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NGHIÊN CỨU PHÂN LẬP VÀ NHÂN NHANH SINH KHỐI LOÀI  
VI KHUẨN BACILLUS SUBTILIS VAR NATTO 

Mai Thành Luân1, Hoàng Thị Lan Thương1, Nguyễn Thị Mai Anh2 

TÓM TẮT 

Vi khuẩn Bacillus subtilis var natto được phân lập từ men vi sinh lên men natto và từ 
đậu tương lên men, có khuẩn lạc hình tròn, màu trắng sữa, mặt hơi gồ ghề, có mép răng 
cưa, đường kính của khuẩn lạc trên môi trường King’s B rắn từ 3 mm - 7 mm sau 48 giờ 
nhân nuôi ở điều kiện nhiệt độ 30oC. Kết quả nghiên cứu cho thấy, môi trường King’s B 
hoặc Luria-Bertani (LB) đều có thể sử dụng để nhân nhanh sinh khối loài vi khuẩn này. 
Nhiệt độ thích hợp cho việc nhân nuôi loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto từ 35oC - 38oC, 
thời gian nhân nuôi là 48 giờ, sử dụng máy lắc 120 vòng/phút. Mật độ khuẩn lạc sau khi 
nhân nuôi đạt trên 109 cfu/ml, có thể sử dụng làm men vi sinh cho quá trình sản xuất sản 
phẩm đậu tương lên men natto. 

Từ khóa: Bacillus subtilis var natto, phân lập, nhân nhanh sinh khối, natto.  

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Chi Bacillus là một nhóm các loài vi khuẩn hiếu khí, Gram dương, hình que, phân bố 
rộng rãi trong các hệ sinh thái. Bacillus có khả năng sinh nội bào tử, một dạng nghỉ của tế 
bào để giúp vi khuẩn có thể chống chịu và tồn tại trước các điều kiện bất lợi của môi trường 
như khô hạn và thiếu dinh dưỡng. Theo hệ thống phân loại hiện nay, chi Bacillus có khoảng 
gần 300 loài và các loài phụ dưới loài [2]. Do có nhiều đặc điểm sinh lý và khả năng tạo ra 
vô số enzym, chất kháng sinh và chất chuyển hóa, các loài Bacillus được sử dụng trong nhiều 
quy trình y tế, dược phẩm, nông nghiệp và công nghiệp [7]. 

Thực phẩm Natto là thực phẩm lên men truyền thống từ đậu tương của người Nhật 
Bản có đặc điểm như mùi ammonia, chứa các chất béo, được bao phủ bởi lớp dính nhầy là 
các chuỗi polyme axit glutamic [4]. Vi sinh vật lên men được xác định là vi khuẩn Bacillus 
subtilis var natto, vi khuẩn hảo khí, hình que, gram dương và có khả năng sinh bào tử, có 
quan hệ rất gần với loài vi khuẩn Bacillus subtilis.  

Natto chứa lượng canxi tăng gấp đôi so với đậu tương và nhiều loại vitamin E. Có thể 
nói đó là “thực phẩm hoàn hảo”, tạo ra tới 18 loại amino axit và một loại enzyme quan trọng 
nattokinase được sản sinh bởi vi khuẩn Bacillus subtilis subsp. natto có khả năng làm tan máu 
đông giúp ngăn ngừa các bệnh tai biến trên người [3]. Hiện nay tỷ lệ mắc các bệnh nghẽn động 
mạch do cục máu đông (thrombus) như chứng nhồi máu cơ tim hay nhồi máu não đang tăng 
cao ở Việt Nam cũng như trên thế giới, vì vậy enzyme nattokinase được quan tâm nghiên cứu 
sản xuất và sử dụng rộng rãi để phòng ngừa bệnh nghẽn động mạch do các cục máu đông [9].  
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Nhóm nghiên cứu Lê Thị Bích Phượng và cộng sự thuộc Viện Sinh học nhiệt đới, 
Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam năm 2012 đã đề xuất 02 chủng Bacillus sp.7.2 và 
Bacillus sp. NP3 chọn lọc được có khả năng sinh tổng hợp mạnh enzyme nattokinase trên 
đậu nành sau 40 giờ lên men. Lượng enzyme này chiếm 70% - 85% so với hoạt tính protease, 
từ đó đề xuất giải pháp chủ động sản xuất, tổng hợp enzyme nattokinase có hoạt tính cao với 
chi phí giá thành thấp để bảo vệ sức khỏe cho người dân mà không phụ thuộc vào thực phẩm 
chức năng chứa enzyme nattokinase ngoại nhập [1]. 

Để có thể ứng dụng loài vi khuẩn này trong sản xuất đậu tương lên men Natto và cho 
việc sản xuất enzyme nattokinase, cần thiết phải có những nghiên cứu phân lập và làm thuần 
loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto, từ đó phát triển quy trình nhân nhanh sinh khối tạo 
men vi sinh cung cấp cho người tiêu dùng và các cơ sở chế biến thực phẩm sử dụng làm các 
sản phẩm lên men natto. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Phương pháp phân lập và làm thuần vi khuẩn Bacillus subtilis var natto từ 
men natto  

Hòa 0,1 gam men vi sinh lên men natto (Công ty koji-za san zaemon, Nhật Bản. 
http://www.koji-za.jp) vào 10 ml nước cất khử trùng, lắc đều cho men tan hết. Sử dụng 
phương pháp pha loãng và cấy vi khuẩn trên môi trường King’s B rắn. Đĩa môi trường cấy 
vi khuẩn được ủ trong điều kiện 35oC - 37oC trong 24 - 48 giờ (đĩa cấy được úp ngược). Sử 
dụng phương pháp pha loãng và phương pháp cấy ria để làm thuần vi khuẩn trên môi trường 
King’s B rắn. Vi khuẩn sau khi làm thuần được bảo quản ở nhiệt độ 5oC phục vụ các thí 
nghiệm tiếp theo. 

2.2. Phương pháp phân lập và làm thuần vi khuẩn Bacillus subtilis var natto từ 
thực phẩm lên men natto 

1g mẫu thực phẩm lên men natto được cho vào 9 ml nước cất vô trùng. Sử dụng đũa 
thủy tinh khử trùng khuấy đều trong 5 phút. Quay ly tâm 3000 vòng/ phút. Sử dụng giấy lọc 
khử trùng để thu dung dịch vi khuẩn từ sản phẩm. Sử dụng phương pháp pha loãng và phương 
pháp cấy vi khuẩn trên môi trường King’s B rắn. Đĩa môi trường cấy vi khuẩn được nuôi cấy 
trong điều kiện 35oC - 37oC trong 24 - 48 giờ (đĩa cấy được úp ngược). Sử dụng phương pháp 
pha loãng và phương pháp cấy ria để làm thuần vi khuẩn trên môi trường King’s B.  

Sau khi được phân lập và làm thuần từ men natto và thực phẩm lên men natto, vi khuẩn 
Bacillus subtilis var natto được nuôi cấy trên đĩa môi trường King’s B rắn trong 48 giờ ở 
30oC. So sánh khuẩn lạc với vi khuẩn nguồn để xác định độ thuần của vi khuẩn lên men 
trong sản phẩm natto. Vi khuẩn sau khi làm thuần được bảo quản ở nhiệt độ 5oC phục vụ 
cho các thí nghiệm. 

2.3. Phương pháp xác định mật độ vi khuẩn 

Môi trường rắn: lấy 1g sản phẩm hòa tan vào 10 ml nước cất vô trùng (SDW), ly tâm 
3000 vòng/ phút bằng máy ly tâm, thu lấy 1ml dung dịch khuẩn, pha loãng lần lượt theo tỷ 
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lệ 101; 102; 103; 104; 105 lần với SDW. Sử dụng phương pháp trang 30 µl - 50 µl dung dịch 
vi khuẩn trên đĩa thạch môi trường King’s B có đường kính 9 cm - 10 cm. 

 Mật độ vi khuẩn (cfu/g) =  
Số khuẩn lạc x Số lần pha loãng 

Trọng lượng mẫu (g) 
Mật độ vi khuẩn/g = (số khuẩn lạc x số lần pha loãng)/trọng lượng mẫu (g) 
Môi trường lỏng: lấy 1 ml dung dịch, pha loãng lần lượt theo tỷ lệ 101; 102; 103; 104; 

105 lần với SDW. Sử dụng phương pháp trang khuẩn (30 µl -50µl) trên đĩa thạch môi trường 
King’s B có đường kính 9 cm - 10 cm. Đĩa vi khuẩn sau khi trang khuẩn được đặt trong tủ 
nuôi vi sinh, nhiệt độ 30oC trong 24 - 48 giờ để đếm tổng số khuẩn lạc. 

 Mật độ vi khuẩn (cfu/ml) =  
Số khuẩn lạc x Số lần pha loãng 

Thể tích giọt mẫu (ml) 
Mật độ vi khuẩn/ml = (số khuẩn lạc x số lần pha loãng)/thể tích giọt mẫu (ml) 

2.4. Phương pháp lên men lỏng nhân nhanh sinh khối vi khuẩn Bacillus subtilis var natto  

Công 
thức 

Môi trường thử nghiệm (lỏng) 

1 Môi trường bột đậu tương (40 g/L) và đường Sucrose (20 g/L) 

2 
Môi trường King’B lỏng: Pepton (20g/L); K2HPO4 (1.5g/L); MgSO4 (1,5g); 
Glycerol (10 ml/L) 

3 Môi trường Luria-Bertani: peptone (10g/L); Nấm men (5g/L); muối NaCl (10g/L) 

Đổ 150 ml môi trường lên men lỏng vào bình tam giác 250 ml, hấp khử trùng ở nhiệt độ 
121oC, 1 atm trong 20 phút. Môi trường sau khi khử trùng được cấy với 1,5 mL nguồn vi khuẩn 
Bacillus subtilis var natto thuần (được chuẩn bị trước 2 ngày nuôi cấy trên môi trường King’s 
B rắn), ủ ở nhiệt độ 30oC, trong bóng tối, lắc ở 120 vòng/ phút liên tục trong 24 - 48 giờ. Chỉ 
tiêu theo dõi: mật độ khuẩn lạc cfu/ ml. Các công thức được lặp lại 5 lần. 

2.5. Phương pháp xác định ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng nhân sinh khối 
vi khuẩn Bacillus subtilis var natto trong môi trường King’s B lỏng 

Dải nhiệt độ thí nghiệm: 35oC; 38oC; 42oC và 45oC 
Tốc độ lắc (rpm): 120 vòng/ phút. 
Chỉ tiêu theo dõi: mật độ khuẩn lạc cfu/ ml. Các công thức được lặp lại 05 lần. 

2.6. Phương pháp xác định thời gian nhân nuôi phù hợp đối vi khuẩn Bacillus 
subtilis var natto trong môi trường King’s B lỏng 

Thời gian nuôi cấy: 24, 48, 72 giờ 
Tốc độ lắc (rpm): 120 vòng/ phút. 
Chỉ tiêu theo dõi: mật độ khuẩn lạc cfu/ ml. Các công thức được lặp lại ít nhất 05 lần 

2.7. Phương pháp xử lý số liệu thí nghiệm 

Số liệu được xử lý trên phần mềm Excel (2010) và Kyplot 5.0. Khác biệt giữa các giá 
trị trung bình được so sánh bằng Tukey’s test, sự sai khác có ý nghĩa thống kê khi P < 0,05. 
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3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Hình thái và đặc điểm của loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto phân lập được 

 

Hình 1. Hỉnh ảnh khuẩn lạc của vi khuẩn Bacillus subtilis var natto phân lập được  
sau 48 giờ nuôi trên môi trường King’B rắn 

Vi khuẩn Bacillus subtilis var natto được phân lập từ men vi sinh lên men natto và từ 
đậu tương lên men (Công ty koji-za san zaemon, Nhật Bản. http://www.koji-za.jp). Sau khi 
làm thuần và nuôi cấy trên đĩa môi trường King’s B rắn trong 48 giờ ở 30oC, kiểu hình của 
khuẩn lạc được thể hiện như hình 1. Khuẩn lạc hình tròn, màu trắng sữa, mặt hơi gồ ghề, có 
mép răng cưa. Đường kính của khuẩn lạc từ 3 mm - 7 mm sau 48 giờ nuôi cấy ở điều kiện 
nhiệt độ 30oC (Hình 1). Các màng trắng được hình thành trong môi trường nhân nuôi lỏng 
(King’s B lỏng) ở trạng thái tĩnh sau 24 - 48 giờ nhân nuôi. Vi khuẩn Bacillus subtilis var 
natto có hình que, hình thành bào tử sau 72 giờ nuôi cấy trên môi trường King’s B. 

3.2. Ảnh hưởng của yếu tố môi trường nuôi cấy tới khả năng nhân nhanh sinh 
khối của loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto 

 

Hình 2. Ảnh hưởng môi trường nuôi cấy tới khả năng nhân nhanh sinh khối của  
vi khuẩn Bacillus subtilis var natto 

Thanh lỗi (error bars) thể hiện sai số chuẩn của giá trị trung bình. Hình sao (*) thể hiện mức 
độ sai khác có ý nghĩa thống kê đối với công thức đối chứng sử dụng  

phương pháp của Turkey (*** P<0,001) 
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Kết quả hình 2 cho thấy, môi trường nuôi cấy khác nhau ảnh hưởng rõ rệt tới khả năng 
nhân nhanh sinh khối loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto. Mật độ khuẩn lạc trong môi 
trường King’s B lỏng và môi trường Luria-Bertani (LB) cao hơn so với môi trường sử dụng 
giá thể bột đậu tương và đường sucrose. Mặc dù vi khuẩn Bacillus subtilis var natto phát 
triển khá mạnh trên môi trường đậu tương hạt trong sản phẩm đậu tương lên men natto, tuy 
nhiên sử dụng môi trường có chứa bột đậu tương lại không đáp ứng được nhu cầu dinh 
dưỡng cho quá trình nhân nhanh sinh khối của loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto. Mật 
độ khuẩn lạc đạt khá thấp 0,109 x 108 cfu/ml, chưa đạt được mức mật độ tối thiểu sử dụng 
trên 1x108 cfu/ ml nên không được sử dụng để làm môi trường nhân nhanh tạo men vi sinh 
sản xuất natto. Cả hai môi trường nuôi cấy King’s B và Luria-Bertani đều cho mật độ khuẩn 
lạc lần lượt đạt 9,7 x 108 cfu/ ml và 9,1 x 108 cfu/ ml, vì vậy chúng đều có thể sử dụng làm 
môi trường nhân nuôi loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto. Trong các thí nghiệm tiếp 
theo, chúng tôi lựa chọn môi trường King’s B làm môi trường nhân nhanh sinh khối tạo 
nguồn vi khuẩn phục vụ cho nghiên cứu sản xuất sản phẩm đậu tương lên men natto.  

Nghiên cứu của Tuan và cộng sự (2014) cho thấy, ở nhiệt độ 37oC, môi trường tối ưu 
sử dụng nhân nhanh sinh khối loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto chứa đường glucose 
(5,612 g/L); peptone đậu tương (13 g/L); K2HPO4 (2,125g/L); MgSO4.7H2O (0,875 g/L); 
NaCl (5 g/L), CaCl2: 0,05 (g/L). Lượng sinh khối vi khuẩn dưới dạng khô sau khi nuôi đạt 
trọng lượng 3,033 g/L [5].  

3.3. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy tới khả năng nhân nhanh sinh khối của 
loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy tới khả năng nhân nhanh sinh khối của loài vi 

khuẩn Bacillus subtilis var natto trên môi trường King’s B lỏng 

Thanh lỗi (error bars) thể hiện sai số chuẩn của giá trị trung bình. Hình sao (*) thể hiện mức 
độ sai khác có ý nghĩa thống kê đối với công thức đối chứng 

sử dụng phương pháp của Turkey (*** P<0.001) 
Trong thí nghiệm này, chúng tôi nuôi cấy loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto trong 

môi trường King’s B lỏng ở điều kiện 38oC, trên máy lắc 120 vòng/ phút trong khoảng thời 
gian khác nhau nhằm tìm ra thời gian nhân nhanh sinh khối thích hợp cho loài vi khuẩn này. 
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Kết quả cho thấy, mật độ vi khuẩn Bacillus subtilis var natto tăng nhanh sau 24 giờ nuôi cấy 
(2,4 x 108 cfu/ml), đạt cao nhất ở 48 giờ (1,32 x 109 cfu/ml) và giảm dần sau 72 giờ và 120 giờ 
nuôi cấy lần lượt là 1,30 x 109 và 1,11 x 109 cfu/ml. Kết quả cho thấy, thời gian nhân nuôi tạo 
sinh khối phù hợp đối với loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto là 48 giờ (hình 3). 

Kết quả nghiên cứu của Shouyong Ju và cộng sự (2019) về phân lập và tối ưu hóa điều 
kiện nhân nuôi vi khuẩn Bacillus subtilis subsp. natto chủng WTC016 tạo enzyme 
nattokinase cho thấy, vi khuẩn bắt đầu tăng sinh khối sau 3 giờ nuôi cấy trong 50 ml môi 
trường LB lỏng, tốc độ khuấy đảo 250 vòng/ phút ở nhiệt độ 30oC. Sau đó sự phát triển của 
chúng đạt cực đại ở 12 giờ và ở trạng thái tĩnh sau 15 giờ nuôi cấy [8].  

3.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy tới khả năng nhân nhanh sinh khối của loài 
vi khuẩn Bacillus subtilis var natto 

 
Hình 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy tới khả năng nhân nhanh sinh khối  

của loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto  

Thanh lỗi (error bars) thể hiện sai số chuẩn của giá trị trung bình. Hình sao (*) thể hiện mức 
độ sai khác có ý nghĩa thống kê đối với công thức đối chứng  

sử dụng phương pháp của Turkey (*P<0.05) 
Vi khuẩn Bacillus subtilis var natto được cho là loài vi khuẩn ưa nhiệt trong quá trình 

lên men. Trong thí nghiệm này, chúng tôi nhân nuôi loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto 
sử dụng môi trường King’s B lỏng, trên máy lắc 120 vòng/phút ở các điều kiện nhiệt độ khác 
nhau: 35oC, 38oC, 42oC và 45oC trong 48 giờ. Kết quả hình 4 cho thấy, nhân nuôi vi khuẩn ở 
nhiệt độ 35oC, mật độ khuẩn lạc đạt 1,02 x 109 cfu/ml. Ở nhiêt độ 38oC, mật độ khuẩn lạc 
loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto đạt cao nhất (1,12 x 109 cfu/ml), sau đó giảm dần khi 
tăng nhiệt độ lên 42oC - 45oC. Vì sự sai khác của mật độ khuẩn lạc giữa các mức nhiệt độ từ 
35oC - 42oC không có ý nghĩa về mặt thống kê, do vậy hoàn toàn có thể nhân nuôi vi khuẩn 
Bacillus subtilis var natto trong khoảng nhiệt độ này. Trong thí nghiệm này, chúng tôi lựa 
chọn mức nhiệt độ 38oC để nhân nhanh sinh khối vi khuẩn Bacillus subtilis var natto. 

Kết quả nghiên cứu của Kanintra Suwanmanon và cộng sự (2013) về tối ưu hóa điều 
kiện nhân nuôi loài vi khuẩn Bacillus subtilis tạo enzyme nattokinase cho thấy, hàm lượng 
enzyme nattokinase đạt cao nhất sau 72 giờ nuôi cấy trong môi trường nuôi cấy lỏng chứa 
đường fructose và chiết xuất nấm men ở điều kiện 37oC [6]. 
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4. KẾT LUẬN 

Vi khuẩn Bacillus subtilis var natto được phân lập từ men vi sinh lên men natto và từ 
đậu tương lên men, có hình que, hình thành bào tử sau 72 giờ nuôi cấy trên môi trường 
King’s B. Khuẩn lạc có hình tròn, màu trắng sữa, mặt hơi gồ ghề, có mép răng cưa, đường 
kính của khuẩn lạc từ 3 mm - 7 mm sau 48 giờ nuôi cấy ở điều kiện nhiệt độ 30oC.  

Kết quả thí nghiệm nhân nhanh sinh khối loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto phân lập 
cho thấy, môi trường King’s B hoặc Luria-Bertani (LB) hoàn toàn có thể sử dụng làm môi trường 
nhân nhanh sinh khối loài vi khuẩn này. Nhiệt độ thích hợp cho việc nhân nuôi loài vi khuẩn 
Bacillus subtilis var natto từ 35oC - 38oC, thời gian nuôi 48 giờ trong điều kiện tối, trên máy lắc 
120 vòng/ phút. Mật độ khuẩn lạc của loài vi khuẩn Bacillus subtilis var natto đạt trên 1x109 
cfu/ml, hoàn toàn có thể sử dụng làm men vi sinh phục vụ sản xuất đậu tương lên men natto. 
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ISOLATION AND MASS PRODUCTION OF  
BACILLUS SUBTILIS VAR NATTO 

Mai Thanh Luan, Hoang Thi Lan Thuong, Nguyen Thi Mai Anh 

ABSTRACT 

Bacillus subtilis var natto was isolated from commerical natto starter powder and from 
fermented soybean product, natto. The colonies of this strain were round, milky white, with a 
slightly rough surface, saw tooth edges. The diameter of the bacteial colony was 3 mm - 7 mm 
after 48 hours of incubation at 30oC. The results of this study showed that, both of King’s          
B broth and Luria-Bertani (LB) broth media were suitable for mass production of Bacillus 
subtilis var natto. The optimum temperature range for multipication and growth of the 
bacteria was between 35 oC - 38oC, with shaking at 120 rpm for 48 hours of incubation. The 
final bacterial population was  over 109 cfu/ml and can be used as natto starter for natto 
production. 

 Keywords: Bacillus subtilis var natto, isolation, mass production, natto.  
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