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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập và sàng lọc các chủng lợi khuẩn Bacillus spp. từ nước và bùn đáy ao 

nuôi Artemia. Phương pháp nghiên cứu bao gồm thu mẫu, phân lập, nhận dạng, sàng lọc sơ bộ và đánh giá các dòng 

Bacillus có khả năng sinh enzyme ngoại bào, định danh chủng vi khuẩn và đánh giá độ an toàn trên Artemia. Kết quả đã 

phân lập được 78 chủng vi khuẩn với các đặc điểm nhận dạng tương đồng với giống Bacillus theo hệ thống phân loại 

Bergey (2015) như tế bào hình que, gram âm hoặc dương, phản ứng dương tính với catalase và oxidase, tính di động 

và hình thành bào tử. Hầu hết các chủng phân lập đều có khả năng sinh enzyme ngoại bào (protease, amylase và 

cellulase) phân giải các cơ chất casein, tinh bột và CMC; chỉ 4 chủng có khả năng sinh hai loại enzyme vượt trội. Trong 

đó, chủng BC24.4 cho thấy hoạt tính protease và α-amylase cao hơn và khác biệt có ý nghĩa (P <0,05) so với các 

chủng còn lại. Kết quả giải trình tự 16S rRNA cho thấy chủng BC24.4 đạt mức tương đồng 99,3% với loài Bacillus 

subtilis và an toàn trên Artemia. Vì vậy, chủng BC24.4 có tiềm năng nghiên cứu để phát triển probiotic giúp thúc đẩy 

quá trình phân hủy vật chất hữu cơ để cải tạo môi trường ao nuôi, đặc biệt là ao nuôi Artemia. 

Từ khóa: Bacillus, phân lập, enzyme ngoại bào, ao nuôi Artemia. 

Isolation and Selection of Indigenous Bacillus spp.  
Capable of Biodegradation of Organic Compounds from Artemia Ponds 

ABSTRACT 

This study was conducted to isolate and screen Bacillus spp. as probiotic strains from water and sediment of 

Artemia culture systems. The research method includes sample collection, isolation, identification, preliminary 

screening and evaluation of Bacillus strains capable of producing extracellular enzymes, bacterial strain identification 

and safety assessment on Artemia. A total of 78 strains were isolated and characterized by morphological and 

physiological features similar to Bacillus genus by the conventional taxonomic method according to Bergey’s Manual 

(2015), which are rod-shaped cells, Gram-positive or negative, positive reactions to catalase and oxidase, motility 

and sporulation. Most isolates secreted extracellular enzymes (protease, amylase, and cellulase) capable of 

degrading casein, starch, and CMC, but 4 strains exhibited strong secretion of two types of extracellular enzymes by 

the spot-inoculated method. Notably, strain BC24.4 showed significantly higher protease and α-amylase activities 

(P<0.05) compared to the others. The result of the 16S rRNA gene sequencing showed that BC24.4 shared 99.3% 

similarity with Bacillus subtilis and safe on Artemia. Hence, strain BC24.4 is considered as potential for developing 

probiotic for enhancing degradation of organic matter in aquaculture systems, especially in Artemia culture ponds. 

Keywords: Bacillus, isolation, extracellular enzymes, Artemia culture ponds. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Artemia đþĉc coi là nguồn thĀc ën tþĄi sống 

không thể thiếu trong quy trình sân xuçt giống 

các đối tþĉng thûy sân có giá trð kinh tế nhþ các 

loài giáp xác (tôm sú, tôm thẻ, tôm hùm) và các 

loài cá biển (Sorgeloos & cs., 1998; 2001). So vĆi 

các loài động vêt phù du khác nhþ luån trùng 

(Rotifera), trĀng nþĆc (Cladocera) hay giáp xác 

chân chèo (Copepoda) thì Artemia đþĉc thþĄng 
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mäi hóa rộng rãi hĄn nhą giá trð dinh dþĈng cao 

và khâ nëng hình thành bào xác (trĀng nghî). 

Đặc điểm này mang läi þu thế trong quá trình 

bâo quân và sā dýng (Stappen & cs., 2024). 

Trong sân xuçt trĀng bào xác Artemia täi Đồng 

bìng sông Cāu Long (ĐBSCL), hoät động bón 

phân hĂu cĄ (nhþ phån gà, cám gäo) hoặc vô cĄ 

(Urea, DAP và NPK) kích thích să phát triển 

cûa tâo và duy trì mêt độ tâo ổn đðnh (täo màu 

“nþĆc xanh”), qua đò câi thiện chçt lþĉng môi 

trþąng ao nuôi và cung cçp nguồn thĀc ën tă 

nhiên dồi dào cho Artemia (Nguyễn Thð Ngọc 

Anh & cs., 2014; Le & cs., 2018). Tuy nhiên, do 

đặc tính môi trþąng độ mặn cao (80-100‰), làm 

các thành phæn dinh dþĈng hòa tan däng nitĄ 

(N) và lân (P) sẽ dễ bð kết tûa hoặc hçp thu vào 

trong đçt đáy ao, gåy khò khën cho quá trình 

gåy màu nþĆc (Boyd, 2020). Vì vêy, việc bổ sung 

nhóm vi sinh vêt có lĉi nhìm thúc đèy quá trình 

khoáng hòa trong nþĆc và bùn đáy ao là cæn 

thiết, qua đò gòp phæn phòng thích dinh dþĈng 

tÿ bùn trć läi môi trþąng nþĆc.  

Bacillus là nhóm vi khuèn đþĉc Āng dýng 

phổ biến trong câi thiện chçt lþĉng nþĆc và đçt 

ao nuôi thûy sân. Nhóm vi khuèn này cò đặc 

điểm phân bố rộng rãi trong đçt, khâ nëng chðu 

nhiệt cao, phát triển nhanh trong môi trþąng 

nuôi cçy lóng và dễ dàng hình thành bào tā bền 

vĂng chðu nhiệt. Bên cänh đò, Bacillus tiết ra 

các hĉp chçt kháng khuèn (bacteriocin, peptide 

kháng khuèn) giúp tëng khâ nëng cänh tranh 

vĆi các vi khuèn gây bệnh, sân xuçt nhiều loäi 

enzyme ngoäi bào (amylase, protease, 

cellulase,„), gòp phæn thúc đèy quá trình phân 

hûy vêt chçt hĂu cĄ và khoáng hòa trong ao 

nuôi (Kamilya & Devi, 2022; Soltani & cs., 

2019). Phæn lĆn các nghiên cĀu phân lêp và 

đánh giá hoät tính các dòng lĉi khuèn Bacillus 

thþąng têp trung chû yếu trên các loài thûy sân 

nþĆc ngọt và lĉ mặn có giá trð kinh tế nhþ cá 

tra, cá rô phi và tôm thẻ chân tríng (Jame & 

cs., 2021). Do đò, nghiên cĀu về phân lêp các 

dòng Bacillus spp. bân đða tÿ ao nuôi Artemia có 

khâ nëng chðu mặn và phân hûy vêt chçt hĂu cĄ 

mänh là cæn thiết và cung cçp hþĆng phát triển 

probiotic tiềm nëng trong câi thiện môi trþąng 

nuôi Artemia täi khu văc ĐBSCL. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Địa điểm thu mẫu 

Mþąi chín ao nuôi Artemia ć khu văc Vïnh 

Chåu, Sòc Trëng đþĉc chọn để tiến hành thu 

méu nþĆc và bùn đáy. Theo đò, méu nþĆc và 

méu bùn sẽ đþĉc thu täi 3 vð trí khác nhau (đæu, 

giĂa, cuối) trong một ao nuôi. Méu nþĆc đþĉc 

thu bìng ống falcon khā trùng vĆi dung tích 

50ml. Trong khi méu bùn đáy ao (khoâng 100g) 

đþĉc thu bìng bộ dýng cý ống PVC theo mô tâ 

bći Somsiri & cs. (2006). Tçt câ các méu sẽ ký 

hiệu thông tin ao nuôi và bâo quân ć 4C, sau đò 

vên chuyển về phòng thí nghiệm để phân lêp. 

2.2. Phân lập và đặc điểm nhận dạng 

Méu sau khi vên chuyện về phòng thí 

nghiệm đþĉc tiến hành đồng nhçt và pha loãng 

vĆi nþĆc muối tiệt trùng (3% NaCl) để đät các 

nồng độ pha loãng khác nhau (10-1-10-4) và tiến 

hành phân lêp theo các bþĆc đþĉc mô tâ bći 

Phäm Thð Tuyết Ngân & cs. (2021) vĆi một vài 

thay đổi. Cý thể là các méu pha loãng đþĉc xā 

lý nhiệt ć 80C trong bể điều nhiệt khoâng 20 

phút nhìm loäi bó tế bào sinh dþĈng (Song & 

cs., 2011), kế tiếp trâi đều 100µl méu trên môi 

trþąng thäch Tryptone Soya Agar (TSA, 

Himedia, Ấn Độ) bổ sung 3% NaCl và û ć 30C 

trong 24 gią. Các khuèn läc đĄn vĆi các đặc điểm 

hình thái, màu síc khác nhau đþĉc chọn và cçy 

ria nhiều læn trên đïa thäch TSA đến khi đät 

đþĉc khuèn läc đĄn đồng nhçt. Sau đò, các 

chûng phân lêp đþĉc nuôi tëng sinh trong môi 

trþąng Tryptone Soya Broth (TSB, Himedia, Ấn 

Độ) ć 30C và đþĉc bâo quân âm sâu ć -80C vĆi 

20% glycerol cho các thí nghiệm đánh giá sau. 

Các đặc điểm về hình thái khuèn läc và sinh 

hóa cûa các chûng phân lêp đþĉc xác đðnh dăa 

theo cèm nang cûa Cowan and Steel (Barrow & 

Feltham, 1993) và so sánh vĆi các đặc điểm 

nhên däng thuộc giống Bacillus theo hệ thống 

phân loäi Bergey (Logan & Vos, 2015). 

2.3. Sàng lọc sơ bộ các dòng Bacillus có khâ 

năng sinh enzyme ngoại bào 

Khâ nëng sinh enzyme ngoäi bào cûa vi 

khuèn Bacillus đþĉc đánh giá bìng phþĄng 

pháp cçy chçm điểm trên môi trþąng Luria 
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Bertani (LB, gồm peptone 10 g/l, yeast extract  

5 g/l và NaCl 10 g/l) bổ sung 1,5% agar có bổ 

sung tÿng loäi cĄ chçt 1% casein, 1% starch và 

0,5% Na-CMC tþĄng Āng để khâo sát khâ nëng 

sinh enzyme protease, amylase và cellulase. Sau 

đò, tiến hành û đïa ć 37C trong 48 gią và quan 

sát vòng thûy phân xung quanh khuèn läc (Đỗ 

Thð Thanh Dung & cs., 2017). Nhìm thể hiện 

vòng phân giâi trên đïa thäch, dung dðch Lugol 

và dung dðch TCA 25% đþĉc sā dýng để nhuộm 

môi trþąng bổ sung cĄ chçt Starch và Casein. Đối 

vĆi vòng phân giâi CMC, nhuộm đïa môi trþąng 

vĆi dung dðch Congo Red 0,1% trong 15 phút và 

rāa läi bìng 1M NaCl. NhĂng dòng có khâ nëng 

sinh enzyme ngoäi bào sẽ xuçt hiện vòng phân 

giâi xung quanh khuèn läc. Khâ nëng phån giâi 

đþĉc xếp loäi dăa vào đþąng kính vòng phân giâi 

nhþ: (-, yếu) < 10mm; (++, trung bình) 10-19mm 

và (+++, mänh) ≥ 20mm (Samson & cs., 2020). 

Kết quâ sàng lọc đþĉc đánh giá 3 læn lặp läi ć 

cùng điều kiện thí nghiệm. 

2.4. Đánh giá hoạt tính enzyme ngoại bào 

của các chủng phân lập 

Các chûng sau khi sàng lọc sĄ bộ có ít nhçt 

hai loäi enzyme đät vòng phân giâi > 10mm sẽ 

đþĉc chọn để tiếp týc đánh giá. Cý thể, các 

chûng vi khuèn chọn lọc đþĉc nuôi trong môi 

trþąng Minimal Broth (MB, gồm Na2HPO4  

6 g/l, KH2PO4 3 g/l, NaCl 0,5 g/l, NH4Cl 1 g/l) 

bổ sung læn lþĉt 1% casein/starch/ Na-CMC 

(Fernandes & cs., 2019). Sau 48 gią nuôi cçy 

trên máy líc ć 30C vĆi tốc độ 150 vòng/phút, 

huyền phù đþĉc ly tâm ć 10.000 vòng/phút 

trong 10 phút ć 4C nhìm loäi bó tế bào vi 

khuèn. Phæn dðch nổi phía trên đþĉc sā dýng 

để xác đðnh hoät tính cûa các enzyme protease, 

α-amylase và cellulase. Mỗi chûng đþĉc đánh 

giá 3 læn lặp läi ć cùng điều kiện thí nghiệm. 

2.4.1. Hoạt tính protease 

Hoät tính protease đþĉc xác đðnh theo 

phþĄng pháp cûa Huynh & cs. (2018) vĆi một số 

điều chînh nhþ sau: 100µl dðch enzyme đþĉc û 

vĆi 100µl dung dðch casein 1% (hòa tan trong 

đệm Tris-HCl, pH 7,0) trong 10 phút ć 37C. 

Sau đò, thêm 500µl dung dðch trichloroacetic 

acid (TCA) 5% vào hỗn hĉp để dÿng phân Āng. 

Sau 20 phút, tiến hành ly tâm hỗn hĉp ć tốc độ 

3.000 vòng/phút trong 10 phút ć 4C và thu 

phæn dðch nổi để xác đðnh hoät tính theo phþĄng 

pháp Lowry (Lowry & cs., 1951). Một đĄn vð (U) 

hoät tính protease đþĉc đðnh nghïa là lþĉng 

enzyme giâi phóng 1µg tyrosine/ml/phút trong 

điều kiện thí nghiệm chuèn. 

2.4.2. Hoạt tính α-amylase  

Hoät tính α-amylase đþĉc xác đðnh bìng 

phþĄng pháp starch-iodine theo Abd-Elhalem & 

cs. (2015) vĆi một số điều chînh. Cý thể, 1ml 

dðch enzyme đþĉc û vĆi 1ml dung dðch soluble 

starch 1% (hña tan trong đệm phosphate 0,1M, 

pH 7,0) ć 60C trong 30 phút. Phân Āng đþĉc 

dÿng bìng cách thêm 1ml HCl 1M, kế tiếp thêm 

1ml dung dðch iodine (5mM I₂ và 5mM KI) để 

täo phĀc màu. Độ hçp thý đþĉc đo ć bþĆc sóng 

620 nm bìng máy so màu quang phổ UV-1900i 

(Shimadzu, Nhêt Bân). Một đĄn vð (U) hoät tính 

α-amylase đþĉc đðnh nghïa là lþĉng enzyme 

thûy phân 1mg tinh bột trong một phút dþĆi 

điều kiện thí nghiệm chuèn. 

2.4.3. Hoạt tính cellulase 

Hoät tính cellulase đþĉc xác đðnh theo 

phþĄng pháp cûa Ghose (1987) vĆi một số điều 

chînh. Phân Āng bao gồm 0,5ml dung dðch 

carboxymethyl cellulose (CMC) 1% (hòa tan 

trong đệm citrate 0,05M, pH 5) và 0,5ml dðch 

enzyme, đþĉc û ć 50C trong 30 phút. Sau đò, 

1,5ml dung dðch thuốc thā dinitrosalicylic acid 

(DNS) (Miller, 1959) đþĉc bổ sung và hỗn hĉp 

đþĉc đun nòng ć 100C trong 10 phút. Độ hçp 

thý đþĉc đo ć bþĆc sóng 540nm bìng máy so 

màu quang phổ UV-1900i (Shimadzu, Nhêt 

Bân). Một đĄn vð (U) hoät tính cellulase đþĉc 

đðnh nghïa là lþĉng enzyme giâi phóng 1 µmol-

Glucose/ml/phút trong điều kiện thí nghiệm. 

2.5. Định danh chủng vi khuẩn 

Chûng tiềm nëng thể hiện hoät tính 

enzyme vþĉt trội nhçt sẽ đþĉc gāi đến Công ty 

TNHH Dðch vý và ThþĄng mäi Nam Khoa để 

tiến hành ly trích và giâi trình tă gen 16S rRNA 

bìng phþĄng pháp giâi trình tă Sanger. Kết quâ 

giâi trình tă đþĉc so sánh bìng công cý BLAST 

search trên ngân hàng gen cûa NCBI để đðnh 

danh chính xác loài vi khuèn. Các đoän trình tă 
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tþĄng đồng cao đþĉc sā dýng để xây dăng cây 

phâ hệ bìng phæn mềm Mega (phiên bân 11) 

theo phþĄng pháp Neighbor Joining và độ tin 

cêy cûa các mối quan hệ phâ hệ đþĉc tính toán 

bìng kč thuêt “bootstrap” vĆi 1.000 læn lặp läi. 

2.6. Đánh giá độ an toàn của chủng phân 

lập trên Artemia 

Thí nghiệm đþĉc bố trí dăa theo Shinde & 

cs. (2022) vĆi một vài thay đổi nhþ sau: cån 

khoâng 200 mg trĀng Artemia và çp trong 500ml 

nþĆc mặn 20‰ đã đþĉc xā lý tiệt trùng, trong 

quá trình çp duy trì sýc khí và chiếu sáng liên 

týc ć nhiệt độ phòng (29 ± 1C) cho đến khi çu 

trùng Artemia đät giai đoän Instar I. Sau đò, 20 

cá thể çu trùng sẽ đþĉc bố trí vào các ống falcon 

chĀa 35ml nþĆc mặn 20‰ tiệt trùng và đặt trên 

máy líc (100 vòng/phút) ć nhiệt độ phòng  

(29 ± 1C). Để đánh giá tính an toàn, bĄm 100µl 

huyền phù tế bào cûa chûng phân lêp ć giá trð 

OD600 = 0,5 vào các ống falcon (tþĄng Āng vĆi mêt 

độ 1,8 × 105 CFU/ml và 100µl nþĆc muối tiệt 

trùng đþĉc sā dýng vào nhòm đối chĀng. Mêt độ 

Bacillus ban đæu đþĉc kiểm tra läi bìng phþĄng 

pháp cçy trâi trên môi trþąng TSA (Phäm Thð 

Tuyết Ngân & cs., 2021). TČ lệ sống Artemia 

đþĉc xác đðnh trong 5 ngày thí nghiệm và mỗi 

nhóm nghiệm thĀc đþĉc lặp läi 5 læn. Chûng vi 

khuèn phân lêp không gây chết Artemia trong 

thąi gian thí nghiệm đþĉc xem là an toàn. 

2.7. Xử lý số liệu  

Số liệu thu thêp đþĉc tính toán giá trð trung 

bình, độ lệch chuèn bìng phæn mềm Microsoft 

Excel và so sánh să khác biệt giĂa các nghiệm 

thĀc theo phþĄng pháp phån tích ANOVA một 

nhân tố vĆi phép thā Tukey bìng phæn mềm 

thống kê SPSS 21.0 ć mĀc ċ nghïa (P <0,05). 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập và các đặc điểm nhận dạng 

Tổng cộng 78 chûng vi khuèn phân lêp tÿ 19 

méu nþĆc và bùn đáy ao nuôi Artemia có khâ 

nëng chðu nhiệt (80C) và phát triển tốt trên môi 

trþąng TSA (3% NaCl). Theo đò, hình thái khuèn 

läc cûa các chûng phân lêp có däng hình tròn 

(chiếm 73%) hoặc bçt đðnh hình (27%), vĆi rìa 

khuèn läc đều (62%) hoặc gĉn sóng - rëng cþa 

(38%) và độ nổi ć däng mô (42%) hoặc lài (58%). 

Khuèn läc có màu tríng ngà - tríng đýc (46%) 

hoặc vàng nhät (54%) vĆi kích thþĆc khuèn läc 

dao động tÿ 2-4mm (Bâng 1 và Hình 1). 

Phæn lĆn tế bào có däng hình que (chiếm 

79,5%), trong khi số tế bào còn läi có däng hình 

cæu đĄn hoặc cæu däng chuỗi (20,5%). HĄn nĂa, 

hæu hết các chûng phân lêp thuộc nhóm tế bào 

Gram dþĄng (74,4%) và thể hiện phân Āng dþĄng 

tính đối vĆi catalase, oxidase, đồng thąi có khâ 

nëng di động và sinh bào tā (Bâng 1). Đáng chú ċ, 

giống Bacillus đþĉc biết đến là nhóm vi sinh vêt có 

khâ nëng hình thành bào tā trong điều kiện bçt 

lĉi, giúp nhóm sinh vêt này tồn täi đþĉc câ trong 

môi trþąng hiếu khí và yếm khí. Do đò, Bacillus 

đþĉc tìm thçy ć nhiều điều kiện môi trþąng khác 

nhau nhþ trong nþĆc, đçt, bùn, phân hĂu cĄ, cüng 

nhþ trong các môi trþąng khíc nghiệt cò độ mặn, 

nhiệt độ hoặc pH cao và câ trong hệ tiêu hóa cûa 

vêt nuôi thûy sân (Soltani & cs., 2019). Trong 

nghiên cĀu cûa Phäm Thð Tuyết Ngân & cs. 

(2021) đã phån lêp đþĉc 88 chûng Bacillus spp. tÿ 

méu bùn đáy ao nuôi tôm quâng canh. Các chûng 

này thể hiện să đa däng về đặc điểm hình thái 

khuèn läc trên môi trþąng Nutrient Agar, vĆi 

däng hình tròn nhó hoặc tròn lĆn, bìa đều hoặc 

rëng cþa, kích thþĆc dao động tÿ 0,3-3,1mm và 

màu síc thay đổi tÿ tríng đýc đến tríng trong. Về 

đặc điểm tế bào, phæn lĆn vi khuèn có däng hình 

que ngín, thuộc nhòm Gram dþĄng (53%) hoặc 

Gram âm (47%), có khâ nëng di động, sinh bào tā 

và dþĄng tính vĆi phân Āng catalase và oxidase. 

Nghiên cĀu khác cûa Đỗ Thð Thanh Dung & cs. 

(2017) đã phån lêp và nhên diện đþĉc 83 chûng tÿ 

méu đçt, nþĆc và tôm trên môi trþąng LB, Các 

chûng này cò đặc điểm nhên däng khuèn läc chû 

yếu là däng trñn, bìa rëng cþa, màu vàng xám. 

Trong đò, 54 chûng thể hiện các đặc tính điển 

hình cûa Bacillus, bao gồm hình thái trăc khuèn, 

Gram dþĄng, phân Āng dþĄng tính vĆi catalase và 

oxidase, có khâ nëng sinh nội bào tā và di động. 

Nhìn chung, các chûng phân lêp trong nghiên cĀu 

hiện täi có să tþĄng đồng vĆi kết quâ nhên däng 

tÿ các nghiên cĀu trþĆc và phù hĉp vĆi đặc điểm 

hình thái, sinh hóa cûa giống Bacillus đþĉc mô tâ 

trong hệ thống phân loäi cûa Bergey (Logan & 

Vos, 2015). 
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Bâng 1. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc  

và đặc điểm sinh hóa của các chủng phân lập 

Đặc điểm Số lượng chủng (n = 78) Tỷ lệ (%) 

A. Hình thái khuẩn lạc 

Hình dạng Tròn 57 73% 

 Bất định hình 21 27% 

Rìa Đều 48 62% 

 Gợn sóng/răng cưa 30 38% 

Độ nổi Mô 33 42% 

 Lài 45 58% 

Màu sắc Trắng ngà - trắng đục 36 46% 

 Vàng nhạt 42 54% 

Đường kính 2-4mm 78 100% 

B. Đặc điểm sinh lý - sinh hóa 

Hình dạng tế bào Que 62 79,5% 

 Cầu 16 20,5% 

Gram Dương (+) 58 74,4% 

 Âm (-) 20 25,6% 

Catalase Dương (+) 78 100% 

Oxidase Dương (+) 78 100% 

Di động Dương (+) 78 100% 

Bào tử Dương (+) 78 100% 

 

   

A B C 

Ghi chú: (A) Dạng bất định hình, rìa đều, mô nổi, màu trắng đục; (B) Dạng tròn, rìa gợn sóng, mô nổi, màu trắng 

ngà; (C) Dạng tròn, rìa gợn sóng, mô nổi, màu vàng. 

Hình 1. Hình dạng khuẩn lạc Bacillus spp. trên môi trường TSA 

3.2. Khâ năng sinh enzyme ngoại bào của 

các chủng phân lập 

Kết quâ vòng phân giâi các loäi cĄ chçt cûa 

15 chûng chọn lọc đþĉc trình bày ć bâng 2. Hæu 

hết các chûng phân lêp có khâ nëng tiết ra ít 

nhçt một loäi enzyme ngoäi bào (protease,  

α-amylase hoặc cellulase) khi nuôi cçy trên các 

môi trþąng bổ sung riêng biệt tÿng loäi cĄ chçt 

Casein, Starch và CMC. Tuy nhiên, chî 15/78 

chûng thể hiện khâ nëng sinh ít nhçt một loäi 

enzyme ć mĀc trung bình (11-19mm) và không 

ghi nhên đþĉc bçt kĊ chûng nào có mĀc độ phân 

giâi mänh (≥ 20mm) các nguồn cĄ chçt (Hình 2). 

Vi khuèn Bacillus spp. đòng vai trñ quan trọng 

trong quá trình làm säch môi trþąng ao nuôi 
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thûy sân, góp phæn duy trì ổn đðnh chçt lþĉng 

nþĆc dăa vào đặc tính sinh enzyme ngoäi bào 

mänh giúp phân giâi nhiều loäi cĄ chçt có nguồn 

gốc tÿ thăc vêt và động vêt, bao gồm protein, 

tinh bột, cellulose và hydrocarbon (Soltani & cs., 

2019). Khi đò, quá trình khoáng hòa trong ao 

nuôi diễn ra nhą hoät động cûa các enzyme 

ngoäi bào nhþ protease, amylase và cellulase, 

phân giâi các đäi phân tā thành nhĂng phân tā 

nhó hĄn và dễ hòa tan (Ramu & cs., 2017). 

Trong nghiên cĀu cûa Đỗ Thð Thanh Dung & cs. 

(2017), tÿ 54 chûng Bacillus spp. đþĉc khâo sát, 

có 7 chûng thể hiện khâ nëng sinh enzyme 

amylase thông qua đþąng kính phân giâi cĄ chçt 

tinh bột tÿ 6,33-15mm, trong khi 30/54 chûng có 

khâ nëng phån giâi cellulose vĆi đþąng kính 

vòng thûy phân tÿ 6,5-16,33mm và 23 chûng 

cho thçy khâ nëng sinh enzyme protease vĆi 

vòng thûy phân tÿ 6,33-13mm. TþĄng tă, nghiên 

cĀu cûa Fernandes & cs. (2019) đã chọn lọc đþĉc 

6 chûng Bacillus (SK07, SK27, ABSK55, 

FSK444, TSK17, TSK71) dăa trên khâ nëng sinh 

ít nhçt hai loäi enzyme ngoäi bào (protease, 

amylase, cellulase và lipase) vĆi đþąng kính vòng 

phân giâi lĆn hĄn 10mm bìng phþĄng pháp cçy 

chçm điểm. Trong khi đò, nghiên cĀu cûa Phäm 

Thð Tuyết Ngån & cs. (2021) đã đánh giá sĄ bộ và 

chọn lọc đþĉc 5/88 chûng (CM3.1, TV3.1, BT1.2, 

CM2.2 và TV1.2) có khâ nëng đồng thąi tiết ra câ 

ba enzyme ngoäi bào protease, amylase và 

cellulase. Đáng chú ċ, bốn chûng Bacillus spp. 

(BC12.1, BC12.7, BC24.1 và BC24.4) trong 

nghiên cĀu hiện täi thể hiện đồng thąi hai hoät 

tính enzyme ngoäi bào vĆi đþąng kính vòng phân 

giâi lĆn 10mm. Do đò, các chûng này đþĉc lăa 

chọn để tiếp týc đánh giá hoät tính enzyme trong 

điều kiện in vitro. 

3.3. Hoạt tính enzyme ngoại bào của các 

chủng chọn lọc 

Hoät tính enzyme protease giĂa các chûng 

chọn lọc khác biệt cò ċ nghïa thống kê (P <0,05), 

trong đò chûng BC24.4 đät giá trð cao nhçt vĆi 

trung bình 180,3 ± 13,4 U/ml, tiếp theo là chûng 

BC12.7 vĆi hoät tính trung bình 140,4 ± 15,2 U/ml 

và thçp nhçt là hai chûng BC12.1 và  

BC24.1 tþĄng Āng vĆi hoät tính trung bình  

53,8 ± 11,1 U/ml và 72,7 ± 8,6 U/ml (Hình 3A). 

Đối vĆi enzyme phân giâi tinh bột, hoät tính 

amylase tiết ra bći chûng BC24.4 đät trung 

bình 70,6 ± 4,5 U/ml, cao hĄn và khác biệt có ý 

nghïa thống kê (P <0,05) so hoät tính enzyme 

cûa ba chûng BC12.1, BC12.7 và BC24.1 tiết ra 

vĆi trung bình læn lþĉt là 51,3 ± 7,1; 57 ± 5,2 và 

39,3 ± 3,2 U/ml (Hình 3B). Tuy nhiên, hoät tính 

cellulase khác biệt không cò ċ nghïa thống kê  

(P >0,05) giĂa các chûng phân lêp, vĆi mĀc dao 

động 11,7-21 U/ml (Hình 3C). Kết quâ tþĄng 

đồng vĆi nghiên cĀu cûa Phäm Thð Tuyết Ngân 

& cs. (2021) khi đánh giá hoät tính enzyme 

ngoäi bào cûa nëm chûng Bacillus (CM3.1, 

TV3.1, BT1.2, CM2.2, TV1.2), cho thçy thì hoät 

tính α-amylase cao nhçt ć chûng CM3.1 và 

TV3.1 (khoâng 153,7 U/ml) và thçp nhçt ć 

chûng TV1.2 (18,3 UI/ml), hoät tính protease 

cao nhçt ć chûng CM3.1 (140,9 UI/ml) và thçp 

nhçt là chûng TV1.2 (129,7 UI/ml). Đặc biệt, 

chûng TV3.1 thể hiện hoät tính cellulase vþĉt 

trội nhçt (943,4 UI/ml). Să khác biệt trên có thể 

do să khác biệt về thành phæn dinh dþĈng trong 

môi trþąng, điều kiện nuôi cçy (pH, nhiệt độ, 

hàm lþĉng oxy), cüng nhþ đặc điểm cûa vi 

khuèn (giai đoän phát triển, tính thçm cûa 

màng tế bào và quá trình phân chia tế bào) 

(Gale, 1943). Việc Āng dýng enzyme cò ċ nghïa 

quan trọng đối vĆi phát triển bền vĂng trong 

nuôi trồng thûy sân, không chî nâng cao hiệu 

quâ tiêu hóa và hçp thu dinh dþĈng cûa vêt 

nuôi, mà cñn thúc đèy quá trình phân giâi các 

hĉp chçt cao phân tā gây ô nhiễm môi trþąng ao 

nuôi (Soltani & cs., 2019). Trong đò, protease là 

nhóm enzyme xúc tác quá trình thûy phân liên 

kết peptide bên trong phân tā protein 

(endopeptidase) hoặc chuỗi protein 

(exopeptidase). Amylase đòng vai trñ phån giâi 

tinh bột (starch) - loäi polysaccharide chính 

trong thăc vêt, trong khi cellulase xúc tác thûy 

phân các liên kết β-1,4 glycosidic trong cellulose, 

giâi phóng glucose däng đþąng đĄn (Liang & cs., 

2022). Qua đò cho thçy hoät tính enzyme có să 

khác biệt đáng kể giĂa các chûng vi khuèn nên 

việc chọn lọc dòng vi khuèn có khâ nëng tiết 

đồng thąi nhiều loäi enzyme, tiêu biểu là chûng 

BC24.4 đþĉc xem là Āng viên tiềm nëng để phát 

triển probiotic Āng dýng trong quân lý và nâng 

cao chçt lþĉng môi trþąng nþĆc ao nuôi. 
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Bâng 2. Vòng phân giâi (mm) các loại cơ chất của 15 chủng chọn lọc 

Chủng 

Protease Amylase Cellulase 

Vòng phân giải  
(mm, n = 3) 

Mức độ 
Vòng phân giải 

(mm, n = 3) 
Mức độ 

Vòng phân giải 
(mm, n = 3) 

Mức độ 

BC3.2 6,8 ± 0,4 - 1,5 ± 0,7 - 12,5 ± 0,7 ++ 

BC3.4 0,5 ± 0,7 - 6,8 ± 0,4 - 11,8 ± 0,4 ++ 

BC4.2 7,8 ± 0,4 - 6,8 ± 0,4 - 14,5 ± 0,7 ++ 

BC5.9 4,8 ± 0,4 - 6,8 ± 0,4 - 16,5 ± 0,7 ++ 

BC6.4 10,5 ± 0,7 ++ 0,5 ± 0,7 - 0,5 ± 0,7 - 

BC8.9 2,8 ± 0,4 - 1,5 ± 0,7 - 15,5 ± 0,7 ++ 

BC12.1 9,5 ± 0,7 - 11,8 ± 1,1 ++ 11,5 ± 0,7 ++ 

BC12.7 8,8 ± 0,4 - 11,3 ± 1,1 ++ 14,8 ± 1,1 ++ 

BC14.1 12,5 ± 0,7 ++ 2,3 ± 0,4 - 0,5 ± 0,7 - 

BC18.5 13,5 ± 0,7 ++ 2,8 ± 0,4 - 4,5 ± 0,7 - 

BC18.8 10,8 ± 0,4 ++ 0,5 ± 0,7 - 1,5 ± 0,7 - 

BC2.3 11,5 ± 0,7 ++ 0,5 ± 0,7 - 1,8 ± 0,4 - 

BC22.1 12,5 ± 0,7 ++ 3,8 ± 0,4 - 5,5 ± 0,7 - 

BC24.1 10,5 ± 0,7 ++ 6,5 ± 0,7 - 10,5 ± 0,7 ++ 

BC24.4 15,5 ± 0,7 ++ 6,8 ± 1,1 - 14,5 ± 0,7 ++ 

Ghi chú: (-): Yếu; (++): Trung bình và (+++): Mạnh. 

   

A B C 

Hình 2. Vòng phân giâi Casein (A), Starch (B) và CMC (C) bởi các chủng Bacillus spp. 

  

Hình 3. Hoạt tính enzyme protease (A), α-amylase (B) 

và cellulase (C) của các chủng chọn lọc 
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Hình 4. Cây phâ hệ từ trình tự gen 16S rRNA của chủng phân lập với các loài Bacillus khác 

 

Hình 5. Tỷ lệ sống của Artemia trong đánh giá tính an toàn của chủng BC24.4 

3.4. Định danh loài vi khuẩn bằng kỹ thuật 

giâi trình tự 16s RNA 

Kết quâ hình 4 cho thçy các chuỗi trình tă 

nucleotide cûa chûng BC24.4 đät mĀc tþĄng 

đồng (99,3%) gæn nhçt vĆi các méu phân lêp 

thuộc loài Bacillus subtilis đã đþĉc công bố trên 

Ngån hàng gen NCBI. HĄn nĂa, dăa trên kết 

quâ phân tích phâ hệ, chûng BC24.4 nìm cùng 

nhánh vĆi các loài Bacillus subtilis đã đþĉc công 

bố trþĆc đò. 

3.5. Đánh giá độ an toàn trên Artemia 

Một trong nhĂng tiêu chí để chọn lọc 

probiotic trong nuôi trồng thûy sân là không gây 

häi đến môi trþąng và vêt nuôi (Pérez‐Sánchez 

& cs., 2013), do đò đánh giá độ an toàn cûa 

chûng phân lêp trên Artemia trong thí nghiệm 

in vivo là cæn thiết. Kết quâ sau 5 ngày thí 

nghiệm, tČ lệ sống cûa Artemia ć nghiệm thĀc 

đối chĀng (86 ± 4,2%) thçp hĄn và khác biệt 

đáng kể (P <0,05) so vĆi nghiệm thĀc bổ sung 

chûng BC24.4 (92 ± 2,7%). Nhþ vêy, chûng 

BC24.4 trong nghiên cĀu hiện täi không gây 

hiện tþĉng chết ć Artemia, đồng thąi còn góp 

phæn nâng cao tČ lệ sống cûa đối tþĉng thí 

nghiệm. Kết quâ này tþĄng đồng vĆi nghiên cĀu 

cûa Elmnasser & cs. (2024), sáu chûng S1, S2, 

S3, S4, S5, và S6 thuộc dòng Bacillus subtilis và 

Bacillus cereus đþĉc phân lêp tÿ ruột cá tráp 

đæu vàng Sparus aurata không gây các dçu hiệu 

hoặc triệu chĀng gây bệnh trên Artemia, mà còn 

câi thiện tČ lệ sống cûa đối tþĉng nuôi (> 90%) 

khi câm nhiễm vĆi vi khuèn gây bệnh Vibrio 

alginolyticus. Các nghiên cĀu trþĆc đåy đã 

chĀng minh dòng Bacillus phân lêp tÿ các 

nguồn khác nhau không chî mang các đặc tính 

probiotic mà cñn an toàn đối vĆi đối tþĉng nuôi 

có giá trð kinh tế nhþ tôm thẻ chân tríng 

Litopenaeus vannamei (Phäm Thð Tuyết Ngân 
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& cs., 2021), tôm sú Penaeus monodon 

(Vaseeharan & Ramasamy, 2003) và cá rô phi 

Oreochromis niloticus (Aly & cs., 2008). Điều 

này biểu thð tính an toàn cûa dòng vi khuèn 

Bacillus đối vĆi đąi sống cûa thûy sinh vêt và 

tiềm nëng phát triển probiotic Āng dýng trong 

xā lċ môi trþąng ao nuôi thûy sân 

4. KẾT LUẬN 

Tổng cộng 78 chûng đþĉc phân lêp tÿ méu 

nþĆc và bùn đáy ao nuôi Artemia vĆi các đặc 

điểm nhên däng tþĄng đồng vĆi giống Bacillus. 

Trong đò, 15 chûng có khâ nëng sinh ít nhçt 

một loäi enzyme ngoäi bào (protease, amylase 

hoặc cellulase) ć mĀc trung bình vĆi vòng phân 

giâi lĆn hĄn 10 mm và chî 4/15 chûng (BC12.1, 

BC12.7, BC24.1 và BC24.4) sć hĂu hai loäi 

enzyme vþĉt trội. Hoät tính enzyme phân giâi 

protein và tinh bột cûa chûng BC24.4 đät cao 

nhçt và khác biệt không đáng kể về enzyme 

phân giâi cellulose giĂa các chûng. Kết quâ giâi 

trình tă cho thçy chûng BC24.4 đät mĀc tþĄng 

đồng cao nhçt vĆi loài Bacillus subtilis. TČ lệ 

sống cûa Artemia câi thiện sau khi câm nhiễm 

chûng BC24.4, cho thçy mĀc độ an toàn cûa 

chûng vi khuèn. 
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