bài báo: Đ.T.M.A., P.T.T.T., Đ.T.T.B.; Chỉnh sửa bài báo: 

N.K.A. 
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Abstract: This paper mentions the influence of some factors concluding pH; sludge 

concentration; aeration; and fermentation on the growth of B. thuringiensis (Bt) via 

culturing environment, which is used activated sludge for brewery wastewater. Moreover, 

B. thuringiensis (Bt) can be grown at pH 6–8 and made the highest delta-endotoxin about 

617.67 mg/l with pH7 and 20–25 g/l of sludge concentration. Furthermore, B. 

thuringiensis (Bt) gained the best growth, maximum cell density with 2.9×108 CFU/ml 

and 619.06 mg/l of delta-endotoxin concentration when it is cultured in conical flask 

environment with 2:10 (v/v) rate. In the culturing process, B. thuringiensis (Bt) is provided 

non-stop aeration because delta-endotoxin will be affected seriously in any stage if the 

aeration is not enough. When B. thuringiensis (Bt) is cultured in fermentating condition 

with pH = 7 and dissolved oxygen is 4mg/l, its toxicity is higher than as it is cultured in 

conical flask, and delta-endotoxin gains at 725.05 mg/l after 48h. Research results indicate 

that B.thuringiensis can be grown very well in activated sludge environment from beer 

wastewater and it has been potentiality for practical application. 

Keywords: B. thuringiensis; Sludge; pH; Total solid concentration and the rate of 

medium. 


