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ABSTRACT 

This study is aimed to isolate beneficial Bacillus spp. strains for producing 

biological products to control pathogens. Twenty Bacillus spp. strains was 

isolated from digestive system of white leg shrimps (Litopenaeus 

vannamei) collected from shrimp ponds in Kien Giang province. The 

results show that 11 isolates acted as an antagonist of at least one of 

pathogenic strains including Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Aeromonas sp., and Pseudomonas sp. Eleven isolates have the potential 

production at least two extracellular enzymes including amylase, cellulase 

and protease. The AM2 and AM3 were selected to examine salinity and pH 

tolerance ability, and both strains represented their abilities to grow at the 

pH ranges from 4 to 9 and the salinity ranges from 1 to 5%. The results of 

16S rRNA genotype sequencing for the two strains, AM2 and AM3 

indicated that the AM2 sequence was homologous up to 99% with B. 

sutilis, and AM3 strain sequence was homologous up to 99% with Bacillus 

cereus and registered on GenBank with the code consecutively MN907469 

and MN907471. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập những dòng vi khuẩn Bacillus 

spp. có những đặc tính phù hợp để sản xuất chế phẩm sinh học nhằm kiểm 

soát các tác nhân gây bệnh. Từ hệ tiêu hóa của các mẫu tôm thẻ chân trắng 

thu từ ao nuôi thuộc địa bàn tỉnh Kiên Giang đã phân lập được 20 dòng vi 

khuẩn Bacillus spp. Kết quả có 11 trên tổng số 20 dòng thể hiện khả năng 

đối kháng với ít nhất 1 dòng vi khuẩn kiểm định gồm Escherichia coli, 

Staphyloccocus aureus, Aeromonas sp. và Pseudomonas sp. Kết quả cũng 

cho thấy cả 11 dòng vi khuẩn đều có khả năng sinh ít nhất 2 loại enzyme 

ngoại bào trong nhóm amylase, cellulase và protease. Dòng AM2 và AM3 

được lựa chọn để khảo sát khả năng chịu mặn và chịu pH, kết quả cho 

thấy, cả 2 dòng đều có khả năng phát triển trong môi trường được bổ sung 

nồng độ muối từ 1 - 5% và pH từ 4 - 9, dòng AM2 và AM3 tương đồng 

99% với dòng Bacillus subtilis và Bacillus cereus dựa trên kết quả giải 

trình tự 16S rRNA đã được đăng ký trên GenBank với mã số lần lượt là 

MN907469 và MN907471. 

Trích dẫn: Huỳnh Ngọc Thanh Tâm và Huỳnh Văn Thịnh, 2020. Đặc điểm của các dòng lợi khuẩn Bacillus 

spp. từ tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei) ở tỉnh Kiên Giang. Tạp chí Khoa học Trường 

Đại học Cần Thơ. 56(2B): 44-52. 



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ   Tập 56, Số 2B (2020): 44-52 

45 

1 GIỚI THIỆU 

Bacillus là trực khuẩn Gram dương, tế bào hình 

que thẳng, kích thước 0,5 - 2,5 µm x 1,2 - 10 µm và 

thường được sắp xếp thành từng cặp hoặc chuỗi, có 

đầu tròn. Bacillus có phổ chịu nhiệt, pH và độ mặn 

rộng, con đường biến dưỡng bằng hình thức lên men 

hoặc hô hấp, hầu hết có catalase dương tính (Holt et 

al., 1994). Vi khuẩn Bacillus có thể sản xuất một số 

hợp chất ức chế sự phát triển của vi khuẩn cạnh 

tranh. Trong số các hợp chất này, các bacteriocin là 

quan trọng nhất (Farzanfar, 2006). Bên cạnh đó, 

Bacillus còn sản xuất kháng sinh polypeptide, chẳng 

hạn như bacitracin, gramicidin S, polymyxin và 

tyrotricidin có khả năng chống lại nhiều loài vi 

khuẩn Gram dương và Gram âm (Balcázar and 

Luna, 2007). Chúng có thể sử dụng các enzyme 

ngoại bào do quá trình phân giải polysaccharide, 

nucleic acid và lipid làm nguồn carbon và chất cho 

điện tử (Nguyễn Lân Dũng và ctv., 1975). Các loài 

thuộc chi Bacillus được biết đến là vi sinh vật có khả 

năng sản xuất các loại enzyme có lợi trong công 

nghiệp. Enzyme sản xuất bởi các dòng vi khuẩn 

thuộc chi này chiếm khoảng 50% tổng thị trường 

enzyme. Các loài Bacillus khác nhau có thể sản xuất 

một số enzyme quan trọng như amylase, cellulase, 

tannase, pectinase và betaglucosidase (Kakou et al., 

2017). Ngoài ra, Bacillus được sử dụng rộng rãi nhất 

làm probiotic bao gồm B. subtilis, B. clausii, B. 

cereus, B. coagulans và B. licheniformis. Các bào tử 

ổn định nhiệt của Bacillus có nhiều ưu điểm hơn so 

với những loài không sinh bào tử khác như 

Lactobacillus spp. Các chế phẩm sinh học chứa bào 

tử đang được sử dụng rộng rãi ở người như là chất 

bổ sung dinh dưỡng, ở động vật như chất kích thích 

tăng trưởng và các chất cạnh tranh chống vi sinh vật 

gây bệnh, trong nuôi trồng thuỷ sản để tăng cường 

sự phát triển và chống chịu bệnh tật của tôm nuôi 

(Cutting, 2011). Các yếu tố về sự chống chịu pH và 

độ mặn của Bacillus cũng được quan tâm. Độ muối 

tối ưu cho sự sinh trưởng và phát triển của tôm là 15 

- 25‰, pH thích hợp cho tôm nuôi từ 7,5 - 8,35 

(Phạm Thị Tuyết Ngân và Trương Phú Quốc, 2010). 

Nồng độ muối thích hợp là 7,5 - 8,2 và giá trị pH 

phù hợp với điều kiện ao nuôi tôm nước lợ ở nước 

ta là 7,5 - 8,2 (Nguyễn Văn Hảo, 2004). Do đó, 

nghiên cứu này được tiến hành nhằm khảo sát một 

số đặc tính có lợi (khả năng đối kháng với các dòng 

vi khuẩn gây bệnh, khả năng sinh enzyme ngoại bào, 

khả năng chịu pH và chịu mặn) của các dòng 

Bacillus spp. phân lập từ hệ tiêu hóa của tôm thẻ 

chân trắng tại một số huyện thuộc tỉnh Kiên Giang 

nhằm ứng dụng các dòng vi khuẩn này trong sản 

xuất các chế phẩm probiotic phục vụ cho nuôi trồng 

thủy sản nói chung và nuôi tôm nói riêng. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

2.1 Vật liệu nghiên cứu 

 Mẫu tôm thẻ chân trắng là tôm trưởng thành 

được thu tại các ao nuôi tôm ở các huyện: An Minh, 

An Biên, U Minh Thượng và Vĩnh Thuận thuộc tỉnh 

Kiên Giang. Mỗi huyện thu mẫu tại một ao nuôi tôm 

với khối lượng mẫu khoảng 200 g (khoảng 80 

con/kg). Mẫu được bảo quản lạnh bằng cách ướp đá 

trong thùng xốp trong suốt quá trình vận chuyển đến 

phòng thí nghiệm.  

Vi khuẩn kiểm định: Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Aeromonas sp. và 

Pseudomonas sp. được cung cấp bởi Bộ môn Công 

nghệ Sinh học Vi sinh vật, Viện Nghiên cứu và Phát 

triển Công nghệ Sinh học, Trường Đại học Cần Thơ.  

2.2 Phương pháp 

2.2.1 Phân lập các dòng vi khuẩn Bacillus spp. 

Mẫu tôm được rửa sạch bằng nước cất và khử 

trùng bên ngoài bằng ethanol 70%. Tiến hành mổ và 

thu hệ tiêu hóa của tôm cho vào bình tam giác chứa 

100 mL môi trường LB (10 g/L peptone, 5 g/L yeast 

extract, 10/L g NaCl) có bổ sung 1,5% NaCl và xử 

lí ở nhiệt độ 80ºC trong 30 phút, ủ lắc ở 37ºC trong 

48 giờ. Sau 48 giờ, tiến hành pha loãng dịch nuôi 

cấy trong dung dịch nước muối sinh lí 0,3% về các 

nồng độ 10-4 và 10-5 tế bào/mL Thu 100 µL các dung 

dịch mẫu và trải trên đĩa chứa môi trường LB agar, 

đậy kín và ủ ở 37ºC trong 24 giờ. Sau 24 giờ, quan 

sát và chọn những khuẩn lạc tiêu biểu để tiến hành 

cấy chuyển trên môi trường LB agar. Quá trình cấy 

chuyển được lặp lại nhiều lần cho đến khi độ thuần 

vi khuẩn được xác định (Nguyễn Trọng Nghĩa và 

ctv., 2015). 

2.2.2 Khảo sát khả năng kháng khuẩn 

Sử dụng phương pháp khuếch tán trên giếng 

thạch của Zokaeifar et al. (2012) có hiệu chỉnh để 

kiểm tra khả năng kháng khuẩn của các dòng 

Bacillus spp. Các dòng vi khuẩn kiểm định được 

nuôi tăng sinh trong môi trường LB agar (10 g/L 

peptone, 5 g/L yeast extract, 10/L g NaCl, 20 g/L 

agar) trong 24 giờ, khuẩn lạc được cho vào cất nước 

vô trùng và tiến hành pha loãng dịch nuôi để xác 

định mật số vi khuẩn. Chuẩn bị dịch huyền phù của 

dòng chỉ thị đã được nuôi cấy qua 24 giờ với mật số 

108 tế bào/mL. Sử dụng 50 µL dịch huyền phù rồi 

cấy trải, để ráo, tạo 5 giếng với đường kính 4 mm 

sao cho mỗi giếng cách nhau 2-3 cm. Những dòng 
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vi khuẩn Bacillus spp.được nuôi tăng sinh trong 

10mL môi trường LB ở điều kiện hiếu khí, ở 37ºC 

trong 48 giờ (với mật số khoảng 108 tế bào/mL), ly 

tâm 13.000 rpm trong 15 phút ở 5ºC. Thu phần trong 

của dung dịch sau ly tâm, loại bỏ phần cặn chứa tế 

bào vi khuẩn, trữ lạnh ở 4ºC, thu được dung dịch có 

khả năng có bacteriocin thô (cách xác định là thu 

dịch và thử khả năng kháng khuẩn). Sử dụng 50 µL 

dịch bacteriocin thô bơm vào mỗi giếng của đĩa 

thạch đã chứa dòng chỉ thị với 3 lần lặp lại, dung 

dịch Ampicilin (5 mg/mL) được sử dụng làm đối 

chứng dương và nước cất là đối chứng âm. Tiến 

hành ủ mẫu ở 4ºC trong 15 phút cho dung dịch trong 

giếng khuếch tán. Sau đó, đĩa được ủ ở 37ºC trong 

24 giờ để vi khuẩn chỉ thị phát triển. Quan sát và đo 

đường kính vòng vô khuẩn. 

2.2.3 Khảo sát khả năng sinh enzyme ngoại 

bào 

Khảo sát khả năng sinh enzyme ngoại bào trên 

môi trường LB agar có bổ sung cơ chất thích hợp 

theo phương pháp của Trần Thị Bích Quyên (2012) 

có hiệu chỉnh để phù hợp với điều kiện thí nghiệm. 

Tế bào của các dòng Bacillus spp. được nuôi cấy 

trong môi trường LB ở 37ºC trong 36-48 giờ. Sau 

36-48 giờ nuôi cấy, tiến hành ly tâm dịch tăng sinh 

ở 6.000 vòng/phút trong 15 phút để thu phần dịch 

trong (enzyme thô). Chuẩn bị đĩa môi trường LB 

agar có bổ sung từng loại cơ chất: 1% CMC 

(carboxymethyl cellulose), 1% tinh bột, 1% gelatin 

tương ứng cho khảo sát khả năng sinh các enzyme 

cellulase, amylase và protease. Tạo 3 giếng trên đĩa 

thạch, sau đó dùng micropipet thu 100 µL dịch 

enzyme thô bơm vào các giếng, ủ các đĩa khảo sát ở 

37ºC trong 24 giờ. Sử dụng các thuốc nhuộm Lugol 

và TCA 25% tương ứng với cơ chất tinh bột, CMC 

và gelatin để hiện vòng phân giải trên đĩa thạch. 

Những dòng có khả năng sinh enzyme ngoại bào khi 

xuất hiện vòng phân giải xung quanh giếng thạch. 

2.2.4 Khảo sát khả năng chịu mặn 

Khảo sát khả năng chịu mặn của các dòng vi 

khuẩn theo phương pháp của Trần Vũ Đình Nguyên 

và ctv. (2014) có hiệu chỉnh để phù hợp với điều 

kiện thí nghiệm. Chuẩn bị môi trường LB được biến 

đổi thành phần như sau: NaCl (1, 2, 3, 4, 5% (w/v)).. 

Nuôi tăng sinh các dòng vi khuẩn Bacillus sp. tuyển 

chọn được trong 10 mL môi trường LB ở 37°C trong 

24 giờ. Sau 24 giờ, tiến hành đo OD ở bước sóng 

600 nm để xác định và điều chỉnh mật số vi khuẩn 

nằm trong khoảng 108 tế bào/mL. Thu sinh khối vi 

khuẩn bằng cách ly tâm 2.000 vòng/phút trong 15 

phút. Hòa tan sinh khối bằng 1 mL môi trường được 

bổ sung các nồng độ muối khác nhau sau đó chuyển 

dịch huyền phù vi khuẩn vào ống nghiệm chứa 10 

mL môi trường LB với thành phần được biến đổi 

tương ứng, lắc ủ ở 37ºC trong 24 giờ. Sau đó 24 giờ, 

tiến hành xác định mật số vi khuẩn trong dịch nuôi 

cấy bằng phương pháp pha loãng mẫu và đếm sống 

(Hoben and Somasegaran, 1982). 

2.2.5 Khảo sát khả năng chịu pH 

Chuẩn bị môi trường LB được thay đổi pH về 

các mức 4, 5, 6, 7, 8, 9 (do điều kiện pH thích hợp 

cho tôm nuôi từ 7,5 - 8,35). Cách tiến hành tương tự 

mục 2.2.4. 

2.2.6 Định danh các dòng vi khuẩn đã chọn 

lọc bằng phương pháp giải trình tự đoạn gen 16S 

rRNA 

Xác định loài của dòng vi khuẩn đã phân lập có 

khả năng kháng khuẩn, sinh enzyme ngoại bào cao, 

chịu mặn, chịu pH bằng kỹ thuật sinh học phân tử 

phương pháp giải trình tự đoạn gene 16S rRNA với 

mồi xuôi 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTC-3’) 

và mồi ngược 1492R (5'–

TACGGTTACCTTGTTACGACT-3’) (Senthilraj 

et al., 2016) tại Công ty Phù Sa (Cần Thơ, Việt 

Nam). Sau đó, trình tự các đoạn gen được o sánh với 

trình tự gen 16S trên GenBank và định danh các 

dòng vi khuẩn nghiên cứu với chương trình 

BLAST/NCBI. 

2.2.7 Phương pháp xử lý số liệu 

Các số liệu được nhập liệu, xử lý và vẽ biểu đồ 

bằng phần mềm Excel 2010. Phần mềm Minitab 16 

được sử dụng để phân tích phương sai (ANOVA) và 

hệ số biến động (CV). So sánh trung bình sự khác 

biệt bằng kiểm định Tukey. 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Phân lập các dòng vi khuẩn có đặc điểm 

giống Bacillus spp. 

Tổng số 20 dòng vi khuẩn thuần từ hệ tiêu của 

hóa tôm thẻ chân trắng thu ở 4 huyện An Biên, An 

Minh, Vĩnh Thuận và U Minh Thượng thuộc tỉnh 

Kiên Giang. Trong đó, có 6 dòng vi khuẩn phân lập 

được ở huyện Vĩnh Thuận (chiếm 30%), 5 dòng ở 

huyện An Biên (chiếm 25%), 5 dòng ở huyện An 

Minh (chiếm 25%) và 4 dòng phân lập được huyện 

U Minh Thượng (chiếm 20%).  Các vi khuẩn sau khi 

được phân lập thuần, tiến hành quan sát và mô tả tế 

bào, khuẩn lạc. Trên môi trường LB agar, sau 24 giờ 

ủ ở 37ºC trong điều kiện hiếu khí, trong tổng số 20 

dòng vi khuẩn đã phân lập, khuẩn lạc của 19 dòng 

có màu trắng đục (chiếm 95%) và 1 dòng có màu 

trắng ngà (chiếm 5%). Khuẩn lạc của 11 dòng 

Bacillus spp. có dạng tròn (chiếm 55%) và 9 dòng 
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có dạng không đều (chiếm 45%). Khuẩn lạc của 12 

dòng có dạng bìa nguyên (chiếm 60%), 5 dòng có 

dạng chia thùy (chiếm 25%) và 3 dòng có dạng bìa 

răng cưa (chiếm 15%) (Hình 1). Đường kính khuẩn 

lạc của 20 dòng vi khuẩn dao động từ 1 đến 4 mm. 

 

Hình 1: Một số hình thái khuẩn lạc phổ biến của 

các dòng vi khuẩn có đặc điểm giống Bacillus 

spp. đã phân lập 

Chú thích:  A. dạng tròn, bìa nguyên; B: dạng tròn, bìa 

răng cưa; C: dạng không đều, chia thùy; D:. dạng không 

đều, bìa răng cưa 

Kết quả kiểm tra một số đặc điểm hình thái và 

sinh hóa của các dòng vi khuẩn phân lập được cho 

thấy, khuẩn lạc sau khi cấy trên môi trường LB agar 

sau 24 giờ, ở 37°C đều có dạng hình tròn hoặc không 

đều, bìa nguyên hoặc răng cưa, lài, có màu trắng 

đục. Tế bào có dạng hình que ngắn hoặc dài, di 

động, Gram dương, catalase dương tính, oxidase 

dương tính hoặc âm tính. Các đặc tính này của các 

dòng vi khuẩn phân lập phù hợp với công bố của 

Holt et al. (1994) và Lee et al. (2017) về đặc điểm 

của dòng Bacillus sp. như khuẩn lạc có màu trắng 

đục, bìa nguyên hoặc răng cưa, mô hoặc lài, tế bào 

có dạng hình que thẳng, dài hoặc ngắn, di động, 

Gram dương, catalase và oxidase dương tính hoặc 

âm tính. Vì vậy, có thể kết luận được rằng 20 dòng 

vi khuẩn được từ hệ tiêu hóa tôm thẻ chân trắng ở 4 

huyện của tỉnh Kiên Giang là vi khuẩn Bacillus spp. 

Kết quả này cũng tương tự với nghiên cứu của 

NavinChandran et al. (2014) và Orozova et al. 

(2017) về đặc tính hình thái và sinh hóa của các dòng 

Bacillus spp. 

3.2 Đánh giá khả năng kháng khuẩn của 

các dòng Bacillus spp. 

Kết quả khảo sát khả năng đối kháng của 

bacteriocin thô sản xuất bởi 20 dòng vi khuẩn 

Bacillus spp. đối với các dòng vi khuẩn kiểm định 

cho thấy có 11 trên tổng số 20 dòng vi khuẩn khảo 

sát thể hiện được khả năng đối kháng với các dòng 

vi khuẩn kiểm định ở những mức độ khác nhau 

(Bảng 1). 

Bảng 1: Khả năng kháng khuẩn của bacteriocin sản xuất bởi các dòng vi khuẩn Bacillus spp. đối với 

các dòng vi khuẩn kiểm định  

Dòng vi khuẩn 
Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) 

E. coli S. aureus Aeromonas sp. Pseudomonas sp. 

AB4 6,8bcd - - - 

AB8 7,3bc - 7,3d 5,7d 

AM1 7,5bc - - - 

AM2 7,3bc 3,3c 10,8c 11,3c 

AM3 8,3ab - 9cd 16,2a 

AM19 4,8cde - 14,5b 13,2bc 

AM21 3,7de - - - 

UM4 3,3e - - - 

UM8 - - 10,7c 14,2ab 

VT11 8,7ab - - - 

VT14 - 12,7b - - 

Đối chứng (+) 11a 16a 20a 16a 

Đối chứng (-) - - - - 

Ghi chú: Số liệu là trung bình của 3 lần lặp lại. Giữa các mẫu (các dòng vi khuẩn), trong cùng một cột, các giá trị trung 

bình có cùng chữ cái thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở độ tin cậy 95% theo kiểm định Tukey. Đối chứng 

dương (+): Ampicillin 5 mg/mL, đối chứng âm (-): nước cất vô trùng. 

Kết quả cho thấy chỉ có dòng AM2 thể hiện khả 

năng đối kháng với cả 4 dòng vi khuẩn kiểm định, 3 

dòng AM3, AB8 và AM19 có khả năng kháng đối 

với 3 dòng vi khuẩn kiểm định. Khả năng đối kháng 

của các dòng vi khuẩn khảo sát đối với các vi khuẩn 

gây bệnh là do chúng có khả năng sản xuất 

bacteriocin. Bacteriocin có thể ức chế vi khuẩn 

Gram dương và Gram âm như các loài Salmonella 
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sp., Escherichia coli, Vibrio sp., Shigella sp., 

Aeromonas sp. và Pseudomonas sp. (Feliatra et al., 

2018). Bacteriocin được sản xuất bởi một số vi 

khuẩn nhất định, chúng thể hiện khả năng ức chế 

đáng kể đối với một số vi khuẩn khác kể cả những 

dòng kháng kháng sinh, ổn định, có phổ hoạt động 

rộng hay hẹp và mỗi loại bacteriocin chỉ tác động 

đến một số loài vi khuẩn nhất định (Cotter et al., 

2013). Vì vậy, những dòng Bacillus spp. sinh ra 

những loại bacteriocin có phổ kháng khuẩn rộng sẽ 

thể hiện được khả năng ức chế đối với nhiều dòng vi 

khuẩn khác nhau bao gồm cả Gram âm hoặc Gram 

dương, ngược lại, những dòng chỉ có khả năng sinh 

ra những loại bacteriocin có phổ tác động hẹp thì 

khả năng kháng khuẩn sẽ hạn chế hơn. Điều này giải 

thích cho khả năng đối kháng với nhiều dòng vi 

khuẩn kiểm định của các dòng AM2, AM3, AB8 và 

AM19. Trong khi đó, dòng VT14 chỉ thể hiện khả 

năng đối kháng đối với vi khuẩn Gram dương và cho 

giá trị vòng kháng khuẩn lớn nhất, điều này ngoài 

việc dòng VT14 có thể sinh ra một loại bacteriocin 

có phổ kháng khuẩn hẹp do chỉ tác động đối với vi 

khuẩn Gram dương, còn có thể do dòng này sinh ra 

các kháng sinh trong quá trình phát triển vì hầu hết 

các kháng sinh sản xuất bởi Bacillus sp. đều có hoạt 

động chống lại vi khuẩn Gram dương, mặc dù có 

những trường hợp ngoại lệ (Slepecky and Hemphill, 

2006). Những dòng không thể hiện được khả năng 

đối kháng có thể do chúng không có khả năng sinh 

ra bacteriocin hoặc các dòng vi khuẩn kiểm định 

trong nghiên cứu này không phải là đối tượng tác 

động của những bacteriocin mà chúng sinh ra. 

Kannahi and Eshwari (2016) đã phân lập được 4 

dòng vi khuẩn B. licheniformi, B. pumilus, B. 

subtilis và B. cereus từ đất và nước biển đều có khả 

năng ức chế các dòng vi sinh vật thử nghiệm 

Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, E. coli và 

Enterobacter aerogenes. Hoạt động ức chế E. coli 

cao nhất được ghi nhận ở Bacillus subtilis và thấp 

nhất ở Bacillus pumilus. Một nghiên cứu khác của 

Navin-Chandran et al. (2014) khi khảo sát các đặc 

tính probiotic của các dòng Bacillus spp. phân lập từ 

ruột tôm sú (Penaeus monodon) cho thấy trong 8 

dòng Bacillus spp. phân lập được chỉ có dòng B. 

cereus có khả năng sinh enzyme ngoại bào cao đồng 

thời thể hiện khả năng đối kháng với cả các dòng vi 

khuẩn kiểm định gồm Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Bacillus 

subtilis và Vibrio harveyi. 

 

Hình 2: Khả năng kháng khuẩn của bacteriocin 

sản xuất bởi dòng AM2 đối với E. coli (A), S. 

aureus (B), Pseudomonas sp. (C) và Aeromonas 

sp. (D) 

Ghi chú:  Đối chứng dương (+): Ampicillin 5 mg/mL, 

đối chứng âm (-): nước cất vô trùng; Giếng1, 2, 3: 3 lần 

lặp lại của mẫu dịch bacteriocin thô. 

3.3 Đánh giá khả năng sinh enzyme ngoại 

bào của các dòng Bacillus spp. 

Các vi sinh vật có khả năng tiết các enzyme 

ngoại bào để phân hủy các chất cặn bã, thức ăn thừa 

tồn đọng trong ao, hạn chế khả năng gây bệnh của 

các dòng vi khuẩn gây bệnh. Đồng thời, các enzyme 

này còn đóng vai trò quan trọng trong việc hỗ trợ 

tiêu hóa thức ăn, giúp thức ăn dễ hấp thu và vật nuôi 

tăng trưởng tốt. Do đó, khả năng sinh enzyme ngoại 

bào là một tiêu chí quan trọng khi chọn lọc các dòng 

vi khuẩn làm probiotic (Nguyễn Văn Phúc và Phan 

Thị Phượng Trang, 2014). Vì vậy, 11 dòng vi khuẩn 

có khả năng kháng khuẩn từ thí nghiệm trên sẽ được 

tiến hành khảo sát khả năng sinh enzyme ngoại bào 

bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch. Các 

dòng vi khuẩn khác nhau có khả năng sinh ra các 

loại ezyme ngoại bào khác nhau phân giải các cơ 

chất tương ứng được bổ sung vào môi trường. 

Bảng 2 cho thấy 11 dòng vi khuẩn Bacillus spp. 

đều có khả năng sinh ít nhất một loại enzyme ngoại 

bào gồm amylase, cellulase và protease. Trong đó, 

8 dòng AB8, AM2, AM3, AM19, AM21, UM8, 

VT11 và VT14 có khả năng sinh cả 3 loại enzyme 

amylase, cellulase và protease. Theo Ngô Tự Thành 

và Bùi Việt Hà (2009) khi khảo sát hoạt tính enzyme 

ngoại bào của 236 dòng Bacillus phân lập từ các 

mẫu đất và nước thải khác nhau, chỉ có 2 dòng T20 

và M27 thể hiện đầy đủ hoạt tính thủy phân các cơ 
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chất tinh bột, CMC và gelatin, trong khi các dòng 

còn lại chỉ biểu hiện khả năng thủy phân tinh bột và 

CMC. Theo một nghiên cứu khác của Lee et al. 

(2012) khi khảo sát tiềm năng probiotic của 4 dòng 

Bacillus spp. được phân lập từ nhiều nguồn khác 

nhau, chỉ có dòng Bacillus sp. SM2 thể hiện đầy đủ 

hoạt tính enzyme amylase, cellulase và protease, 

trong khi ở 3 dòng còn lại chỉ có dòng Bacillus sp. 

T4 và Bacillus sp. JSP1 thể hiện hoạt tính protease 

và cả 3 dòng này đều không thể hiện hoạt tính 

cellulase. Ngoài ra, theo Ramesh et al. (2015) khi 

khảo sát tiềm năng probiotic của 2 dòng Bacillus 

licheniformis và Bacillus pumilus chọn lọc từ 26 

dòng vi khuẩn Bacillus spp. phân lập từ ruột của cá 

trôi Ấn Độ, cả hai dòng đều thể hiện hoạt tính 

enzyme amylase, tuy nhiên chỉ có dòng Bacillus 

licheniformis thể hiện hoạt tính protease. 

Bảng 2: Khả năng sinh enzyme n goại bào của 

các dòng Bacillus spp. 

STT Dòng Amylase Cellulase Protease 

1 AB4 + + - 

2 AB8 + + + 

3 AM1 + - + 

4 AM2 + + + 

5 AM3 + + + 

6 AM19 + + + 

7 AM21 + + + 

8 UM4 + - + 

9 UM8 + + + 

10 VT11 + + + 

11 VT14 + + + 

Ghi chú: (+) những dòng có khả năng sinh enzyme ngoại 

bào, (-) những dòng có khả năng sinh enzyme ngoại bào 

 

Hình 3: Khả năng sinh enzyme ngoại bào của 

dòng vi khuẩn AM2: amylase (A), cellulase (B) 

và protease (C) 

3.4 Đánh giá khả năng chịu mặn của dòng 

AM2 và AM3 

Hai dòng vi khuẩn AM2 và AM3 thể hiện khả 

năng kháng khuẩn và sinh enzyme ngoại bào cao 

được tiến hành khảo sát khả năng chịu mặn, chịu pH 

sẽ được khảo sát khả năng sinh trưởng ở những nồng 

độ muối khác nhau để kiểm tra khả năng tương thích 

đối với môi trường nước nuôi tôm. 

 

Hình 4: Khả năng chịu mặn của dòng AM2 và 

AM3 sau 24 giờ nuôi cấy 

Hình 4 cho thấy cả 2 dòng vi khuẩn AM2 và 

AM3 đều có khả năng phát triển trong môi trường 

được bổ sung NaCl với nồng độ từ 1-5%, tuy nhiên 

chúng phát triển tốt nhất trong môi trường được bổ 

sung NaCl với các nồng độ từ 1-4%. Đồng thời, khả 

năng sinh trưởng của cả 2 dòng vi khuẩn đều giảm 

trong môi trường được bổ sung NaCl với nồng độ 

lớn hơn 4%. Khả năng hình thành bào tử là nguyên 

nhân quan trọng giúp Bacillus spp. có thể tồn tại 

trong môi trường có nồng độ muối cao. Tuy nhiên, 

nồng độ muối quá cao có thể gây ra sự mất nước và 

ức chế hoạt động của các tế bào (Zhang et al., 2014). 

Hơn nữa, nồng độ muối càng tăng sẽ càng ức chế sự 

nảy mầm của bào tử Bacillus sp. vì độ mặn cao trì 

hoãn và tăng tính không đồng nhất trong giai đoạn 

đầu của sự nảy mầm, làm chậm động học nảy mầm 

của những bào tử riêng lẻ và toàn bộ bào tử (Nagler 

et al., 2013). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu 

của Nguyễn Văn Phúc và Phan Thị Phượng Trang 

(2014) khi khảo sát các đặc tính có lợi của 2 dòng vi 

khuẩn Bacillus subtilis BN1 và BD23.1 phân lập từ 

ao nuôi tôm ở tỉnh Bến Tre, cả 2 dòng đều có khả 

năng sinh trưởng trong môi trường được bổ sung 

muối với các nồng độ từ 0-5%, trong đó chúng phát 

triển tốt nhất ở nồng độ muối từ 0-2%. Theo Franco 

et al. (2016), dòng vi khuẩn Bacillus licheniformis 

CIGBC-232 phân lập từ ruột tôm thẻ chân trắng 

(Litopenaeus vannamei) có khả năng sinh trưởng 

trong môi trường có nồng độ muối từ 2-7% và không 

sinh trưởng được trong môi trường có nồng độ muối 

7,5%. Một nghiên cứu khác của Jesus et al. (2016) 

cũng cho thấy cả 2 dòng vi khuẩn B. subtilis B02 và 
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B03 phân lập từ cá Sơn (Centropomus parallelus) 

đều phát triển tốt trong môi trường được bổ sung 

1,5% và 3% NaCl, tuy nhiên chúng phát triển tốt 

nhất trong môi trường được bổ sung 1,5% NaCl và 

mật số của cả 2 dòng đều giảm khi môi trường nuôi 

cấy được bổ sung 3% NaCl. 

3.5 Đánh giá khả năng chịu pH của dòng 

AM2 và AM3 

Hai dòng vi khuẩn AM2 và AM3 sẽ được khảo 

sát khả năng sinh trưởng ở những mức pH khác nhau 

để kiểm tra khả năng tương thích đối với môi trường 

nuôi thủy sản nói chung và nuôi tôm nói riêng. 

 

Hình 5: Khả năng chịu pH của dòng AM2 và 

AM3 sau 24 giờ nuôi cấy 

Hình 5 cho thấy cả 2 dòng vi khuẩn AM2 và 

AM3 đều có khả năng phát triển trong môi trường 

có pH dao động từ 4-9, tuy nhiên ở giá trị pH dưới 

5, khả năng sinh trường của cả 2 dòng đều giảm so 

với ở các giá trị pH còn lại. Khả năng sinh trưởng 

trong môi trường kiềm hoặc acid của vi khuẩn 

Bacillus spp. là do chúng có thể acid hóa hoặc kiềm 

hóa tế bào chất so với môi trường bên ngoài để duy 

trì độ pH tế bào chất tương thích với tính toàn vẹn 

cấu trúc và chức năng tối ưu của các protein tế bào 

chất hỗ trợ sự tăng trưởng (Padan et al., 2005). Hơn 

nữa, các dòng vi khuẩn Bacillus spp. có khả năng 

tạo bào tử, các bào tử này như một phương tiện để 

tồn tại những điều kiện môi trường khắc nghiệt cho 

phép chúng sinh trưởng và tồn tại lâu dài (Nicholson 

et al., 2000). Ngoài ra, một số loài Bacillus spp. còn 

có khả năng tạo biofilm, tạo điều kiện cho sự sống 

còn của vi khuẩn trong môi trường có pH cao, nghèo 

dinh dưỡng hoặc các điều kiện bất lợi khác của môi 

trường (Gingichashvili et al., 2017). Kết quả này 

phù hợp với nghiên cứu của Sánchez-Ortiz et al. 

(2015) khi khảo sát khả năng sinh trưởng của các 

dòng vi khuẩn phân lập từ sò huyết (Anadara 

tuberculosa) trong môi trường có pH thay đổi từ 4-

10, ở mức pH dưới 5 khả năng sinh trưởng của tất 

cả các dòng Bacillus phân lập được gồm B. 

licheniformis Mat32, B. licheniformis Mat42, B. 

subtilis Mat43 và B. subtilis subtilis GAtB1 đều 

giảm, đồng thời các dòng này phát triển tốt ở pH từ 

6-8. Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu của 

Mitra et al. (2014) khi khảo sát khả năng sinh trưởng 

của 3 dòng vi khuẩn Bacillus subtilis, B. pumilus, B. 

licheniformis phân lập từ ruột của ấu trùng cá Thát 

Lát (Chitala chitala) cho thấy cả 3 dòng đều có khả 

năng phát triển trong môi trường có pH từ 4-10, tuy 

nhiên chúng phát triển tốt nhất ở pH từ 8-10. Một 

nghiên cứu khác của Wu et al. (2014) khi khảo sát 

đặc tính probiotic của 3 dòng vi khuẩn B. subtilis, B. 

pumilus BP, Bacillus HL7 phân lập từ cua biển 

(Scylla paramamosain) cũng cho thấy cả 3 dòng vi 

khuẩn đều không thể sinh trưởng ở pH dưới 2 và có 

khả năng sinh trưởng ở mức pH từ 3-7,4, trong đó 

cả 3 dòng phát triển tốt nhất ở pH 7,4 với mật số 

trung bình từ 6,48 - 6,72 logCFU.mL-1. 

3.6 Kết quả định danh các dòng vi khuẩn 

chọn lọc được bằng phương pháp giải trình tự 

gen 16S rRNA 

Từ các thử nghiệm khả năng kháng khuẩn và 

sinh enzyme ngoại bào, chịu mặn, chịu pH, tuyển 

chọn hai dòng vi khuẩn AM2 và AM3 được gửi đi 

giải trình tự. Kết quả so sánh trình tự vùng gen 16S 

rRNA của dòng AM2 và AM3 với các trình tự trên 

cơ sở dữ liệu của NCBI cho thấy dòng vi khuẩn 

AM2 tương đồng 99% với Bacillus subtilis và và 

dòng AM3 tương đồng 99% với dòng Bacillus 

cereus đã được đăng ký trên GenBank với mã số lần 

lượt là MN907469 và MN907471. 

4 KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã phân lập được 20 dòng vi khuẩn 

Bacillus spp. từ hệ tiêu hóa của các mẫu tôm thẻ 

chân trắng (Litopenaeus vannamei) ở các ao nuôi 

tôm thuộc địa bàn tỉnh Kiên Giang. Trong đó, có 11 

trong tổng số 20 dòng thể hiện khả năng đối kháng 

với ít nhất 1 dòng vi khuẩn kiểm định gồm 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Aeromonas sp., Pseudomonas sp., đồng thời cả 11 

dòng đều có khả năng sinh ít nhất 1 loại enzyme 

ngoại bào gồm amylase, cellulase và protease. Dòng 

AM2 và AM3 thể hiện khả năng kháng khuẩn và 

sinh enzyme ngoại bào cao được tiến hành khảo sát 

khả năng chịu mặn, chịu pH. Kết quả cho thấy cả 2 

dòng đều có khả năng phát triển trong môi trường 

được bổ sung nồng độ muối từ 1-5% và pH từ 4-9. 

Qua đó có thể thấy cả 2 dòng vi khuẩn đều có các 
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đặc tính và tiềm năng để làm nguồn nguyên liệu sản 

xuất các chế phẩm probiotic ứng dụng trong nuôi 

trồng thủy sản nói chung và trong nuôi tôm nói 

riêng. Kết quả giải trình tự bằng phương pháp 16S 

rRNA kết hợp với các đặc điểm hình thái học và các 

đặc điểm sinh hóa cho thấy 2 dòng AM2 và AM3 

tương đồng 99% với Bacillus subtilis và Bacillus 

cereus rRNA đã được đăng ký trên GenBank với mã 

số lần lượt là MN907469 và MN907471. 
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