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ABSTRACT 

Aquaculture industry has been developing in Vietnam, however, the water pollution 
in ponds caused many difficult problems for aquaculture, especially shrimp farming. 
The use of microbial products to stabilize water quality, reduce the amount of 
suspended organic matter in the water and reduce the toxic gas in water is essential 
and bacterial strains with bio-flocculant activity are as solution. From 13 water 
samples collected from shrimp ponds at Tra Vinh province, 59 isolates were isolated 
including 39 isolates of Gram positive bacteria and 18 isolates of Gram negative 
bacteria. After screening these bacteria by Gram staining and spore staining 
methods, 22 isolates that were Gram positive and spore bacteria were identified. The 
flocculating rate of 22 Gram positive isolates with kaolin suspension showed that MS 
9.4 had the strongest flocculating rate (75,83%). MS 9.4 isolate was identified by the 
16S-rRNA sequencing and biological test. Some biological activities including 
salinity tolerance, acid tolerance, bile salt tolerance were identified. The biochemical 
characteristics of MS 9.4 were similar to Bacillus subtilis, while 16S-rRNA gene 
sequence of MS 9.4 strain was 100% similar to Bacillus subtilis IAM12118, so MS 
9.4 was identified as Bacillus subtilis. This strain is resistant to salt (7%), tolerate 
with low pH (pH = 2), bile salt tolerant (2%) but it did not inhibit Vibrio spp. 

TÓM TẮT 

Ngành nuôi trồng thuỷ sản nước ta đã và đang phát triển mạnh nhưng vấn đề về ô 
nhiễm nguồn nước cũng đã gây ra rất nhiều khó khăn cho sự phát triển bền vững, 
đặc biệt là nghề nuôi tôm thẻ chân trắng. Sử dụng các chế phẩm vi sinh giúp ổn định 
chất lượng nước, giảm lượng hữu cơ lơ lửng đồng thời giảm khí độc trong nước là 
điều cần thiết. Từ 13 mẫu nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng tại tỉnh Trà Vinh, đã phân 
lập được 57 chủng vi khuẩn, trong đó có 39 chủng vi khuẩn Gram dương và 18 chủng 
vi khuẩn Gram âm. Sau khi sàng lọc sơ bộ bằng phương pháp nhuộm Gram và nhuộm 
bào tử đã chọn được 22 chủng vi khuẩn Gram dương, sinh bào tử trong đó có 4 chủng 
thuộc nhóm cầu khuẩn. Khảo sát hoạt tính keo tụ sinh học của 22 chủng vi khuẩn 
Gram dương với cơ chất là dịch kaolin cho thấy rằng chủng MS 9.4 có tỷ lệ keo tụ 
cao nhất (75,83%). Chủng vi khuẩn này được định danh bằng phương giải trình tự 
gen 16S-rRNA và các chỉ tiêu sinh hoá. Các đặc điểm sinh học bao gồm khả năng 
chịu mặn, chịu acid, chịu muối mật cũng được xác định. Các đặc điểm sinh hóa của 
chủng MS9.4 tương đồng với loài Bacillus subtilis, đồng thời chủng MS 9.4 có trình 
tự gen 16S-rRNA tương đồng 100% với chủng Bacillus subtilis IAM12118 nên chủng 
MS 9.4 được định danh là Bacillus subtilis MS 9.4. Chủng này có khả năng chịu mặn 
(7%), chịu được pH thấp (pH = 2), chịu được muối mật (2%) nhưng không có khả 
năng kháng với Vibrio spp. 

Trích dẫn: Phạm Minh Nhựt, Đinh Ngọc Phương Trinh và Võ Lan Hương, 2019. Phân lập, sàng lọc và khảo sát 
hoạt tính sinh học của vi khuẩn keo tụ sinh học trong ao nuôi tôm thẻ chân trắng tại tỉnh Trà Vinh. Tạp chí 
Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 55(Số chuyên đề: Công nghệ Sinh học)(1): 270-276. 
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1 GIỚI THIỆU 

Việt Nam là nước có ngành nuôi trồng thuỷ sản 
phát triển mạnh và sản lượng thuỷ hải sản đã và đang 
mang lại giá trị kinh tế cao với sản lượng nuôi ngày 
càng tăng theo các năm (theo số liệu của Tổng cục 
Thuỷ sản năm 2017). Chính vì giá trị kinh tế cao của 
ngành nuôi trồng thuỷ sản mang lại nên người dân 
bắt đầu nuôi với mật độ dày hơn và ồ ạt hơn, vì thế 
khả năng xảy ra nguy cơ dịch bệnh cũng tăng cao. 
Để giảm thiểu những nguy cơ đó, một trong những 
vấn đề cần quản lý tốt là nguồn nước ao nuôi. 
Nguyên nhân gây ô nhiễm nguồn nước ao nuôi là do 
thức ăn dư thừa dẫn đến dễ tạo điều kiện phát sinh 
các dịch bệnh nguy hiểm như bệnh phát sáng, bệnh 
đốm trắng, bệnh co thân… (Kasan et al., 2015). Để 
xử lý các hợp chất hữu cơ trong nước, có rất nhiều 
các phương pháp như: vật lý (lắng, lọc, siphon, sử 
dụng tia cực tím,…), hóa học (xử lý bằng phương 
pháp purolite tốc độ cao, sử dụng ozon, các biện 
pháp kết tủa, kết bông,…), và sinh học (sử dụng chế 
phẩm sinh học – probiotic) và một trong những 
phương pháp mới là sử dụng vi sinh vật keo tụ sinh 
học (Kasan et al., 2015). 

Hợp chất keo tụ là sản phẩm được hình thành 
trong quá trình phát triển của vi khuẩn, nấm, tảo 
(Desouky et al., 2008). Vi khuẩn sản xuất chất keo 
tụ sinh học là những loài vi khuẩn có thể sử dụng 
chất dinh dưỡng trong môi trường để tổng hợp các 
hợp chất đa phân tử trong tế bào dưới sự hoạt động 
của các enzyme đặc biệt, sau đó chúng có thể được 
bài tiết ra ngoài và tồn tại trong môi trường hoặc trên 
bề mặt vỏ tế bào vi khuẩn, các hợp chất này có khả 
năng tạo sự kết tụ với các chất khác nhau và tạo 
thành một khối nhầy lắng xuống dưới đáy. Chính vì 
thế, vi khuẩn keo tụ giúp giảm các hợp chất hữu cơ 
lơ lửng trong nước một cách đáng kể, giúp ổn định 
chất lượng nước ao nuôi (Luo et al., 2016). 

Nghiên cứu phân lập và tuyển chọn các chủng vi 
khuẩn có hoạt tính keo tụ sinh học cao sẽ mở ra một 
giải pháp mới để xử lý nguồn chất hữu cơ lơ lửng 
trong nước đồng thời xử lý một số khí độc trong ao 
nuôi là điều hết sức cần thiết. Mục tiêu của nghiên 
cứu này là tiến hành phân lập, sàng lọc và xác định 
một số yếu tố ảnh hưởng của các chủng vi khuẩn keo 
tụ sinh học từ nguồn nước ao nuôi tôm. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1 Mẫu nước ao nuôi 

Thu 13 mẫu nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng từ 
13 mẫu nước ao nuôi được thi tại ấp Hoà Minh, xã 
Long Hưng I, huyện Châu Thành, tỉnh Trà Vinh, 
gồm có nhóm 1 với 4 mẫu nước ao đang trong quá 
trình nuôi (ao số 2, 3, 10 và 11) và nhóm 2 với 9 mẫu 
nước ao sau khi thu hoạch 2 tuần. 

2.2 Phương pháp thu mẫu 

Các mẫu được thu ở vị trí gần đáy ao bằng cách 
sử dụng một gàu để múc nước. Mẫu nước sẽ bao 
gồm 2 phần nước và bùn. Các mẫu sau khi thu được 
bảo quản lạnh và vận chuyển về phòng thí nghiệm. 

2.3 Phân lập vi khuẩn 

Các mẫu nước sau khi thu sẽ được phân lập theo 
phương pháp cải tiến của Luo et al. (2016). Các mẫu 
nước được để lắng trong phễu chiết quả lê trong 
vòng 48 giờ rồi thu phần mẫu lắng. Pha loãng và cấy 
trải mẫu ở các nồng độ pha loãng 10-1, 10-2, 10-3, 10-

4 trải trên môi trường nuôi cấy (meat extract 3g/L, 
peptone 10g/L, NaCl 5g/L, agar 18 g/l). Mẫu được 
ủ ở 30oC trong thời gian 72 giờ, chọn khuẩn lạc đặc 
trưng và tiến hành làm thuần rồi bảo quản trong 
glycerol. Các chủng vi khuẩn này được định danh 
sơ bộ bằng nhuộm Gram và bào tử. 

Các chủng vi khuẩn được nhuộm Gram như sau: 
tiến hành tạo vết bôi trên lame, để khô vết bôi trong 
không khí hoặc hơ nhẹ trên đèn cồn. Tiêu bản được 
nhuộm bằng crystal violet trong 30 giây rồi rửa 
nước. Nhuộm lugol trong 1 phút, rửa nước, rồi tẩy 
cồn trong 30 giây và rửa nước. Nhuộm bổ sung 
fuchsin trong 20 giây, rửa nước. Làm khô và soi tiêu 
bản ở vật kính 100X. 

Các chủng được nhuộm bào tử như sau: tạo vết 
bôi vi khuẩn trên lame rồi đặt lame lên miếng giấy 
lọc trên cốc nước đun sôi. Cho dung dịch malachite 
green 5% vào vết bôi và đặt lame có sinh khối của 
vi khuẩn lên miếng giấy lọc trên cốc và để trong thời 
gian 5 phút, sau đó, vết bôi được rửa bằng nước cất 
trong khoảng thời gian 30 giây. Nhuộm bổ sung với 
thuốc nhuộm fuchsin trong 75 giây; rửa lại bằng 
nước rồi thấm khô; quan sát dưới kính hiển vi ở vật 
kính 100X 

2.4 Sàng lọc các chủng vi khuẩn có hoạt 
tính keo tụ sinh học 

Đánh giá khả năng sinh các hợp chất keo tụ sinh 
học theo phương pháp của Luo et al. (2016). Vi 
khuẩn được tăng sinh trong môi trường Trypticase 
soya broth (TSB) bổ sung NaCl nồng độ 15 g/l ở 
nhiệt độ phòng trong điều kiện lắc (150 vòng/phút) 
trong 24 giờ. Sau đó cấy vi khuẩn đã hoạt hóa vào 
môi trường lên men (glucose 20g/L, KH2PO4 2g/L, 
K2HPO4 5g/L, MgSO4.7H2O 0,5g/L, (NH4)2SO4 
0,2g/L, NaCl 0,1g/L, urea 0,5g/L, yeast extract 
0,5g/L). Lắc ở tốc độ 150 vòng/phút trong 96 giờ. 

Đánh giá khả năng sinh hợp chất keo tụ sinh học 
của các dòng vi khuẩn bằng hỗn hợp gồm 93 ml 
dung dịch kaolin (5 g/l); 5 ml dung dịch CaCl2 1%, 
pH =7; 2 ml dịch vi khuẩn ở mật độ 108 cfu/ml. Hỗn 
hợp được lắc trên máy lắc xoay vòng ở tốc độ 180 
vòng/phút trong 1,5 phút rồi 80 vòng/phút trong 3 
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phút, để lắng 10 phút, sau đó hút dịch trong đo OD 
ở bước sóng 550 nm. Mẫu đối chứng thực hiện 
tương tự nhưng thay chủng vi khuẩn bằng nước cất 
vô trùng, mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần. Tỷ lệ kết tụ 
được tính theo công thức:  

Tỷ lệ keo tụ (%) = 
୓ୈ đố୧ ୡ୦ứ୬୥ି୓ୈ ୫ẫ୳

୓ୈ đố୧ ୡ୦ứ୬୥
 x 100%  

(Luo et al., 2016) 

2.5 Định danh vi khuẩn 

Chủng vi khuẩn có hoạt tính keo tụ mạnh sẽ 
được định danh bằng các thử nghiệm sinh hoá bao 
gồm: thử nghiệm catalase, Voges – Proskauer, khả 
năng tăng trưởng trong môi trường Nutrient broth 
(NB) ở nhiệt độ 500C và 600C, tăng trưởng trong 
môi trường 7% NaCl, thử nghiệm nitrate hoá, khả 
năng thuỷ phân tinh bột và phân huỷ casein. Sau đó, 
được giải trình tự 16S-rRNA tại Công ty Nam Khoa 
Biotek. 

2.6 Đánh giá khả năng chịu mặn, chịu pH 
và chịu muối mật của chủng vi khuẩn 

Chủng vi khuẩn được tăng sinh trong môi trường 
TSB + 1,5% NaCl ở 300C trong 24 giờ. Sau đó đo 
OD ở bước sóng 600 nm để xác định mật độ và pha 
loãng để được mật độ 106 cfu/ml và sử dụng mật độ 
này để tiến hành thí nghiệm. 

Tiến hành đánh giá khả năng chịu mặn của vi 
khuẩn trong môi trường TSB có bổ sung NaCl với 
nồng độ từ 0%, 2%, 4%, 6% và 8% trong các thời 
điểm 0, 24, 48, 72, 96 và 120 giờ; khả năng chịu pH 
của vi khuẩn trong môi trường TSB có pH 1, 2, 3, 4 

trong thời gian 0, 1, 2, 3, 4 giờ; khả năng chịu muối 
mật trong môi trường TSB có bổ sung muối mật ở 
các nồng độ 0%, 0,5%, 1%, 1,5% và 2% trong thời 
gian 0, 1, 2, 3, 4 giờ. Tại mỗi thời điểm khảo sát tiến 
hành đo OD ở bước sóng 600 nm để xác định mật 
độ vi khuẩn. 

2.7 Xử lý kết quả:  

Thí nghiệm được lặp lại ba lần và kết quả được 
trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch 
chuẩn (SD). 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Kết quả phân lập vi khuẩn từ nguồn 
nước ao nuôi 

Từ 13 mẫu nước ao nuôi tôm, sau khi phân lập 
và tuyển chọn trên môi trường Trypticase soya agar 
(TSA) có bổ sung NaCl 1,5% đã thu được 57 chủng 
vi khuẩn. Trong 57 chủng vi khuẩn được phân lập 
có 18 chủng phân lập được từ 4 nguồn nước các ao 
đang trong quá trình nuôi và 39 chủng được phân 
lập từ 9 ao nuôi sau quá trình nuôi. Tiến hành định 
danh sơ bộ của các chủng vi khuẩn được phân lập, 
nhận thấy rằng trong 57 chủng có 22 chủng vi khuẩn 
Gram dương, sinh bào tử, 17 chủng Gram dương, 
không sinh bào tử và 18 Gram âm. 

Mục tiêu của nghiên cứu là tuyển chọn chủng vi 
khuẩn có hoạt tính keo tụ sinh học thuộc nhóm vi 
khuẩn Gram dương và sinh bào tử, vì thế 22 chủng 
vi khuẩn Gram dương sinh bào tử được sử dụng để 
tuyển chọn hoạt tính keo tụ sinh học, được trình bày 
ở Bảng 1. 
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Bảng1: Hình thái khuẩn lạc của 22 chủng vi khuẩn Gram dương, sinh bào tử 
Ao nuôi Chủng Hình thái khuẩn lạc Ao nuôi Chủng Hình thái khuẩn lạc 

Ao số 1 
– sau 
thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 1.1  
Tròn, lồi, trong suốt, rìa đều, bóng, 
đường kính < 0,5mm 
Hình cầu 

Ao số 6 – 
sau thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 6.2 
Tròn, lồi, bóng, rìa đều, trắng trong, 
tâm hồng, đường kính > 0,5 mm 
Hình que 

MS 1.2 
Tròn, dẹt, trắng đục, rìa đều, bóng, 
đường kính ≥ 2mm 
Hình que 

Ao số 7 – 
sau thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 7.1 
Tròn, lồi, bóng, trắng đục, tâm màu 
da, rìa đều, đường kính > 0,5mm 
Hình que 

MS 1.4 
Tròn, lồi, bóng, vàng, rìa đều, 
đường kính ≥ 0,5 mm 
Hình que 

MS 7.2 
Tròn, dẹt, trắng đục, rìa phân thùy, 
đường kính > 2mm 
Hình que 

Ao số 2 
– đang 
giai 
đoạn 
nuôi 

MS 2.1 
Tròn, dẹt, trắng đục, rìa đều, tâm 
vàng nhạt, đường kính ≥ 2mm 
Hình que 

Ao số 8 – 
sau thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 8.2 
Tròn, dẹt, không bóng, trắng trong, 
rìa răng cưa, đường kính ≈ 0,5mm 
Hình que 

MS 2.2 
Tròn, lồi, bóng, trắng trong, rìa 
đều, đường kính ≤ 0,5mm 
Hình cầu 

Ao số 9 – 
sau thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 9.2  

Tròn, dẹt, rìa răng cưa, trắng trong, 
nhám có tâm trắng hồng, đường 
kính > 0.5 mm  
Hình que 

Ao số 4 
– sau 
thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 4.1 
Tròn, lồi, bóng, trắng đục, rìa đều, 
đường kính > 0,5mm 
Hình que 

MS 9.4 
Tròn, rìa đều, trắng trong, lồi, tâm 
trắng đục, đường kính ≈ 5mm 
Hình que 

MS 4.2 
Tròn, lồi, bóng, trắng trong, rìa 
đều, đường kính > 0,5mm 
Hình que 

Ao số 10 
– đang 
giai đoạn 
nuôi 

MS 
10.1 

Tròn, lồi, màu trắng đục, rìa đều, có 
tâm, đường kính ≈ 5mm 
Hình cầu 

MS 4.3 
Tròn, rìa phân thùy, dẹt, trắng đục, 
đường kính > 2mm 
Hình que 

Ao số 11 
– đang 
giai đoạn 
nuôi 

MS 
11.1 

Tròn, nhám, dẹt, rìa răng cưa, tâm 
lồi, trắng đục, đường kính ≈ 5mm 
Hình que 

Ao số 5 
– sau 
thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 5.1 
Tròn, rìa đều, trắng đục, lồi, đường 
kính ≈ 0,5mm 
Hình que 

Ao số 12 
– sau thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 
12.2 

Tròn, dẹt, rìa răng cưa, trắng đục, 
nhám, đường kính ≈ 5mm 
Hình que 

MS 5.4 
Tròn, dẹt, đen, rìa răng cưa, trắng 
đục, đường kính > 0,5mm 
Hình cầu 

Ao số 13 
– sau thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 
13.1 

Tròn, dẹt, tâm lồi trắng đục, rìa 
phân thùy, đường kính > 2mm 
Hình que 

MS 5.6 
Tròn, dẹt, trắng đục, rìa răng cưa, 
đường kính ≥ 2mm 
Hình cầu 

MS 
13.2 

Tròn, trắng đục, có rìa phân thùy 
lồi bóng, đường kính > 5mm 
Hình que 

Ao số 6 
– sau 
thu 
hoạch 2 
tuần 

MS 6.1 
Tròn, lồi, bóng, rìa răng cưa, trắng 
sữa, đường kính > 2mm 
Hình que 

MS 
13.3 

Tròn, lồi, rìa đều, bóng, vàng, 
đường kính ≥ 2mm 
Hình que 

3.2 Kết quả đánh giá hoạt tính keo tụ sinh 
học của các chủng vi khuẩn phân lập 

Kết quả đánh giá hoạt tính keo tụ sinh học của 
22 chủng vi khuẩn Gram dương, sinh bào tử được 
trình bày ở Hình 1.  

Kết quả sàng lọc hoạt tính keo tụ sàng lọc của 22 
chủng vi khuẩn Gram dương sinh bào tử đã phân lập 

được thể hiện trên Hình 1. Tất cả 22 chủng vi khuẩn 
này đều có hoạt tính keo tụ sinh học nhưng hoạt tính 
keo tụ sinh học không đồng đều và có sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 22 chủng vi khuẩn 
khảo sát thuộc Gram dương, sinh bào tử thuộc 2 
nhóm mẫu. Nhóm 1 có 4 chủng gồm MS 2.1; MS 
2.2; MS 10.1 và MS11.1 được phân lập từ 4 ao đang 
trong quá trình nuôi có tỷ lệ keo tụ sinh học từ 
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45,61% đến 69,15%, và tỷ lệ keo tụ cao nhất thuộc 
về chủng MS 2.2. Nhóm 2 gồm 18 chủng được phân 
lập từ 9 ao đang trong quá trình nghỉ có tỷ lệ keo tụ 
từ 23,67% đến 75,82% và tỷ lệ keo tụ cao nhất thuộc 
về chủng MS 9.4. Hình dạng tế bào vi khuẩn, 4 
chủng vi khuẩn hình cầu (MS 1.1; MS 2.2; MS 5.4; 
MS 10.1) có tỷ lệ keo tụ từ 45,61% đến 69,15% (tỷ 
lệ keo tụ cao nhất là chủng MS 2.2) trong khi đó 18 
chủng vi khuẩn hình que có tỷ lệ keo tụ sinh học từ 
28,33% đến 75,82% (tỷ lệ keo tụ cao nhất là chủng 

MS 9.4). Như vậy, từ kết quả khảo sát hoạt tính keo 
tụ sinh học của 22 chủng vi khuẩn Gram dương, sinh 
bào tử, chủng MS 9.4 có tỷ lệ keo tụ cao nhất là 
75,82%. Chủng MS 9.4 có những đặc điểm khuẩn 
lạc được nuôi cấy trên môi trường Nutrient agar 
(NA) trong thời gian 48 giờ ở nhiệt độ phòng như 
sau: tròn, rìa đều, trắng trong tâm trắng đục, có 
đường kính xấp xỉ 5mm thuộc nhóm trực khuẩn 
Gram dương, sinh bào tử và được phân lập từ ao 
nuôi đang trong giai đoạn nghỉ. 

 
Hình 1: Kết quả sàng lọc hoạt tính keo tụ của 22 chủng vi khuẩn Gram dương, sinh bào tử 

Kết quả nghiên cứu của Luo et al. (2016) thì có 
48 chủng vi khuẩn đã được phân lập từ mẫu nước ao 
nuôi cá chép tại tỉnh Hắc Long Giang, Trung Quốc, 
trong đó chủng Bacillus megaterium SP1 cho tỷ lệ 
keo tụ sinh học cao nhất trong số 48 chủng khảo sát 
là 91%. SP1 có các đặc điểm là tròn, trắng trong, 
bóng, thuộc nhóm trực khuẩn Gram dương. So với 
đặc điểm hình dạng khuẩn lạc và hình thái tế bào của 
Bacillus megaterium SP1, chủng MS 9.4 có những 
đặc điểm tương đồng, vì thế, chủng MS 9.4 đã được 
tiến hành định danh.  

3.3 Kết quả định danh chủng vi khuẩn MS 
9.4 

Chủng vi khuẩn MS 9.4 được định danh bằng 
các thử nghiệm sinh hoá và giải trình tự 16s-rRNA. 
Các đặc điểm sinh hoá của MS 9.4 được trình bày ở 
Bảng 2. 

Kết quả định danh sinh hóa của chủng MS 9.4 
cho thấy chủng này thuộc loài Bacillus subtilis. 
Theo kết quả định danh sinh hoá được trình bày 
trong The Prokaryote (Slebecky and Hemphill, 
2006), Bacillus subtilis thuộc nhóm vi khuẩn Gram 
dương, sinh bào tử, có hình dạng khuẩn lạc tròn, 
nhăn, trắng đục được nuôi cấy trong môi trường 
TSA (hoặc NA), có khả năng sinh enzyme catalase, 
tạo ra acetoin trong môi trường glucose – phosphate 
(thử nghiệm Voges – Proskauer), tăng trưởng tốt ở 

nhiệt độ 500C nhưng lại bị kìm hãm ở 650C. B. 
subtilis chịu được nồng độ muối 7%, nhưng không 
sinh hơi và acid trong môi trường glucose. B. subtilis 
có thử nghiệm nitrate và citrate dương tính đồng thời 
có khả năng phân hủy casein và tinh bột.  

Bảng 2: Các đặc điểm sinh hoá của Bacillus 
subtilis (Slebecky and Hemphill, 2006) 
và chủng MS 9.4. 

 
Thử nghiệm 

Vi khuẩn 
Bacillus 
subtilis 

Chủng MS 
9.4 

Hình thái khuẩn lạc 
Tròn, nhăn, 
trắng đục 

Tròn, nhăn, 
trắng đục 

Gram + + 
Sinh bào tử + + 
Catalase + + 
Voges – Proskauer + + 
Tăng trưởng ở 500C + + 
Tăng trưởng ở 650C - - 
Tăng trưởng trong môi 
trường 7% NaCl 

+ + 

Sinh acid và hơi trong 
môi trường glucose 

- - 

Nitrate + + 
Citrate + + 
Phân hủy tinh bột + + 
Phân hủy casein + + 

(+): dương tính; (-): âm tính 
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Các thử nghiệm sinh hóa cho thấy chủng vi 
khuẩn MS 9.4 có các kết quả sinh hóa tương đồng 
với B. subtilis (Slebecky and Hemphill, 2006). Đồng 
thời, kết quả giải trình tự 16S-rRNA cho thấy chủng 
MS 9.4 tương đồng 100% với chủng Bacillus 
subtilis IAMI2118 nên chủng MS 9.4 được định 
danh là Bacillus subtilis MS 9.4. 

3.4 Kết quả khảo sát khả năng chịu mặn, 
chịu pH và chịu muối mật của B. subtilis MS 9.4 

Kết quả khảo sát khả năng chịu mặn, chịu pH và 
chịu muối mật của B. subtilis MS 9.4 được trình bày 
ở Bảng 3; Bảng 4 và Bảng 5. 

Kết quả khảo sát này cho thấy rằng B. subtilis 
MS 9.4 không chịu được pH 1,0 do mật độ của tế 
bào đã giảm đáng kể sau 4 giờ nuôi cấy. Ở pH 2,0, 
vi khuẩn B. subtilis MS 9.4 chỉ có thể chịu được tới 
2 giờ, nhưng sau đó mật độ tế bào lại giảm. Ở giá trị 
pH 3,0 và 4,0 B. subtilis MS 9.4 có khả năng chịu 
được và duy trì tốt mật độ sau 4 giờ nuôi cấy. Khi 
so sánh với nghiên cứu của Hồ Thị Trường Thy và 
ctv (2011) về khảo sát một số đặc tính chủng 
Bacillus subtilis B20.1 là cơ sở cho việc sản xuất 
probiotic. Trong thí nghiệm chủng Bacillus subtilis 
B20.1 có thể chịu được pH 4,0 trong 24 giờ. Như 

vậy so với chủng B. subtilis B20.1 thì khả năng chịu 
pH của chủng Bacillus subtilis MS 9.4 tốt hơn. 

Bảng 3: Kết quả đo OD600nm của vi khuẩn B. 
subtilis MS 9.4 ở các giá trị pH khác 
nhau 

Giá trị pH 
1 2 3 4 

Thời gian 
0 giờ  0,54 0,57 0,60 0,54 
1 giờ  0,59 0,59 0,84 0,63 
2 giờ  0,60 0,61 0,64 0,66 
3 giờ  0,54 0,60 0,63 0,58 
4 giờ  0,43 0,55 0,69 0,60 

Bảng 4: Kết quả đo OD600nm của vi khuẩn B. 
subtilis MS 9.4 ở các nồng độ muối mật 
khác nhau 

Nồng độ muối mật 
0,3% 0,5% 1% 2% 

Thời gian 
0 giờ  0,41 0,38 0,37 0,37 
1 giờ  0,23 0,21 0,23 0,24 
2 giờ  0,18 0,18 0,18 0,17 
3 giờ  0,26 0,19 0,21 0,18 
4 giờ  0,49 0,38 0,35 0,30 

Bảng 5: Kết quả đo OD600nm của vi khuẩn B. subtilis MS 9.4 ở các nồng độ NaCl khác nhau 

Nồng độ NaCl 
1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 

Thời gian 
0 giờ 0,34 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,33 
24 giờ 1,30 1,50 1,36 1,31 1,22 1,37 1,35 1,37 
48 giờ 1,76 1,73 1,68 1,54 1,37 1,60 1,52 1,46 
72 giờ 1,86 1,89 1,82 1,81 1,53 1,82 1,67 1,66 
96 giờ 2,01 2,03 2,02 2,04 1,98 2,05 1,73 1,65 

120 giờ 2,30 2,21 2,18 2,15 2,27 2,28 2,00 0,21 

Kết quả khảo sát khả năng chịu muối mật cho 
thấy chủng Bacillus subtilis MS 9.4 có khả năng 
chịu được muối mật trong các nghiệm thức khảo sát. 
Mặc dù ở thời điểm 1 giờ, 2 giờ và 3 giờ mật độ vi 
khuẩn có giảm nhưng lại tăng lên vào thời điểm 4 
giờ, điều này có thể do muối mật là tác nhân ức chế 
rất mạnh đối với vi khuẩn Gram dương nên trong 
thời gian đầu nuôi cấy thì vi khuẩn Bacillus subtilis 
MS 9.4 bị kiềm hãm. Thời điểm 4 giờ thì vi khuẩn 
thích nghi và bắt đầu tăng trưởng trở lại. Theo 
Gilliland et al. (1984), nồng độ 0,3% được coi là 
nồng độ quan trọng để sàng lọc các chủng chịu được 
muối mật. So với nghiên cứu của Hồ Thị Trường 
Thy và ctv (2011) chủng B. subtilis B20.1 có thể 
chịu được nồng độ muối mật 2%. Như vậy, so với 
chủng Bacillus subtilis B20.1 thì khả năng chịu 
muối mật của chủng Bacillus subtilis MS 9.4 tương 
đương.  

Kết quả khảo sát khả năng chịu mặn cho thấy, 
chủng Bacillus subtilis MS 9.4 có thể sống sót và 
phát triển mạnh ở tất cả các nồng độ muối khảo sát 
đế thời điểm 96 giờ. Sau 120 giờ thì mật độ Bacillus 
subtilis MS 9.4 ở nồng độ 8% đã giảm đáng kể. So 
với nghiên cứu của Hồ Thị Trường Thy và ctv 
(2011) về khả năng chịu mặn của chủng B. subtilis 
B20.1, chủng này có thể chịu được nồng độ mặn từ 
0,5% cho tới 6% trong khi chủng B. subtilis MS 9.4 
lại có thể chịu được nồng độ muối tới 8%. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy chủng B. subtilis 
MS 9.4 được phân lập từ nguồn nước ao nuôi tôm 
có hoạt tính keo tụ mạnh đồng thời có khả năng chịu 
được giá trị pH thấp, nồng độ muối mật cao cũng 
như khả năng chịu mặn tốt. Kết quả này cho thấy 
khả năng ứng dụng của B. subtilis MS 9.4 trong điều 
kiện nuôi tôm để xử lý các hợp chất hữu cơ lơ lửng 
trong ao nuôi là rất tốt. Đồng thời, chủng B. subtilis 
MS 9.4 cũng có khả năng sản sinh khá nhiều các 
enzyme ngoại bào như amylase, cellulase, 
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proteinase (số liệu chưa công bố) nên chủng này có 
thể sử dụng như dạng chế phẩm kết hợp giữa ổn định 
chất lượng nước ao nuôi và probiotic trong việc 
nâng cao hiệu quả tăng trưởng ở tôm. 

4 KẾT LUẬN 

Từ 13 mẫu nước ao nuôi tôm thu từ Trà Vinh đã 
phân lập được 57 chủng vi khuẩn, sau khi sàng lọc 
hoạt tính keo tụ sinh học và định danh đã xác định 
đó là vi khuẩn B. subtilis MS 9.4. Chủng này có hoạt 
tính keo tụ sinh học tốt nhất đồng thời có khả năng 
chịu pH thấp, muối mật và chịu mặn cao. Chủng này 
sẽ được bảo quản và sử dụng cho các nghiên cứu 
tiếp theo. 
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