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ABSTRACT 

Probiotic supplements are able to improve animal health and nutrition 

but respective bacteria have mainly been isolated from terrestrial, warm-

blooded hosts, limiting an efficient application in shrimp, fish, and clams. 

Probiotics from native bacterial species adapted to the digestive tracts of 

the respective aquatic species are therefore more effective. In this study, 

194 bacterial strains were isolated from the digestive systems of clams, 

shrimp, and fish. The strain TON1.4 showed high extracellular enzyme 

activity and the ability to inhibit the best tested bacterial strains. The 16S 

rDNA gene sequencing results showed that strain TON1.4 is Bacillus 

amyloliquefaciens. Moreover, strain TON1.4 is also able to tolerate pH 

from 5 to 9, and salt concentration from 0.5 to 6%. The strategy of 

isolation and characterization of native bacterial strains with potential 

for probiotic production is presented that can be easily adapted to other 

aquatic species. 

TÓM TẮT 

Thức ăn bổ sung probiotic có thể cải thiện sức khỏe và dinh dưỡng của 

vật nuôi, nhưng vi khuẩn tương ứng chủ yếu được phân lập từ vật chủ máu 

nóng trên cạn, hạn chế ứng dụng hiệu quả trên tôm, cá và ngao. Chế phẩm 

sinh học từ loài vi khuẩn bản địa thích nghi với đường tiêu hóa của các 

loài thủy sản tương ứng do đó sẽ hiệu quả hơn.  Trong nghiên cứu này, 

194 chủng vi khuẩn đã được phân lập từ hệ tiêu hóa của ngao, tôm, và cá. 

Chủng TON1.4 cho thấy hoạt tính enzyme ngoại bào cao và khả năng ức 

chế các chủng vi khuẩn kiểm định tốt nhất. Kết quả giải trình tự gen 16S 

rDNA cho thấy chủng TON1.4 là Bacillus amyloliquefaciens. Hơn nữa, 

chủng TON1.4 cũng có khả năng chịu được pH từ 5 đến 9, nồng độ muối 

từ 0,5 đến 6%. Chiến lược phân lập và xác định đặc điểm của các chủng 

vi khuẩn bản địa được trình bày có tiềm năng cho sản xuất probiotic ,có 

thể dễ dàng thích nghi với các loài thủy sản khác. 

1. GIỚI THIỆU 

Ngành thủy sản ở Việt Nam nói chung và Nam 

Định nói riêng đang được đầu tư và phát triển mạnh. 

Tuy nhiên, trong những năm gần đây, việc thâm 

canh hóa với mật độ cao kèm khí hậu thay đổi thất 

thường làm bùng phát dịch bệnh trên động vật thủy 
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sản. Thêm vào đó, chất lượng nước và môi trường 

nuôi bị ô nhiễm làm ảnh hưởng đến sản lượng nuôi. 

Mặt khác, việc sử dụng thuốc kháng sinh để trị bệnh 

trên động vật thủy sản thường xuyên và không đúng 

liều lượng đã tạo ra một số dòng vi khuẩn kháng 

thuốc (World Bank, 2013).  

Việc sử dụng các hoá chất trên toàn thế giới 

trong các ngành công nghiệp khác nhau ngày càng 

tăng và có ảnh hưởng tới sức khoẻ con người. Ngoài 

ra, việc thay thế các hoá chất độc hại bằng các sản 

phẩm thân thiện với môi trường đang ngày càng 

được quan tâm và phát triển. Do đó, cần phải có một 

giải pháp cải thiện chất lượng môi trường nuôi mà 

không ảnh hưởng đến động vật thủy sản và con 

người (Cabello et al., 2013; Madhana et al., 2021; 

Mondal et al., 2022).  

Hiện nay, việc sử dụng vi sinh vật hữu ích vào 

trong nuôi trồng thủy sản nhằm khắc phục những 

vấn đề trên là một giải pháp đang được ứng dụng 

rộng rãi. Theo Bao and Shen (2005), hệ thống nuôi 

thủy sản bền vững cần có sự hiện diện của nhóm vi 

khuẩn có lợi. Nhóm vi khuẩn này không chứa độc 

tố, không hiệu ứng phụ, không tồn lưu và không 

kháng kháng sinh. Nhóm vi khuẩn này hiệu quả 

trong việc cải thiện môi trường,tăng hệ miễn dịch 

của vật nuôi, giảm stress và duy trì trạng thái cân 

bằng của hệ sinh thái thủy vực (Hoseinifar et al., 

2018; Madhana et al., 2021). Vi khuẩn được biết đến 

là một trong những đối tượng quan trọng nhất trong 

sản xuất các hợp chất có hoạt tính sinh học và các 

chủng Bacillus sp được biết đến là chủng có khả 

năng phân giải các hợp chất hữu cơ trong đất nhờ 

các hoạt chất enzyme như protease, amylase, 

cellulase, .... góp phần khép kín vòng tuần hoàn vật 

chất trong tự nhiên (Madhana et al., 2021). Đặc tính 

này còn được ứng dụng trong quá trình chế biến 

phân huỷ rác. 

Trong quá trình sống, vi khuẩn tiết ra nhiều chất 

có hoạt tính sinh học cao, có khả năng kháng lại các 

loài vi sinh vật khác nhau như nấm và vi khuẩn. Việc 

tìm kiếm các chủng vi khuẩn mới có khả năng thích 

nghi,ứng dụng cao và phát triển phục vụ cho nuôi 

trồng thủy sản là rất cần thiết. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.1. Nguyên liệu 

Các mẫu phân lập được thu nhận tại Bạch Long, 

Giao Thủy, tỉnh Nam Định gồm có cá, tôm và ngao. 

Vi sinh vật kiểm định: Escherichia coli ATCC 

25922, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Vibrio harveyi và V. 

parahaemolyticus từ Bộ sưu tập chủng giống của 

phòng Các chất chức năng sinh học, Viện Công 

nghệ sinh học. 

2.2. Hóa chất và thiết bị nghiên cứu 

Các hóa chất nuôi cấy và định tính, định lượng 

từ các hãng Sigma, Merk, Oxoid, Wako (Nhật Bản), 

Ấn Độ, Trung Quốc và Việt Nam. 

Máy móc, thiết bị được sử dụng trong nghiên 

cứu thuộc Viện Công nghệ sinh học - Viện Hàn lâm 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.3. Môi trường nuôi cấy vi khuẩn 

Môi trường thạch LB (g/L): peptone 10, cao nấm 

men 5, NaCl 5, agar 20, nước 1 lít, pH 7,0 ± 0,2. 

Môi trường xác định hoạt tính enzyme: môi 

trường LB thạch có chứa 0,1% CMC 

(Carboxymethyl cellulose), môi trường LB thạch 

chứa 1% tinh bột, môi trường LB thạch chứa 1% 

casein 1%, môi trường LB thạch chứa 1% 

phosphate. Tất cả các môi trường được khử trùng ở 

121°C trong 20 phút và để nguội trước khi sử dụng. 

2.4. Phương pháp nghiên cứu 

2.4.1. Phân lập và định danh vi khuẩn 

Mẫu ruột từ tôm, cá và ngao được cho vào ống  

eppendorf riêng rẽ có chứa 0,9 mL nước muối sinh 

lí khử trùng. Mẫu được pha loãng đến nồng độ 10-4 

rồi cấy trải trên đĩa petri chứa môi trường LB thạch 

và bọc kín bằng túi nilon, ủ ở 37°C.  

Sau 2 ngày quan sát các khuẩn lạc, cấy chuyển 

để tách các dòng vi khuẩn thuần. Khi các khuẩn lạc 

đã thuần sau nhiều lần cấy chuyển, chúng được giữ 

giống và bảo quản ở -80°C trong glycerol 30%. Các 

khuẩn lạc riêng rẽ được sử dụng để kiểm tra hoạt 

tính kháng khuẩn và sinh tổng hợp enzyme. 

Chủng vi khuẩn chọn lọc được định danh bằng 

phương pháp giải trình tự 16S rRNA: tách chiết bộ 

gen vi khuẩn bằng bộ kit của QIAgen, khuếch đại 

trình tự 16S rDNA bằng phản ứng PCR với cặp mồi 

có trình tự như sau: 27 F (5′-AGA GTT TGA TCC 

TGG CTC AG-3′), và 1492 R (5′-TAC GGT TAC 

CTT GTT ACG ACT T-3′). 

Sản phẩm PCR được chạy kiểm tra trên gel 

agarose 1% và được làm sạch bằng kit (QIAquick 

PCR Purification Kit) và gửi giải trình tự tại hãng 

First Base (The Gemini, Singapore Science Park II, 

Singapore). Các trình tự nucleotide hoàn chỉnh được 

so sánh với ngân hàng cơ sở dữ liệu sinh học 

(National Center for Biotechnology Information, 

NCBI) bằng cách sử dụng công cụ tìm kiếm các 

trình tự tương đồng (Basic Local Alignment Search 

Tool, BLAST). 
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2.4.2. Phương pháp xác định hoạt tính enzyme 

Các đĩa LB thạch được đục các lỗ thạch đường 

kính 7 mm. Chủng vi khuẩn được nuôi qua đêm (106 

cfu/mL) và ly tâm để thu dịch nổi. Năm mươi μL 

dịch ly tâm được hút vào từng giếng, sau đó các đĩa 

được giữ ở nhiệt độ phòng để dịch được khuếch tán 

đều. Các đĩa được ủ ở 37°C, trong 24 giờ, sau đó, 

chúng được quan sát và đo kích thước vòng thủy 

phân (nếu có). Hoạt tính enzyme được tính bằng 

đường kính vòng thủy phân không bị nhuộm màu 

bởi thuốc nhuộm.  

Kích thước vòng thủy phân (mm) Δ = D - d (D 

là đường kính vòng thủy phân, mm; d: đường kính 

lỗ thạch, mm). 

Xác định hoạt tính enzyme amylase: Môi trường 

xác định hoạt tính amylase là môi trường LB bổ 

sung tinh bột tan (1%) và agar (2%) (Bibi et al., 

2017). 

Xác định hoạt tính enzyme cellulase: môi trường 

LB bổ sung CMC (1%) và agar (2%) (da Cruz 

Ramos et al., 1985).  

Xác định hoạt tính enzyme protease: môi trường 

LB bổ sung casein (1%) và agar (2%) (Hung et al., 

2007). 

Xác định hoạt tính enzyme phytase: môi trường 

LB chứa phosphate (1%) và agar (2%) (de Oliveira 

Costa et al., 2012) 

Đĩa xác định hoạt tính enzyme amylase, 

cellulase sau khi ủ được nhuộm màu bằng Lugol 

1,5% và đo đường kính vòng thủy phân. Đối chứng 

dương là các enzyme tương ứng (từ Sigma), nồng 

độ 1 mg/mL. 

Đĩa xác định hoạt tính enzyme protease sau khi 

ủ được nhuộm màu bằng TCA 25% và đo đường 

kính vòng thủy phân. Đối chứng dương là enzyme 

Neutron protease (Sigma) 1 mg/mL.  

2.4.3. Khả năng đối kháng vi khuẩn gây bệnh 

Phương pháp đối kháng trực tiếp được sử dụng 

để khảo sát đặc tính đối kháng với 5 chủng vi khuẩn 

kiểm định. Các chủng kiểm định được cấy trải trên 

bề mặt môi trường thạch LB (100 µL dịch vi khuẩn 

ở nồng độ 106 cfu/mL) trước khi đục lỗ thạch có 

đường kính 7 mm.  

Các chủng vi khuẩn được nuôi qua đêm ở 37°C.  

1mL dịch vi khuẩn (106 cfu/mL) được ly tâm ở 4°C, 

1000 rpm để thu dịch nổi. 50 µL dịch lên men sau ly 

tâm được hút và tra vào các lỗ thạch, sau đó, đĩa 

được giữ trong 2 giờ ở nhiệt độ 4°C để dịch khuếch 

tán đều. Các đĩa được ủ ở 37°C. Sau 24 giờ, đĩa được 

lấy ra quan sát và đo kích thước vòng kháng khuẩn 

(nếu có). Đối chứng dương là Streptomycin 0,1 

g/mL.  Kích thước vòng kháng khuẩn (mm) = D - 7 

(D là đường kính vòng kháng khuẩn, mm). 

2.4.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ và pH lên hoạt 

tính của chất kháng khuẩn có bản chất là 

protein 

Để đánh giá ảnh hưởng của nhiệt độ lên hoạt tính 

của chất kháng khuẩn có bản chất là protein 

(bacteriocin), dịch lên men chủng vi khuẩn được ủ 

tại các nhiệt độ khác nhau trong khoảng từ 40 đến 

100°C trong 30 phút. Hoạt tính bacteriocin còn lại 

được xác định bởi phương pháp khuếch tán trên đĩa 

thạch. 

Ảnh hưởng của pH lên bacteriocin được xác định 

bằng cách điều chỉnh giá trị pH của dịch sau lên men 

của vi khuẩn bởi HCl và NaOH 1N từ 3 đến 12, với 

bước nhảy là 1 và ủ trong 2 giờ ở 37°C. Tất cả các 

mẫu sau đó được điều chỉnh lại đạt giá trị pH trung 

tính trước khi kiểm tra hoạt tính kháng khuẩn. 

2.4.5. Phương pháp khảo sát đặc tính sinh 

trưởng của các vi khuẩn phân lập được  

Khả năng chịu pH: Các chủng tuyển chọn được 

cấy trong môi trường LB được điều chỉnh pH bằng 

HCl và NaOH theo các giá trị pH: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 

Nuôi cấy lắc ở 150 rpm, 37°C, đo OD600nM để xác 

định mật độ vi khuẩn sau 18 giờ. 

 Khả năng chịu mặn: Các chủng tuyển chọn được 

cấy trong môi trường LB bổ sung thêm NaCl với các 

nồng độ: 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; và 6%. Nuôi cấy lắc ở 

150rpm, 37°C, đo OD600nM để xác định mật độ vi 

khuẩn sau 18 giờ. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập các chủng vi khuẩn 

Các mẫu phân lập thu thập từ biển và các ao nuôi 

được xử lý bề mặt và thu thập mẫu nội tạng để phân 

lập vi sinh vật. 22 mẫu đã phân lập được 194 chủng 

vi khuẩn đặc trưng và hoạt tính của các chủng này 

được tiến hành kiểm tra. Hình ảnh khuẩn lạc và màu 

sắc của một số chủng vi khuẩn được thể hiện trong 

Hình 1. 

 

Hình 1. Hình ảnh một số khuẩn lạc với màu sắc 

và hình thái khác nhau 
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Căn cứ vào đường kính vòng phân giải của các 

chủng vi khuẩn phân giải amylase, cellulase, 

protease, phytase và hoạt tính kháng các chủng vi 

khuẩn kiểm định, chủng TON1.4 với hoạt tính tốt 

nhất được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. 

Đặc tính của chủng TON1.4 được minh họa trong 

Hình 2 , được trình bày trong Bảng 1 và Bảng 2. Kết 

quả phân tích trình tự nucleotide cho thấy chủng 

TON1.4 là loài Bacillus amyloliquefaciens và trình 

tự đoạn gen của 16S rDNA đã được lưu trên ngân 

hàng gen với mã số MZ484519. 

Do đó, chủng TON1.4 được chọn cho nghiên 

cứu ảnh hưởng của nhiệt độ, pH, độ mặn đến khả 

năng sống của chủng. 

 

Hình 2. Khả năng kháng các chủng vi khuẩn 

kiểm định của chủng TON1.4 trên môi trường 

LB (A-E) và khả năng sinh tổng hợp enzyme 

trên các môi trường chứa cơ chất đặc hiệu ở 

37°C sau 24 giờ (F-H). 

Bảng 1. Khả năng sinh tổng hợp enzyme của chủng TON1.4 

Tên mẫu 
Kích thước đường kính vòng thủy phân (∆=D-d) (mm) 

Amylase Cellulase Protease Phytase 

ĐC 8 18 11 + 

TON1.4 7 15 + 11 

Bảng 2. Khả năng kháng các vi khuẩn kiểm định của chủng TON1.4 

Tên mẫu 
Kích thước đường kính vòng thủy phân (∆=D-d) (mm) 

E. coli S. aureus V. harveyi V. parahaemolyticus 

ĐC 17 23 21 20 

TON1.4 - 10 + 3 

3.2. Ảnh hưởng của hoạt tính kháng khuẩn 

qua các thế hệ nuôi cấy của chủng vi 

khuẩn TON1.4 

Dịch lên men của các chủng vi khuẩn được ly tâm ở 

10.000 rpm trong 5 phút, sau đó thu dịch nổi. Năm 

mươi µL dịch nổi được hút cho vào các giếng trên 

môi trường có các chủng vi khuẩn kiểm định để 

kiểm tra khả năng kháng các chủng vi khuẩn kiểm 

định của các chủng.  Kết quả được trình bày trong 

Bảng 3. Từ kết quả nghiên cứu cho thấy, hầu hết các 

chủng đều không có khả năng kháng E. coli. Trong 

đó, các chủng có khả năng kháng S. aureus đều và 

ổn định. 

Bảng 3. Khả năng kháng S. aureus của chủng 

TON1.4 từ thế hệ 2 đến 5 

Tên mẫu 

Kích thước đường kính vòng 

kháng khuẩn (∆=D-d) (mm) 

Thế hệ 

2 

Thế 

hệ 3 

Thế hệ 

4 

Thế 

hệ 5 

ĐC 22 21 21 22 

TON1.4 8 8 8 9 

3.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ lên hoạt tính 

của các chủng vi khuẩn TON1.4 

Dịch lên men chủng TON1.4 được ủ ở các nhiệt 

độ khác nhau trong dải từ 40 đến 100°C. Sau 30 

phút, dịch lên men được mang đi ly tâm ở 10.000 

rpm trong 5 phút rồi kiểm tra hoạt tính kháng khuẩn 

và hoạt tính enzyme. Kết quả được trình bày trong 

Bảng 4 và Bảng 5. 

Kết quả trong Bảng 4 cho thấy, sau khi xử lý với 

nhiệt ở các nhiệt độ khác nhau, hoạt tính kháng các 

chủng vi khuẩn kiểm định Salmonella và V. 

paraheamolyticus giảm dần trong dải nhiệt độ ủ và 

thấp hơn đối chứng, hoạt tính kháng bắt đầu giảm từ 

80°C. Ngoài ra, kết quả cũng cho thấy từ 70°C, hoạt 

tính kháng chủng S. aureus tăng nhưng không đáng 

kể. Chủng TON1.4 có khả năng kháng hai chủng V. 

harveyi và E. coli.  

Với kết quả thử hoạt tính enzyme trên 4 loại cơ 

chất khác nhau cho thấy, 3 enzyme amylase, 

protease, và phytase đều mất hoạt tính ở >70°C, 

trong khi với cellulase là 100°C (Bảng 5). Kết quả 

nghiên cứu cũng cho thấy hoạt tính enzyme amylase 

trước và sau khi ủ yếu. Ở dải nhiệt độ từ 37 đến 

70°C, hoạt tính enzyme cellulase không có sự thay 
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đổi so với đối chứng (không xử lý nhiệt) và giảm 

dần từ 80°C. 

Kết quả này phù hợp với kết quả nghiên cứu của 

Ye et al. (2017), trong đó chủng Bacillus 

amyloliquefaciens S1 có khả năng tạo ra cellulase 

mạnh nhất với nhiệt độ lên men là 37°C. Khi nhiệt 

độ tăng, hoạt động của các enzym đầu tiên tăng lên 

và sau đó giảm xuống.  

3.4. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính của 

chủng vi khuẩn TON1.4 

Dịch lên men chủng TON1.4 được điều chỉnh 

bằng HCl hoặc NaOH 1N về các pH khác nhau trong 

dải từ 3 đến 12 và ủ ở 37°C. Sau 2 giờ, dịch lên men 

được trung hoà về pH ban đầu và được ly tâm ở 

10.000 rpm trong 5 phút rồi kiểm tra hoạt tính kháng 

khuẩn và hoạt tính enzyme. Kết quả được trình bày 

trong Bảng 6 và Bảng 7. 

Từ kết quả nghiên cứu cho thấy, hoạt tính kháng 

các chủng vi khuẩn kiểm định có sự khác nhau giữa 

các chủng (Bảng 6). Sau khi được xử lí trong dải pH 

từ 3 đến 12, dịch lên men của chủng phân lập vẫn có 

khả năng kháng S. aureus và hoạt tính giảm nhẹ ở 

pH cao. Trong khi đó, chủng V. paraheamolyticus 

bị kháng yếu trong dải pH từ 6 đến 10, không kháng 

được ở pH ngoài khoảng trên. Dịch lên men của 

chủng sau xử lí cũng có khả năng kháng Salmonella 

typhi yếu trong khoảng pH từ 3 đến 10, sau đó mất 

hoạt tính ở pH cao hơn. 

Từ kết quả nghiên cứu cũng cho thấy, pH có ảnh 

hưởng đáng kể tới hoạt tính enzyme (Bảng 7). Cụ 

thể, hoạt tính enzyme amylase yếu và có hoạt tính 

trong khoảng pH từ 6 đến 10, hoạt tính cellulase 

giảm mạnh ở pH thấp (pH ≤4) và cao (pH 12). Trong 

khi đó, protease chỉ có hoạt tính yếu (tương đương 

với ĐC) trong khoảng pH từ 6 đến 9. Phytase duy trì 

hoạt tính ở pH rộng, pH >10 hoạt tính của phytase 

bị giảm dần. Ye et al. (2017) báo cáo giá trị pH môi 

trường lên men ban đầu tối ưu của Bacillus 

amyloliquefaciens S1 là 6 và lượng enzyme ổn định 

trong khoảng pH từ 5 đến 6, trong khi khả năng tạo 

enzyme giảm đáng kể ở pH ban đầu từ 7 đến 9. 

Bảng 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng kháng khuẩn của chủng TON1.4 

Nhiệt độ 
Kích thước đường kính vòng kháng khuẩn (∆=D-d) (mm) 

E. coli Salmonella S. aureus V. harveyi V. parahaemolyticus 

ĐC  (Không ủ) - 4 7 + 4 

40 - 4 7 + 3 

50 - 4 7 + 3 

60 - 4 7 - 3 

70 - 4 8 - 3 

80 - 3 8 - 2 

90 - 3 8 - 2 

100 - 2 8 - 2 

Chú thích: (+): có hoạt tính nhưng nhỏ, (-): không có hoạt tính 

Bảng 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính enzyme của chủng TON1.4 

Nhiệt độ 
Kích thước đường kính vòng thủy phân (∆=D-d) (mm) 

Amylase Cellulase Protease Phytase 

ĐC (Không ủ) 12 11 7 10 

40 + 11 7 10 

50 + 9 4 10 

60 + 9 3 9 

70 + 9 + 8 

80 - 8 - - 

90 - 3 - - 

100 - - - - 

Chú thích: (+): có hoạt tính nhưng nhỏ, (-): không có hoạt tính 
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Bảng 6. Ảnh hưởng của pH đến khả năng kháng khuẩn của chủng TON1.4 

pH 
Kích thước đường kính vòng kháng khuẩn (∆=D-d) (mm) 

E. coli Salmonella S. aureus V. harveyi V. parahaemolyticus 

3 - 3 7 - - 

4 - 3 6 - - 

6 - 3 6 - + 

8 (ĐC) - 4 6 + + 

9 - 4 6 + + 

10 - 3 7 + + 

11 - + 6 - - 

12 - - 5 - - 

Chú thích: (+): có hoạt tính nhưng nhỏ, (-): không có hoạt tính  

Bảng 7. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính enzyme của chủng TON1.4 

pH 
Kích thước đường kính vòng thủy phân (∆=D-d) (mm) 

Amylase Cellulase Protease Phytase 

3 - 4 - 7 

4 - 5 - 9 

6 + 9 + 9 

8 (ĐC) + 9 + 9 

9 + 9 + 9 

10 + 8 - 8 

11 - 8 - - 

12 - 3 - - 

Chú thích: (+): có hoạt tính nhưng nhỏ, (-): không có hoạt tính 

3.5. Ảnh hưởng của pH và độ mặn lên sự 

sinh trưởng của chủng vi khuẩn 

TON1.4 

Giá trị pH của môi trường ảnh hưởng đến sinh 

trưởng và sinh tổng hợp của vi sinh vật không giống 

nhau. Muốn phát triển và sinh tổng hợp enzyme 

mạnh nhất thì chủng vi khuẩn chọn lọc đòi hỏi phải 

có một khoảng pH thích hợp. Thí nghiệm được tiến 

hành trên 8 mức pH môi trường khác nhau.  

 

Hình 3. OD600nM của chủng TON1.4 ở các nồng 

độ muốn NaCl (A) và nồng độ pH (B) khác nhau 

sau 18 giờ nuôi cấy 

Từ kết quả trên Hình 3, chủng TON1.4 có khả 

năng chịu được pH từ 6 đến 9 (Hình 3a), nồng độ 

muối từ 0,5 đến 6% (Hình 3b). Ở độ pH 7, nồng độ 

muối từ 0,5 đến 2% là điều kiện sinh trưởng tối ưu. 

Các nồng độ muối khác nhau trong thí nghiệm 

không làm thay đổi tốc độ sinh trưởng của chủng. 

Kết quả này phù hợp với kết quả nghiên cứu của 

Sutin (2010), trong đó tác giả cho thấy phạm vi độ 

mặn đó (0-4%) là cần thiết cho sự phát triển tối ưu 

của các loài ven biển. Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu 

này có sự sai khác với kết quả nghiên cứu của Mevel 

and Prieur (2000). Tác giả báo cáo rằng chủng 

Bacillus sp. MS30 có độ mặn sinh trưởng tối ưu là 

16 g/L NaCl, và không thể phát triển khi độ mặn 

tăng lên 28,50 g/L NaCl. Theo kết quả nghiên cứu 

gần đây, các chủng Bacillus có thể tồn tại đến nồng 

độ muối là 7% (Zulkhairi Amin et al., 2020). Sự 

khác nhau này có thể do sự khác nhau về chủng 

Bacillus sp. được sử dụng trong nghiên cứu. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy chủng Bacillus sp. 

phân lập được phát triển chậm ở pH từ 3 đến 5. 

Chúng phát triển tối ưu ở pH 7 và sau đó sự tăng 

trưởng giảm dần từ pH 9 đến 11 (Hình 3b). Kết quả 

này phù hợp với các kết quả nghiên cứu về chủng 

Bacillus sp. đã được công bố (Ijaz et al., 2015). 

Trong đó, pH trung tính từ 7 đến 8 là pH tối ưu cho 

sự phát triển của vi khuẩn Bacillus sp. và trong môi 

trường hơi kiềm có lợi cho quá trình nitrat hóa dị 

dưỡng của vi khuẩn Bacillus sp. (Mevel and & 

Prieur, 2000). Thêm vào đó, kết quả nghiên cứu 

cũng cho thấy môi trường có tính axit (pH từ 5 đến 
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6) hoặc kiềm (pH từ 9 đến 10) làm hạn chế sự phát 

triển của vi khuẩn Bacillus sp. Nhận định này phù 

hợp với nhận định của Sheela et al. (2014). Tác giả 

cho thấy sự phát triển của các loài Bacillus sp. phân 

lập bị hạn chế ở pH từ 6đến 6,5 và pH trên 8,5. 

4. KẾT LUẬN 

Từ mẫu thu thập ở vùng nuôi thủy sản ở Bạch 

Long, Giao Thủy, Nam Định, 194 chủng vi khuẩn 

đã được phân lập. Chủng TON1.4 được chọn có khả 

năng thích nghi với điều kiện môi trường nước ao 

nuôi. Chủng TON1.4 đã được xác định là loài 

Bacillus amyloliquefaciens. Chủng chọn lọc 

TON1.4 cũng có khả năng sinh tổng hợp enzyme 

amylase, cellulase, protease, phytase và có khả năng 

kháng S. aureus, V. paraheamolyticus, V. harveyi và 

Salmonella typhi. Hơn nữa, chủng TON1.4 có khả 

năng chịu được pH từ 5 đến 9, nồng độ muối từ 0,5 

đến 6%. Kết quả cho thấy chủng TON1.4 phù hợp 

với điều kiện môi trường nuôi tôm nước lợ ở nước 

ta.  
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