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TÓM TẮT 
Bacillus là nhóm vi khuẩn có lợi hiện diện trong đa số các chế phẩm vi sinh dùng 

cho nuôi trồng thủy hải sản đặc biệt là nuôi tôm. Ở nước ta các chế phẩm vi sinh dùng 
trong nuôi trồng thủy hải sản đều phải nhập ngoại, giá thành cao. Trong nghiên cứu này, 
nhằm phân lập các chủng Bacillus từ các ao nuôi tôm ở tỉnh Bến Tre và sàng lọc, định 
danh, khảo sát đặc điểm sinh trưởng của các chủng mang các đặc tính có lợi làm cơ sở 
cho việc ứng dụng sản xuất chế phẩm vi sinh. 

Từ khóa: Bacillus, chế phẩm vi sinh, enzyme ngoại bào, Vibrio parahaemolyticus, 
ao nuôi tôm, tỉnh Bến Tre. 

ABSTRACT 
Isolating, identifying and determining the beneficial properties of Bacillus spp. strains 

from shrimp ponds in Ben Tre province 
Bacillus is a group of bacteria that presents in the majority of biological products for 

aquaculture, especially for shrimp. In our country, microbial products used in aquaculture 
have to be imported and at a very high price. In this study, we isolated some Bacillus 
strains from the shrimp ponds of Ben Tre province and screened the beneficial properties 
for shrimp. Potential Bacillus strains were classified and growth characteristics were 
investigated to serve as a basis for manufacturing biological products. 

Keywords: Bacillus, biological products, extracellular enzymes, Vibrio 
parahaemolyticus, shrimp ponds, Ben Tre province. 
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1. Mở đầu 
Bến Tre là một trong các tỉnh có diện tích nuôi tôm khá lớn, thống kê lên đến 

32.086 ha chiếm 73% tổng diện tích nuôi trồng thủy sản, đạt sản lượng 47.397 tấn vào 
năm 2013. Tuy nhiên việc nuôi tôm với diện tích lớn và liên tục dẫn đến mất cân bằng 
sinh thái, ô nhiễm nguồn nước do lượng thức ăn thừa và chất thải từ tôm nuôi dẫn đến 
tôm nuôi dễ nhiễm các bệnh do virus và vi khuẩn gây ra, làm thiệt hại nặng nề cho 
người nuôi tôm. Hiện nay chế phẩm vi sinh chứa các vi sinh vật có lợi được dùng như 
một phương tiện để kiểm soát dịch bệnh bằng cách ức chế, cạnh tranh với những sinh 
vật có hại, hỗ trợ hệ tiêu hóa, cân bằng vi khuẩn đường ruột [12]. Ngoài ra chế phẩm 
cũng được dùng trong xử lí ao nuôi bằng cách phân hủy các chất không tiêu hóa được, 
thức ăn thừa, đặc biệt là rất thân thiện với môi trường [7]. Bacillus là nhóm vi khuẩn có 



Tạp chí KHOA HỌC ĐHSP TPHCM Nguyễn Văn Phúc và tgk 
_____________________________________________________________________________________________________________ 
 
 

95 

mặt chủ yếu trong các chế phẩm vi sinh vì có những đặc tính có lợi như: (i) làm sạch 
môi trường nhờ khả năng sinh các loại enzyme protease, amylase, cellulase, lipase phân 
hủy các hợp chất hữu cơ, (ii) kiểm soát sự phát triển quá mức của các vi sinh vật gây 
bệnh như Vibrio do cơ chế cạnh tranh nguồn dinh dưỡng (iii) tiết các chất kháng khuẩn, 
giữ cho môi trường luôn ở trạng thái cân bằng sinh học. [4] 

Do đó chúng tôi tiến hành phân lập Bacillus từ các ao tôm ở Bến Tre nhằm tuyển 
chọn những chủng có các đặc tính có lợi để sử dụng trong các chế phẩm vi sinh cho 
tôm. 
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 
2.1. Vật liệu 
2.1.1.  Đối tượng nghiên cứu 

Chủng Bacillus phân lập từ mẫu đất, mẫu nước và mẫu tôm trong các ao tôm ở 
tỉnh Bến Tre. 

Chủng vi sinh vật kiểm định V. parahaemolyticus được phân lập từ ao tôm bệnh 
chết (được cung cấp bởi Trung tâm Khoa học và Công nghệ Sinh học, Trường Đại học 
Khoa học Tự nhiên TP Hồ Chí Minh).  
2.1.2.  Môi trường sử dụng nghiên cứu 

Môi trường LB: tryptone 10 g, cao nấm men 5 g, NaCl 5 g, nước cất vừa đủ 1 lít. 
Môi trường kích thích tạo bào tử DSM: KCl 1 g, MgSO4.7H2O 0,12 g, NaOH 

0,06, pH = 7,6, nước cất vừa đủ 1 lít. Hấp khử trùng ở 121oC, 15 phút. Làm nguội đến 
50oC, bổ sung thêm các dung dịch: 1 ml Ca(NO3)2 (1 M), 1 ml MnCl2 (0,01 M), 1 ml 
FeSO4 (1 mM). 

Môi trường TSA khảo sát đối kháng với V. parahaemolyticus: tryticase peptone 
15 g, phytone peptone 5 g, NaCl l5 g, nước cất vừa đủ 1 lít. 

Môi trường thạch: thành phần như trên có bổ sung thêm 2% agar. Các môi trường 
trên được hấp khử trùng  ở 121oC, 15 phút trước khi sử dụng. 
2.2. Phương pháp nghiên cứu 
2.2.1.  Phương pháp phân lập và làm thuần 

Loại bỏ tế bào sinh dưỡng bằng cách tiến hành gia nhiệt mẫu trong bể ổn nhiệt ở 
80oC trong 10 phút. Pha loãng mẫu đến 10-2, hút 100 µl dịch gốc và dịch đã pha loãng 
trải trên môi trường LB - agar. Ủ ở 37oC trong 24 giờ. Chọn khuẩn lạc đặc trưng cho 
Bacillus và tiến hành làm thuần bằng cách cấy ria trên môi trường LB - agar, cho tới 
khi quan sát thấy chỉ có một dạng khuẩn lạc duy nhất trên môi trường. [11] 
2.2.2.  Phương pháp định danh Bacillus 

Để xác định các chủng vi khuẩn thuộc giống Bacillus, một số thử nghiệm cho 
sàng lọc bước đầu được thực hiện như: nhuộm Gram [2], quan sát hình thái tế bào, 
nhuộm bào tử [2], thử nghiệm catalase bằng phương pháp sử dụng dung dịch H2O2 3%, 
thử nghiệm oxidase trên đĩa giấy có tẩm N-dimethyl-para phenylenediamine, thử 
nghiệm khả năng di động trên môi trường thạch mềm. [3] 
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Sau bước sàng lọc tiến hành 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 
rRNA bằng phản ứng PCR với cặp mồi có trình tự như sau: 
27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’). 
1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). 

Sản phẩm PCR được tinh chế và gửi giải trình tự. Các trình tự nucleotide hoàn 
chỉnh được so sánh với ngân hàng dữ liệu gen của NCBI bằng cách sử dụng công cụ 
BLAST. 
2.2.3.  Phương pháp nghiên cứu các đặc tính có lợi 

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. Tế bào của chủng Bacillus 
được nuôi cấy trong môi trường LB lỏng ở 37oC trong 24 giờ. Chấm dịch Bacillus sau 
24 giờ nuôi cấy lên đĩa môi trường LB – agar có bổ sung từng loại cơ chất: 0,5% CMC 
(carboxy methyl cellulose), 1% tinh bột, 1% gelatin, 1% casein, 1% (v/v) dầu oliu 
tương ứng cho khảo sát khả năng sinh các enzyme cellulase, amylase, protease và 
lipase. Ủ các đĩa khảo sát ở 37oC 12 giờ và quan sát vòng phân giải trên đĩa. [3]  

Khả năng đối kháng với Vibrio parahaemolyticus: Sử dụng phương pháp cấy 
vạch thẳng vuông góc (Cross-streak) [8], [9] và phương pháp khuếch tán qua lỗ thạch 
[6], [10], để khảo sát đặc tính đối kháng với vi khuẩn V. paraheamolyticus. 
2.2.4.  Phương pháp khảo sát đặc tính sinh trưởng 

Khả năng chịu pH: Cấy các chủng Bacillus tuyển chọn được 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 37oC, đo OD600 nm để xác định mật độ vi khuẩn sau 18 giờ. [5] 

Khả năng chịu mặn: Cấy các chủng Bacillus tuyển chọn được trong môi trường 
LB bổ sung thêm NaCl với các nồng độ: 0, 1, 2, 3, 4, 5%. Nuôi cấy lắc ở 37oC, đo 
OD600 nm để xác định mật độ vi khuẩn sau 18 giờ. [5] 

Khả năng tương thích giữa các chủng tuyển chọn: Sử dụng phương pháp cấy 
vạch thẳng vuông góc.  
3. Kết quả và thảo luận 
3.1. Phân lập và sàng lọc sơ bộ chủng Bacillus 

Từ các mẫu đất, mẫu nước, mẫu tôm có kí hiệu tương ứng là BD, BN, BT lựa 
chọn được 70 chủng có các đặc điểm hình thái khuẩn lạc giống với Bacillus như: khuẩn 
lạc tròn, rìa răng cưa không đều, màu vàng xám (hình 1). Các chủng này tiếp tục được 
làm thuần trên môi trường LB – agar và xếp vào 9 dạng khuẩn lạc như hình 2. 
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Từ 70 chủng có hình dạng đặc trưng của Bacillus tiến hành một số thử nghiệm để 
sàng lọc sơ bộ thông qua các đặc điểm cần thiết của Bacillus (tế bào hình que, có sinh 
bào tử, Gram dương, catalase dương tính, oxidase dương tính và có khả năng di động) 
chọn được 61 chủng.  
3.2. Khảo sát các đặc tính có lợi của chủng Bacillus phân lập được 
3.2.1.  Khả năng sinh enzyme ngoại bào 

Các vi sinh vật trong các chế phẩm thường có khả năng tiết các enzyme ngoại bào 
để phân hủy các chất cặn bã, thức ăn thừa tồn động trong ao, hạn chế khả năng gây 
bệnh của các chủng Vibrio. Do vậy, các chủng đã được phân lập và sàng lọc sơ bộ sẽ 
được tiến hành khảo sát khả năng tiết enzyme ngoại bào như amylase, cellulase, 
protease, lipase trên các đĩa LB – agar có bổ sung cơ chất thích hợp. Sử dụng các thuốc 
nhuộm lugol, đỏ congo, TCA tương ứng với cơ chất tinh bột, CMC, gelatin để hiện 
vòng phân giải trên đĩa thạch. Những chủng có khả năng sinh enzyme ngoại bào khi 
xuất hiện vòng phân giải xung quanh khuẩn lạc (hình 3).  

 
 
 
 

Hình 2. 9 dạng khuẩn lạc đặc trưng  
được làm thuần trên môi trường LB 

 

Hình 1. Hình dạng các khuẩn lạc 
phân lập trên môi trường LB  
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Hình 3: Vòng phân giải tinh bột (1), cellulose (2), gelatin (3), casein (4), lipase 
(5) của các chủng Bacillus phân lập được. 

 

Đa số các chủng phân lập được đều có khả năng sinh enzyme amylase. Trong đó 
có 3 chủng BT21.1, BD17, BD22.2 khả năng phân giải tinh bột mạnh nhất với bán kính 
vòng phân giải lớn nhất 6 mm. Tương tự như vậy, 3 chủng BT21.1, BT22.1, BD23.1 có 
khả năng sinh enzyme cellulase mạnh với bán kính vòng phân giải là 6,25 – 7 mm. 

Tất cả các chủng đều có khả năng tiết gelatinase và caseinase. Trong đó có 5 
chủng BT15.2, BT24.2, BT21.2, BT22.2, BD23.1 cho bán kính vòng phân giải gelatin 
lớn nhất là 7 - 7,75 mm. Và 6 chủng BN12, BD1, BN3, BN5, BN8, BN10 có bán kính 
vòng phân giải casein lớn nhất là 6,5 – 7 mm. 

Riêng khả năng sinh enzyme lipase thấp, chỉ có 8 chủng có khả năng tiết enzyme 
lipase nhưng bán kính vòng phân giải chỉ 1 mm. 

Từ kết quả trên cho thấy các chủng Bacillus phân lập được có khả năng tiết các 
loại enzyme ngoại bào ở các mức độ khác nhau. Các chủng tiếp tục được khảo sát khả 
năng đối kháng với V. parahaemolyticus. 
3.2.2.  Khả năng đối kháng V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus là vi khuẩn gây bệnh chết sớm trên tôm gây thiệt hại lớn cho 
ngành nuôi tôm trong cả nước nói chung và tỉnh Bến Tre nói riêng. Do đó tiến hành thí 
nghiệm khảo sát để tuyển chọn những chủng có khả năng kháng V. parahaemolyticus 
nhằm hướng tới ứng dụng trong các chế phẩm vi sinh cho tôm. Khảo sát khả năng đối 
kháng của 61 chủng tuyển chọn bằng phương pháp vạch thẳng vuông góc và đục lỗ thạch. 

Với phương pháp vạch thẳng vuông góc chủng có đối kháng khi đường cấy của 
chủng V. parahaemolyticus mọc cách xa đường cấy chủng Bacillus khảo sát (Hình 4A).  

Với phương pháp đục lỗ thạch chủng có đối kháng khi xung quanh lỗ thạch được 
nhỏ dịch nuôi cấy vi khuẩn Bacillus có vòng vô khuẩn (Hình 4B).  

 
 

Hình 4. Kết quả đối kháng của chủng BN1 
A. Phương pháp vạch thẳng vuông góc;B. Phương pháp đục lỗ thạch 

       

A B 

B 

A B 
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M         BN1    BD23.1 

Kết quả khảo sát trong 61 chủng cho thấy có 5 chủng có đối kháng với V.  
parahaemolyticus là BN1, BT15.3, BT21.1, BT24.2, BD23.1. 

Qua kết quả khảo sát khả năng sinh enzyme ngoại bào và đối kháng với V. 
parahaemolyticus chọn được 17 chủng trong Bảng 1. Có khả năng sinh ít nhất 3 
enzyme ngoại bào. Trong đó 2 chủng BN1 và BD23.1 được chọn đại diện để định danh 
đến mức loài bằng phương pháp giải trình tự 16S rRNA. Vì 2 chủng này có khả năng 
sinh hầu hết các loại enzyme ngoại bào khảo sát và có khả năng đối kháng với V. 
parahaemolyticus. 
3.3. Kết quả định danh bằng phương pháp giải trình tự 16S rRNA 

Bộ gen của hai chủng tuyển chọn là BN1 và BD23.1 được tách chiết. Trình tự 
16S rRNA trên bộ gen được nhân bản bằng phương pháp PCR và chạy điện di trên gel 
agarose 1% để kiểm tra kết quả (hình 5). Trên hình 5 cho thấy ở giếng BN1 và BD23.1 
đã thu nhận được đoạn trình tự DNA (~ 1500 bp) mã hóa cho 16S rRNA của 2 chủng 
BN1 và BD23.1. Vùng trình tự 16S rRNA được giải trình tự và so sánh độ tương đồng 
di truyền với các loài trên ngân hàng gen NCBI bằng công cụ BLAST. Kết quả được 
trình bày trong Bảng 2. 

                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hình 5. Kết quả điện di trên gel Agarose 1% sản phẩm PCR vùng 16S rRNA 

chủng BN1 và BD23.1; M: thang DNA. 
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Bảng 1. Tổng hợp kết quả vòng phân giải cơ chất của enzyme ngoại bào  
và đối kháng với V. parahaemolyticus 

 

STT Kí hiệu 
chủng 

Amylase 
(mm) 

Casein 
(mm) 

Gelatin 
(mm) 

Cellulase 
(mm) 

Lipase 
(mm) 

Đối kháng 
Vạch thẳng 
vuông góc 

(mm) 

Đục lỗ 
thạch 
(mm) 

1 BN12 3 6,5 3,25 3,5 1 0 0 
2 BD1 0,5 6,5 6 4,5 0 0 0 
3 BN1 1 5 4,5 3,5 1 3 4 
4 BN3 4 7 4 3,25 1 0 0 
5 BN5 3 6,5 5,5 2 1 0 0 
6 BN8 3,5 6,5 4,25 3 0 1 0 
7 BN10 2 6,5 6,25 5 0 0 0 
8  BT15.2 0 3,75 7,25 0 0 0 0 
9 BT15.3 2 3,5 5,5 4,5 1 1 0 

10 BT21.1 6 5,5 3 7 0 4 1 
11 BT21.2 0,5 0,25 7 0 0 0 0 
12 BT22.1 3,5 5,5 1,5 6,25 1 1 0 
13 BT22.2 2,25 2,25 7,5 0 0 0 0 
14 BT24.2 0 1,5 7,75 0,75 1 2 3 
15 BD17 4,5 2,75 4,5 0 0 0 0 
16 BD22.2 4,5 3 4 0 0 0 0 
17 BD23.1 3 6,25 7 7 1 2 2 

 

 Bảng 2. Tóm tắt kết quả định danh hai chủng BN1 và BD23.1 
 

Chủng Max score Query 
Coverage E-Value Max 

Identities Kết luận 

BN1 2494 100% 0,0 100% B. subtilis 

BD23.1 2508 100% 0,0 100% B. subtilis 
 

Dựa trên kết quả phân tích trình tự vùng 16S RNA xác định được 2 chủng BN1 
và B23.1 là chủng B. subtilis. So sánh giữa 2 chủng BN1 và BD32.1, chủng BN1 là 
chủng đối kháng với V. parahaemolyticus mạnh hơn. Còn chủng BD23.1 là chủng tiết 
enzyme ngoại bào mạnh hơn. Như vậy 2 chủng này nên được khảo sát tiếp theo để phối 
trộn trong chế phẩm vi sinh. 
3.4. Đặc tính sinh trưởng của chủng 

Khả năng chịu pH và chịu mặn: từ kết quả trên Đồ thị 1 cho thấy 2 chủng BN1 
và BD23.1 có khả năng chịu được pH từ 5 – 9, nồng độ muối từ 0 – 5%. Và ở pH 7, 
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Hình 6. Sự tương thích giữa hai chủng 

BN1 và BD23.1 sau 18 giờ nuôi cấy 

 

nồng độ muối từ 0 – 2% là điều kiện sinh trưởng tối ưu. 
So sánh với khoảng pH trong điều kiện ao nuôi tôm nước lợ ở nước ta là 7,5 - 8,2  

và nồng độ muối là 1,5 – 2,5 % [1], điều này cho thấy chủng BN1 và BD23.1 đều có 
khả năng chịu khoảng pH và nồng độ muối rộng phù hợp với điều kiện ao nuôi tôm 
nước ta, do đó, thích hợp để làm chế phẩm sinh học trong nuôi tôm. Kết quả này phù 
hợp với dự đoán vì các chủng vi sinh vật này được phân lập chính từ các ao nuôi tôm. 

 

 
Đồ thị 1. OD600 nm của hai chủng BN1 và BD23.1 ở các nồng độ pH (A) và nồng 

độ muối NaCl (B) khác nhau sau 18 giờ nuôi cấy 
Khả năng tương thích của hai chủng tuyển chọn: Các chế phẩm sinh học 

thường được sử dụng dưới dạng hỗn hợp các 
chủng vi khuẩn nhằm ứng dụng toàn bộ các tiềm 
năng của từng chủng cũng như đảm bảo tính thích 
nghi và hiệu quả ở mọi điều kiện môi trường. Do 
đó, việc tiến hành kiểm tra tương thích giữa các 
chủng tuyển chọn nhằm có cơ sở phối trộn phù 
hợp. Phương pháp được tiến hành như đã mô tả ở 
phần trên. Kết quả thể hiện ở Hình 6. 

Đường cấy hai chủng BN1 và BD23.1 mọc 
sát nhau chứng tỏ hai chủng có khả năng tương 
thích với nhau. Hai chủng BN1 và BD23.1 có khả 
năng kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus nhưng 
không kháng với nhau, chúng có khả năng tương 
thích với nhau nên chúng hoàn toàn có thể phối 
trộn với nhau trong chế phẩm. 
4. Kết luận  

Từ 70 chủng phân lập được trong các mẫu đất, mẫu nước, mẫu tôm thu được từ 
31 ao nuôi tôm ở Bến Tre sàng lọc sơ bộ chọn được 61 chủng có các đặc điểm của 
Bacillus. Trong đó tuyển chọn được 17 chủng có khả năng sinh enzyme ngoại bào và 

BN1 

B
D

23.1 
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khả năng kháng với V. parahaemolyticus. Riêng hai chủng BN1 và BD23.1 có khả 
năng kháng với V. parahaemolyticus và sinh enzyme mạnh nên được định danh và 
phân tích kết quả định danh cho thấy hai chủng này thuộc B. subtilis. Hai chủng BN1 
và BD23.1 có đặc điểm sinh trưởng phù hợp với điều kiện nuôi tôm ở nước ta như 
khoảng chịu pH (5-9) và chịu mặn (0-5%) rộng , ngoài ra hai chủng này tương thích 
với nhau và đặc tính có lợi của từng chủng sẽ bổ sung cho nhau nên thích hợp cho ứng 
dụng trong sản xuất chế phẩm vi sinh. Tuy chỉ là bước đầu nghiên cứu trong phòng thí 
nghiệm nhưng là nghiên cứu cơ bản có mang tính ứng dụng cụ thể cho điều kiện sản 
xuất chế phẩm vi sinh phục vụ trong nuôi tôm ở nước ta.  
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