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TÓM TẮT 

 

Nghiên cứu vi khuẩn chuyển hóa nitơ trong nền đáy vùng nuôi tôm hùm 

(Panulirus sp.) phục vụ nuôi trồng thủy sản được thực hiện với các nội dung sau: 

(1) Nghiên cứu đã tiến hành phân lập và định danh vi khuẩn từ các mẫu bùn được 

lấy từ nền đáy dưới các lồng bè nuôi tôm hùm ở vùng Vịnh Xuân Đài, tỉnh Phú Yên 

trong thời gian 12 tháng; (2) Nghiên cứu tạo môi trường lên men dạng lỏng và dạng 

bán rắn phù hợp cho các chủng vi khuẩn có khả năng tạo chế phẩm sinh học xử lý 

môi trường; (3) Đánh giá chế phẩm vi sinh xử lý môi trường trong mô hình ương 

tôm thẻ chân trắng giai đoạn post 5 ở qui mô 1m3. 

Kết quả nghiên cứu đã phân lập được các chủng vi khuẩn có khả năng chuyển 

hóa ammonia và nitrite. Các chủng vi khuẩn được định danh bằng phương pháp 

kiểm tra đặc điểm hình thái, sinh hóa bằng kit API 20E, 20NE, phương pháp giải 

trình tự vùng 16S – rRNA và xác định khả năng chuyển hóa ammonia và nitrite; 

trong đó có 3 chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri 

KL15, Rhodococcus rhodochrous T9 có khả năng chuyển hóa ammonia, nitrite tốt 

nhất.  

Luận án đã nghiên cứu được thành phần môi trường dạng lỏng phù hợp cho sự 

phát triển của 3 chủng vi khuẩn trên mô hình Box – Behnken như sau: thành phần 

môi trường cho vi khuẩn B.licheniformis B85 ở mật số 3,14 x 1011 CFU/mL bao 

gồm 3,94 g/L mật rỉ đường, 15,56 g/L cao nấm men và 1,13 g/L NaCl; Mật độ vi 

khuẩn P.stutzeri KL15 là 2,37 x 1011 CFU/mL với thành phần môi trường gồm 4,95 

g/L mật rỉ đường, 19,08 g/L cao nấm men và 1,13 g/L MgSO4; Đối với chủng vi 

khuẩn R.rhodochrous T9, thành phần môi trường là 7,93 g/L glucose, 6,1 g/L pepton 

và 2,95 g/L NaCl với mật số vi khuẩn là 2,52 x 1010 CFU/mL.  

Ba chủng vi khuẩn trên được nuôi cấy trên môi trường bán rắn với tỷ lệ giống,  

thời gian và độ ẩm thích hợp, sau đó được sấy và nghiền mịn để tạo chế phẩm vi 

sinh dạng bột với mật số vi khuẩn 109 CFU/g. Chế phẩm vi sinh dạng bột được bảo 

quản ở hai khoảng nhiệt độ: nhiệt độ lạnh 4 - 8oC và nhiệt độ phòng 28-32oC. Ở 
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nhiệt độ 4 - 8oC, mật số vi khuẩn được bảo quản tốt hơn, sau 360 ngày thì mật độ vi 

khuẩn P. stutzeri KL15, R.rhodochrous T9 có giảm từ 109 CFU/g còn 106 CFU/g, vi 

khuẩn B.licheniformis B85 giảm từ 109 CFU/g còn 107 CFU/g. Đối với bảo quản ở 

nhiệt độ phòng 28-32o C, sau 360 ngày, mật độ vi khuẩn P. stutzeri KL15 và 

R.rhodochrous T9 có giảm từ 109 CFU/g còn 105 CFU/g, mật số vi khuẩn B. 

licheniformics B85 giảm từ 109 CFU/g còn 106 CFU/g. Vi khuẩn B. licheniformics 

B85 là nhóm vi khuẩn sinh bào tử nên có mật độ vi khuẩn cao hơn so với 2 chủng vi 

khuẩn còn lại. 

Kết quả đánh giá hiệu quả xử lý môi trường của chế phẩm vi sinh trên mô hình 

ương giống tôm thẻ chân trắng ở giai đoạn postlarvae 5 trong bể xi măng 1m3 cho 

thấy khả năng kiểm soát tốt hàm lượng TAN, NO2 và NO3 với tỷ lệ chế phẩm là 

0,5% với mật độ 108 CFU/g, sử dụng định kỳ 6 ngày/1 lần. 
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SUMMARY 

 

The study on nitrogen-metabolizing bacteria in the bottom of lobster 

(Panulirus sp.) culture area for aquaculture was carried out with the following 

contents: (1) The study was conducted to isolate and identify bacteria from sludge 

samples which were taken from the bottom of lobster cages in Xuan Dai Bay, Phu 

Yen province during 12 months (2) Research on create suitable liquid and semi-

solid media for bacterial strains to make biological products to treat the 

environment; (3) Experimenting with the use of microbiological products for 

environmental treatment in the 5-day old postlarvae of white leg shrimp rearing in 

1m3 - cement tanks.  

The results shown that bacterial strains capable of metabolizing ammonia and 

nitrite in the bottom sludge, strains were identified by morphological, biochemical 

and DNA marker characterization by API 20E, 20NE kit and 16S - rRNA region 

sequencing method and determined the ability to metabolize ammonia, nitrite. 

Three strains of Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15, and 

Rhodococcus rhodochrous T9 were able to metabolize ammonia and nitrite in 

highest efficience. The thesis has optimized the composition of liquid medium of 3 

bacterial strains on the Box - Behnken model as follows: the composition of the 

medium of Bacillus licheniformis B85 at the density of 3,14 x 1011 CFU/mL 

includes molasses, yeast extract and NaCl. The density of Pseudomonas stutzeri 

KL15 was 2,37 x 1011 CFU/mL with the media composition including molasses, 

yeast extract and MgSO4. For the strain Rhodococcus rhodochrous T9, the media 

composition was glucose, peptone and NaCl with a bacterial density of 2,52 x 1010 

CFU/mL.  

The above three bacterial strains were cultured on semi-solid media with 

suitable time and humidity, then dried and ground to produce a powdered probiotic 

product with a bacterial density of 109 CFU/gram. Powder microbiology mode is 

stored at two temperature ranges: cold temperature 4-8oC and room temperature 28-

32oC. At a temperature of 4 - 8oC, the bacterial density was better preserved, after 
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360 days, the density of P.stutzeri KL15, R.rhodochrous T9 decreased from 109 

CFU/g to 106 CFU/g, B.licheniformis B85 reduced from 109 CFU/g to 107 CFU/g. 

For storage at temperature 28-32oC, after 360 days, the density of P.stutzeri KL15 

and R.rhodochrous T9 decreased from 109 CFU/g to 105 CFU/g, the density of 

B.licheniformics B85 reduced from 109 CFU/g to 106 CFU/g. B. licheniformics B85 

is a group of spore-forming bacteria, so it has a higher concentration of bacteria 

than P.stutzeri KL15 and R.rhodochrous T9. 

The results of evaluation of the environmental treatment efficiency of 

probiotic products in water of the white leg shrimp nursing cement tank showed the 

ability to control the content of TAN, NO2 and NO3 well with a density of 108 

CFU/g, used periodically every 6 days. 
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MỞ ĐẦU 

 

1. TÍNH CẤP THIẾT CỦA ĐỀ TÀI  

Trong 10 năm (giai đoạn 2010 - 2019) nghề nuôi tôm hùm Việt Nam đã có sự 

phát triển nhanh cả về quy mô số lượng lồng, thể tích lồng nuôi và sản lượng tôm 

hùm nuôi, từng bước phát triển theo hướng sản xuất hàng hoá, phục vụ cho xuất 

khẩu, góp phần tạo việc làm, nâng cao thu nhập cho người nuôi và thúc đẩy phát 

triển kinh tế - xã hội cho các tỉnh ven biển miền Trung. Trong giai đoạn 2010 - 

2019, số lượng lồng nuôi tôm hùm tăng bình quân là 18,2%/năm, thể tích lồng nuôi 

tăng bình quân 16,2%, sản lượng tăng bình quân là 6,2%/năm. Ở Việt Nam, tôm 

hùm phân bố từ Quảng Bình tới Bình Thuận nhưng số lượng lồng nuôi và sản lượng 

lồng nuôi tôm hùm tập trung phát triển chủ yếu ở các tỉnh Phú Yên, Khánh Hòa. 

Năm 2019, tổng số lượng lồng nuôi ở 02 tỉnh (Phú Yên và Khánh Hòa) ước tính đạt 

185.166 lồng, chiếm 97,8% số lượng nuôi tôm hùm Việt Nam, sản lượng đạt 2.273 

tấn chiếm 95% sản lượng nuôi cả nước (trích dẫn theo Tổng cục thủy sản, 2015). 

Tuy nhiên, hệ lụy của tốc độ phát triển nuôi tôm công nghiệp đã dẫn đến tình trạng 

ô nhiễm môi trường và dịch bệnh, do vậy nghề nuôi tôm biển ở Việt Nam đã gặp 

những trở ngại lớn. Sản lượng tôm nuôi suy giảm, ảnh hưởng lớn đến đời sống kinh 

tế của nhiều dân cư và đã có nhiều dấu hiệu rõ ràng về sự suy thoái môi trường ở 

nhiều vùng nuôi tôm hùm (Vinh và Huong, 2009). 

Theo Hoang và ctv (2009), việc cho tôm hùm ăn dựa hoàn toàn vào thức ăn 

tươi bao gồm cá giá trị thấp, nhuyễn thể, giáp xác và hệ số thức ăn thường vượt quá 

20, nghĩa là một lượng lớn chất hữu cơ đi vào môi trường nuôi. Theo nghiên cứu 

của Lại Văn Hùng và Phạm Đức Hùng (2010) cho biết FCR của tôm hùm P. 

ornatus và P.homarus ăn bằng cá tạp/cá giá trị thấp là 26,60 ± 5,02 và 26,00 ± 1,41. 

Hầu hết các chất thải rắn là đến từ động vật thân mềm và giáp xác, những loài này 

chiếm 80% thành phần của cá tạp và trọng lượng vỏ của chúng là khoảng 70% khối 
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lượng cơ thể tươi. Vì vậy, để sản xuất một kg P. ornatus và P. homarus, khoảng 15 

kg chất thải rắn được thải ra các khu vực vùng vịnh nuôi tôm hùm. Đối với các lồng 

nuôi công nghiệp chất thải trong quá trình nuôi có thể chứa đến trên 45% nitơ và 

22% là các chất hữu cơ khác. Các loại chất thải chứa nitơ và phốt pho ở hàm lượng 

cao gây nên hiện tượng phú dưỡng môi trường nước, phát sinh tảo độc trong môi 

trường nuôi trồng thủy sản (Theo Tổng cục thủy sản, 2015). Thức ăn nuôi tôm hùm 

là thức ăn tươi và phần lớn không thu gom thức ăn thừa đem vào bờ mà thải thẳng 

vào môi trường nước. Cụ thể, chất lượng nước nuôi tôm hùm đang có sự biến động 

theo chiều hướng xấu hơn. Hàm lượng NH3 hầu hết vượt tiêu chuẩn cho phép, NO2 

- có xu hướng tăng ở tầng đáy. Giá trị nitơ tổng ở tầng đáy tập trung tương đối cao 

hơn các tầng còn lại, thấp nhất ở mức 0,1 mg/l và cao nhất là 0,2 mg/l, có sự phân 

tầng xảy ra đối với nhóm thông số dinh dưỡng như nitrite, nitrate, ammonia, nitơ 

tổng (Hoàng Thị Mỹ Hương và ctv, 2018).  

Ngày 05/11/2020, Bộ Nông nghiệp và PTNT đã ban hành Quyết định số 

4431/QĐ-BNN-TCTS phê duyệt Đề án phát triển nuôi và xuất khẩu tôm hùm đến 

năm 2025 với mục tiêu phát triển nuôi và xuất khẩu tôm hùm theo hướng bền vững 

và hiệu quả, bảo đảm chất lượng và an toàn thực phẩm, đáp ứng yêu cầu tiêu thụ 

trong nước và xuất khẩu. Cụ thể, tổng sản lượng tôm hùm nuôi đạt 3.000 tấn; giá trị 

kim ngạch xuất khẩu đạt 200 triệu USD; từng bước hình thành các vùng sản xuất và 

xuất khẩu tôm hùm trọng điểm. Cùng với sản lượng này, vấn đề liên quan đến môi 

trường cũng được nhấn mạnh như vùng nuôi được kiểm soát môi trường, dịch bệnh, 

bảo đảm an toàn thực phẩm, an toàn lao động (Tổng cục thủy sản, 2020). Ngoài ra, 

theo báo cáo “Tổng hợp quy hoạch nuôi tôm hùm đến năm 2020 và định hướng 

2030” của Tổng cục Thủy Sản (Tổng cục thủy sản, 2015) thì việc phát triển sản 

lượng tôm hùm phải song song với việc quản lý môi trường nuôi tôm hùm như sử 

dụng thức ăn công nghiệp thay thế thức ăn tươi, nuôi tôm hùm bằng hệ thố 

ng bể trên bờ, sử dụng chế phẩm vi sinh quản lý môi trường nuôi. Do đó, việc phân 

lập và tuyển chọn vi sinh vật chuyển hóa ammonia, nitrite, chịu được độ mặn của 

biển từ nền đáy vùng nuôi tôm hùm ở Vịnh Xuân Đài để sản xuất chế phẩm vi sinh 

và đánh giá hiệu quả chuyển hóa nitơ của các chủng vi sinh vật ở bể nuôi tôm thẻ 
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chân trắng giai đoạn post 5 là một giải pháp tích cực, có nhiều triển vọng và ý nghĩa 

thực tiễn để định hướng sản xuất chế phẩm vi sinh quản lý môi trường nuôi trồng 

thủy sản nước mặn trong tương lai, hạn chế đáng kể lượng chất hữu cơ thải ra môi 

trường, góp phần phát triển nghề nuôi thủy sản một cách bền vững. Từ những 

nguyên nhân trên mà đề tài "Nghiên cứu vi khuẩn chuyển hóa nitơ trong nền 

đáy vùng nuôi tôm hùm (panulirus sp.) phục vụ nuôi trồng thủy sản” đã được 

thực hiện. 

2. MỤC TIÊU ĐỀ TÀI 

Phân lập và tuyển chọn các chủng vi sinh vật có nguồn gốc từ nền đáy vùng 

nuôi tôm hùm ở Vịnh Xuân Đài, Phú Yên có khả năng chuyển hóa nitơ nhằm làm 

cơ sở khoa học trong việc chọn lựa các chủng vi khuẩn hữu ích để tạo chế phẩm vi 

sinh dạng lỏng, bột và thử nghiệm hiệu quả của chế phẩm trên bể ương nuôi tôm thẻ 

chân trắng giai đoạn post 5.  

3. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHẠM VI NGHIÊN CỨU 

 Luận án phân lập và chọn lọc các chủng vi sinh vật chuyển hóa ammonia và 

nitrite trong nền đáy vùng nuôi tôm hùm ở Vịnh Xuân Đài, Tỉnh Phú Yên. Mẫu 

bùn của nền đáy được thu thập từ bùn tại vùng nuôi tôm hùm ở Vịnh Xuân Đài. 

Luận án nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng như môi trường, thời gian và mật 

độ giống, nhiệt độ, pH để tạo chế phẩm vi sinh vật dạng lỏng.  

Luận án nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình tạo chế phẩm vi sinh 

chuyển hóa ammonia, nitrite dạng bột như: môi trường, thời gian, độ ẩm, tỷ lệ 

giống và điều kiện bảo quản chế phẩm.  

Luận án đánh giá khả năng chuyển hóa ammonia và nitrite trong mô hình 

nuôi tôm thẻ chân trắng ở giai đoạn ương giống trong bể nhằm đánh giá hiệu quả 

của chế phẩm vi sinh.  

4. NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

- Phân lập, tuyển chọn và định danh các nhóm vi khuẩn chuyển hoá 

ammonia và nitrite  từ bùn ở nền đáy vùng nuôi tôm hùm Vịnh Xuân Đài, Phú Yên.  

- Tạo chế phẩm vi khuẩn dạng lỏng và chế phẩm vi khuẩn dạng bột. 

- Đánh giá khả năng cải thiện chất lượng nước của nhóm vi khuẩn chuyển 
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hóa nitơ ở nước nuôi tôm thẻ chân trắng trong phòng thí nghiệm và mô hình nuôi 

ương giống tôm thẻ chân trắng giai đoạn post 5 ở bể 1m3. 

5. Ý NGHĨA KHOA HỌC, THỰC TIỄN VÀ TÍNH MỚI CỦA ĐỀ TÀI 

 Ý nghĩa khoa học của đề tài 

Luận án đã bổ sung những chủng vi khuẩn được thu thập từ nền đáy vùng 

nuôi tôm hùm ở Vịnh Xuân Đài, Phú Yên có khả năng xử lý ammonia và nitrite, 

sống ở độ mặn của nước biển vào nguồn cơ sở dữ liệu khoa học chung về ứng dụng 

vi khuẩn hữu ích, làm tiền đề cho những nghiên cứu ứng dụng vi khuẩn chuyển 

hóa ammonia, nitrite trong môi trường nuôi tôm nước mặn.  

Ý nghĩa thực tiễn của đề tài  

Kết quả của luận án đã tạo được chế phẩm vi sinh dạng lỏng và bột, đánh 

giá được hiệu quả của chế phẩm trong bể nuôi tôm thẻ chân trắng ở giai đoạn ương 

giống, hỗ trợ cho nghề nuôi tôm nước lợ phát triển bền vững, góp phần cải thiện ô 

nhiễm môi trường vùng nuôi tôm nước lợ, làm nền tảng định hướng cho việc sản 

xuất và ứng dụng chế phẩm vi sinh xử lý môi trường nước nuôi tôm hùm trong 

tương lai.  

Tính mới của luận án  

Luận án đã phân lập, tuyển chọn từ nền đáy vùng nuôi tôm hùm khu vực Vịnh 

Xuân Đài, Tỉnh Phú Yên ba chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85, 

Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus rhodochrous T9  có khả năng chuyển hóa 

các hợp chất ammonia, nitrite, nitrate. 

Luận án đã xây dựng được qui trình phân lập ba chủng vi khuẩn từ môi trường 

nước mặn.  

Luận án đã nghiên cứu được điều kiện nuôi cấy, thành phần môi trường lỏng 

và bán rắn phù hợp cho sự phát triển của ba chủng vi khuẩn làm cơ sở cho việc sản 

xuất chế phẩm vi sinh vật. 
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CHƯƠNG 1 

 TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Tổng quan tình hình nuôi tôm hùm lồng bè  

Theo nguồn cung cấp của FAO (2014) lượng tôm hùm của các nước như 

Philippine, Indosesia, Australia liên tục tăng trưởng trong vòng 10 năm liên tục từ 

2004-2014, từ vài chục tấn tăng lên gần 1000 tấn/năm. Hầu hết nghiên cứu về nuôi 

tôm hùm được thực hiện ở Nhật Bản, Úc, Mỹ, New Zealand, Mexico, Nam Phi, Ấn 

Độ và Việt Nam. Nguồn giống tôm hùm thả nuôi có thể từ khai thác tự nhiên hoặc 

nhân tạo. Do giai đoạn biến thái của ấu trùng tôm hùm quá dài, nên quá trình sản 

xuất giống tương đối phức tạp, chi phí cao; vì vậy nguồn giống (giai đoạn ấu trùng 

puerulus và tôm con nhỏ) do khai thác tự nhiên vẫn chiếm ưu thế (Võ Văn Nha, 

2006; Phillips và Matsuda, 2011). Nuôi tôm hùm gai đã được nhiều nước quan tâm, 

nhưng chỉ có vài nước nuôi thương phẩm thành công. Trong khu vực Đông Nam Á, 

nuôi thương phẩm tôm hùm gai chủ yếu tập trung vào 7 loài: tôm hùm bông P. 

ornatus, tôm hùm đá P. homarus, tôm hùm sen P. versicolor, tôm hùm đỏ P. 

longipes, tôm hùm ma P.penicillatus, tôm hùm sỏi P. stimpsoni và tôm hùm tre P. 

polyphagus.   

Ở Việt Nam, nghề nuôi tôm hùm gai phát triển đáng kể, phần lớn dựa vào 

nguồn giống tự nhiên. Nghề khai thác tôm hùm có sản lượng dưới 100 tấn mỗi năm 

(Thuy và Ngoc, 2004), chủ yếu từ nghề lặn và cung cấp cho thị trường nội địa. Tỉnh 

Phú Yên có hàng loạt vũng vịnh kín, hoặc nửa kín có mũi đá, đảo che chắn các tác 

động sóng và nước đủ sâu nên rất phù hợp cho nuôi tôm hùm (đầm Cù Mông, Vịnh 

Xuân Đài, Vũng Rô) (Tống Phước Hoàng Sơn, 2015). Theo kết quả báo cáo của 

Tổng cục thủy sản (2015), sản lượng tôm hùm dao động từ 20 tấn (Bình Định) với 

500 lồng, 450 tấn (Phú Yên) đến 650 tấn (Khánh Hòa). Thị xã Sông Cầu có khoảng 

1.000 ha diện tích mặt biển được sử dụng để nuôi tôm hùm, sản lượng tôm hùm 

thương phẩm vào khoảng 400-500 tấn/năm, chiếm gần 70% sản lượng của toàn tỉnh 

(Tổng cục thủy sản, 2015). Nghề nuôi tôm hùm ở Vịnh Xuân Đài có 3 hình thức là 

nuôi trong lồng treo, lồng chìm và kết hợp cả hai hình thức (Hoàng Thị Mỹ Hương 



 
 

 

6 

 

 

và ctv, 2018).  

1.2. Hiện trạng ô nhiễm môi trường nước vùng nuôi tôm hùm Vịnh Xuân Đài 

Vịnh Xuân Đài thuộc thị xã Sông Cầu, tỉnh Phú Yên có diện tích mặt nước 

hơn 13.000 ha. Đây là vùng chứa đựng hệ sinh thái đa dạng, phong phú và là vùng 

nước lý tưởng phát triển nghề nuôi tôm hùm bằng lồng, bè với sản lượng hàng năm 

vài trăm tấn. Tuy nhiên, trong những năm gần đây, tình trạng phát triển quá nhanh 

diện tích nuôi trồng thuỷ sản trên vịnh kết hợp với các hoạt động sản xuất và đời 

sống của con người đã gây sức ép lên môi trường vịnh Xuân Đài. Chất thải từ lồng, 

bè nuôi trồng thủy sản thải ra, đổ vào Vịnh. Lượng chất thải này tích tụ qua nhiều 

năm tháng sẽ ảnh hưởng xấu đến chất lượng nước nơi đây. Các hoạt động khai thác 

và đánh bắt thủy sản trên Vịnh cũng gây ô nhiễm và suy thoái môi trường. Số tàu 

thuyền hiện có trên Vịnh khi hoạt động thường xuyên sẽ thải ra một lượng chất thải 

đáng kể như váng dầu, mỡ từ động cơ. Một số hoạt động khai thác trái phép như 

khai thác san hô, sử dụng phương tiện khai thác hủy diệt hàng loạt, gây nguy cơ ô 

nhiễm biển, ô nhiễm vùng nuôi và giảm đa dạng sinh học (Bùi Hồng Long, 2001). 

Việc sử dụng thức ăn tươi đã làm cho môi trường nuôi ngày càng phì dưỡng, chất 

lượng nước giảm đi, tạo điều kiện cho dịch bệnh bùng phát (Tuan và Mao, 2005). 

Kết quả lấy mẫu môi trường nước vùng nuôi tôm hùm của Trung tâm Quan trắc 

Môi trường và Bệnh thủy sản khu vực miền Trung của Viện Nghiên cứu nuôi trồng 

thủy sản III cho thấy trầm tích tại vùng nuôi đang bị ô nhiễm hữu cơ, sulfur, hợp 

chất nitơ và các chất độc hại (Fe2+, Fe3+...). Nuôi tôm hùm lồng sản sinh một lượng 

lớn chất thải vào trong môi trường nước như phân tôm, nguồn thức ăn dư thừa thối 

rửa bị phân huỷ, các chất tồn dư từ các loại vật liệu đầu vào như hoá chất, vôi và 

các loại khoáng chất diatomit, dolomit, lưu huỳnh lắng đọng, các chất độc hại có 

trong đất phèn Fe2+, Fe3+, Al3+, SO4
2-, các thành phần chứa H2S, NH3... là sản 

phẩm của quá trình phân hủy yếm khí ngập nước tạo thành. Đối với các lồng nuôi 

công nghiệp chất thải trong quá trình nuôi có thể chứa đến trên 45% nitơ và 22% là 

các chất hữu cơ khác. Các loại chất thải chứa nitơ và phốt pho ở hàm lượng cao gây 

nên hiện tượng phú dưỡng môi trường nước, phát sinh tảo độc trong môi trường 

nước nuôi trồng thủy sản (Tổng cục thủy sản, 2015). Chất lượng nước tại các vùng 
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nuôi tôm hùm cũng bị suy giảm nghiêm trọng do hàm lượng NH3 và H2S cao trong 

tầng nước sát đáy và tầng đáy, được coi là những nguyên nhân chủ yếu làm cho tôm 

hùm chết hàng loạt (Tổng cục thủy sản, 2015). Theo Hoàng Thị Mỹ Hương và ctv 

(2018), chất lượng nước ở Vịnh Xuân Đài, đặc biệt là ở tầng đáy, đang diễn biến 

ngày càng xấu hơn. Nồng độ ammonia (NH3) hầu hết vượt tiêu chuẩn cho phép, đặc 

biệt là ở tầng đáy. Nồng độ nitrite (NO2
-) có xu hướng tăng ở tầng đáy, nồng độ 

nitrate (NO3
-) hầu như ổn định. Giá trị Nitơ tổng ở tầng đáy tương đối cao hơn các 

tầng còn lại. 

1.3. Vi sinh vật trong môi trường nước mặn  

Môi trường nước biển ở đại dương chiếm 97,2% tổng lượng nước toàn cầu. 

Đại dương có độ sâu khá lớn, phần nước ở độ sâu 1000 m trở xuống chiếm 75% thể 

tích đại dương. Nơi sâu nhất của đại dương là 11000 m. Phần nước dưới độ sâu 100 

m thường có nhiệt độ ổn định là 3oC. Cứ xuống sâu 10 m thì áp suất nước biển tăng 

1 atm, ở nơi sâu nhất của đại dương áp suất có thể đạt tới sấp xỉ 1000 atm. Môi 

trường nước biển còn được đặc trưng bởi độ mặn (3,3 - 3,7%). Sự hòa trộn và 

chuyển động của nước biển là do thủy triều, chủng chảy, chuyển động nổi lên theo 

nhiệt độ, gió. (Nguyễn Lân Dũng và ctv 2002; Nguyễn Lân Dũng và Nguyễn Nữ 

Kim Thảo, 2006). Vi sinh vật sống trong môi trường nước biển chịu tác động của áp 

suất, có thể thấy được mối tương quan giữa vi sinh vật và áp suất. Một số vi khuẩn 

có khả năng tồn tại trong phạm vi dao động áp suất từ 0 - 400 atm, tuy nhiên chúng 

thường phát triển tốt nhất ở áp suất khí quyển. Nhiều vi khuẩn sinh trưởng tốt ở áp 

suất cao và được gọi là vi sinh vật ưa áp (barophile). Vi sinh vật ưa áp trung 

bình (moderate barophile) sinh trưởng tốt nhất ở 400 atm, tuy nhiên chúng có thể 

tồn tại ở 1 atm. Vi sinh vật ưa áp cực đoan (extreme barophile) chỉ có thể phát triển 

ở áp suất cao. Sự thay đổi áp suất có ảnh hưởng rất lớn tới các quá trình sinh học 

của vi sinh vật như phân bào, lắp ráp tiên mao, tổng hợp DNA, vận chuyển chất qua 

màng, sinh tổng hợp protein. Các protein hình thành kênh vận chuyển vật chất ở 

màng thường hoạt động có hiệu quả ở một áp suất nhất định. Ngoài ra, vi sinh vật 

biển còn chịu ảnh hưởng của ánh sáng, người ta chia đại dương thành 2 vùng: vùng 

có ánh sáng (có thể quang hợp) và vùng không có ánh sáng (không thể quang hợp). 
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Hầu hết chất dinh dưỡng ở đại dương xuất hiện trong vùng nước từ bề mặt tới độ 

sâu 300 m. Đây là vùng ánh sáng có thể xuyên tới, ở đây có sự phát triển của thực 

vật phù du (tảo và vi khuẩn lam). Chỉ có 1% chất hữu cơ có nguồn gốc quang tổng 

hợp tới được thềm đại dương, phần còn lại bị phân huỷ trong quá trình rơi xuống. 

Nguồn dinh dưỡng tại đáy đại dương rất hạn chế vì vậy đây là vùng tồn tại các vi 

sinh vật có khả năng phát triển trong điều kiện nghèo dinh dưỡng. Chu trình nitơ và 

lưu huỳnh cũng đóng vai trò quan trọng trong môi trường nước biển và tác động lớn 

đến các quá trình ở mức độ toàn cầu. Hàm lượng nitơ trong nước biển thường dao 

động, ở vùng nước biển chứa nồng độ oxi thấp thì sẽ xảy ra hiện tượng phản nitrate 

hóa (sử dụng NO3
- và NO2

- là chất oxi hóa và giải phóng nitơ vào khí quyển) dẫn 

đến làm giảm tỷ lệ N: P trong nước. Ngược lại, sự cố định nitơ xảy ra mạnh mẽ sẽ 

làm tăng lượng nitơ trong nước. Điều này cho thấy nitơ chứ không phải phospho đã 

hạn chế các hoạt động sinh học trong môi trường biển. Chu trình Cacbon ở trong 

môi trường biển vẫn chưa được nghiên cứu kỹ, tuy nhiên một điều rõ ràng là vi sinh 

vật có ảnh hưởng lớn tới chu trình cacbon ở đây. Vi sinh vật ở đại dương tác động 

đến chu trình cacbon toàn cầu và mối liên hệ giữa đại dương và khí quyển. Hầu hết 

sự biến đổi của cacbon xảy ra ở vùng nước bề mặt, chất hữu cơ không tan (POC), 

chất hữu cơ hòa tan (DOC) và mêtan hydrat là nguồn cacbon chính ở đại dương. 

Đại dương còn chứa HCO3
- và CO2 hòa tan có nguồn gốc từ khí quyển. Do sự bổ 

sung chất hữu cơ từ đất liền nên số lượng vi sinh vật tổng số ở vùng bờ biển nhiều 

hơn là ở vùng giữa biển (Prescott, 2002; Nguyễn Lân Dũng, 2006).  

1.4. Sơ đồ chu trình chuyển hóa nitơ trong hệ sinh thái biển  

Mô hình chu trình chuyển hoá Nitơ trong hệ sinh thái biển được biểu diễn trên 

sơ đồ hình 1.1 (Đoàn Bộ, 1997, 1998; Nguyễn Ngọc Tiến và ctv, 2011). Trong chu 

trình, nguyên tố Nitơ được chuyển hoá qua 5 hợp phần: thực vật nổi 

(Phytoplankton- sinh khối được ký hiệu là PHY), động vật nổi (Zooplankton - 

ZOO), chất hữu cơ hoà tan (Dissolved Organic Matter - DOM), Amoni (Amonium - 

AMO), Nitrit (Nitrite - NIT), Nitrat (Nitrate – NAT) (Đoàn Bộ, 1997, 1998; 

Nguyễn Ngọc Tiến và ctv, 2011). 
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  Hình 1.1. Sơ đồ chu trình chuyển hoá Nitơ trong hệ sinh thái biển 

Chú giải: PHY: Phytoplankton; ZOO: Zooplankton; DOM: Chất hữu cơ hoà tan; AMO: Amoni; 

NIT: Nitrat; 1... 9: Các quá trình chuyển hoá; →: Hướng chuyển hoá 

Quá trình chuyển hoá 1: Quang hợp của Phytoplankton. 

Trong quá trình này dưới tác động của năng lượng ánh sáng mặt trời, 

Phytoplankton đã sử dụng khí CO2, nước và các muối dinh dưỡng trong đó có 

amoni, nitrit và nitrat của môi trường để tổng hợp chất hữu cơ. Quá trình này đã 

chuyển hoá nitơ vô cơ từ môi trường thành nitơ liên kết trong tế bào tảo (làm giảm 

AMO, NIT và NAT và làm tăng PHY). Khối lượng gia tăng của quần thể 

Phytoplankton trong một đơn vị thời gian thực hiện quang hợp (thường tính trong 1 

ngày) chính là năng suất sinh học sơ cấp thô, một tham số quan trọng để đánh giá 

tiềm năng sinh học của vùng biển. Cường độ quá trình này phụ thuộc vào sinh khối 

quần thể Phytoplankton, nồng độ các muối dinh dưỡng amoni, nitrit, nitrat, nhiệt độ 

môi trường và năng lượng bức xạ quang hợp. 

Quá trình chuyển hoá 2: Hô hấp của Phytoplankton. 

Trong quá trình này, một phần lượng chất hữu cơ được thành tạo trong quang 

hợp bị ôxy hoá làm giảm sinh khối PHY, kèm theo đó là sự giải phóng một số hợp 

phần vô cơ trong đó có các hợp chất nitơ vô cơ, làm tăng nồng độ AMO và NIT.  

Quá trình chuyển hoá 3: Dinh dưỡng của Zooplankton. 

Trong quá trình này Zooplankton sử dụng Phytoplankton làm thức ăn để tồn 

tại và phát triển. Cường độ sử dụng thức ăn của Zooplankton phụ thuộc vào hàm 

lượng thức ăn (PHY), sinh khối và bản chất quần thể Zooplankton. Quá trình 
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chuyển hoá này làm giảm sinh khối quần thể Phytoplankton, trong đó phần thức ăn 

thực sự được sử dụng vào đồng hoá sẽ làm tăng sinh khối quần thể Zooplankton, 

phần không sử dụng sẽ trở lại môi trường và làm tăng sinh khối chất hữu cơ 

(DOM). 

Quá trình chuyển hoá 4: Hô hấp của Zooplankton. 

Hô hấp của Zooplankton là quá trình ngược lại với đồng hoá của nó. Trong 

quá trình này phần vật chất (năng lượng) đã lấy được do đồng hoá thức ăn lại bị oxy 

hoá để giải phóng năng lượng và Zooplankton sử dụng năng lượng này để tồn tại và 

phát triển. Cơ chế hô hấp của Zooplankton được thể hiện đơn giản qua phản ứng 

sau: CnH2nOn + nO2 = nCO2 + nH2O + Q, kèm theo năng lượng được giải phóng là 

các sản phẩm vật chất được thải ra môi trường dưới dạng các sản phẩm bài tiết, 

trong đó có amoni. Như vậy, hô hấp của Zooplankton đã làm giảm sinh khối ZOO 

và tăng nồng độ AMO. Cường độ quá trình này phụ thuộc chủ yếu vào nhiệt độ môi 

trường.  

Quá trình chuyển hoá 5 và 6: Chết tự nhiên của quần thể Phytoplankton và 

Zooplankton. 

Quá trình này làm giảm sinh khối các quần thể và làm tăng sinh khối chất hữu 

cơ (DOM). Đối với PHY, cường độ quá trình chết tự nhiên bị giới hạn bởi nồng độ 

các muối dinh dưỡng (AMO và NIT), đối với ZOO - bị giới hạn bởi hàm lượng thức 

ăn (PHY). 

Quá trình chuyển hoá 7: Khoáng hoá chất hữu cơ. 

Phân huỷ và khoáng hoá chất hữu cơ trong biển (các xác chết, các sản phẩm 

dư thừa trong các hoạt động sống) là một tập hợp các quá trình lý-hoá-sinh học rất 

phức tạp, có sự tham gia của các sinh vật (chủ yếu là vi sinh vật phân giải) và các 

chất như O2, nước. Trong quá trình phân huỷ, năng lượng còn lại trong chất hữu cơ 

được giải phóng và các sinh vật phân giải sử dụng năng lượng này để tồn tại và phát 

triển. Sản phẩm cuối cùng của quá trình phân huỷ và khoáng hoá chất hữu cơ là các 

chất vô cơ được hoàn lại cho môi trường. Cường độ quá trình này phụ thuộc bản 

chất chất hữu cơ, lượng các sinh vật phân giải và nhiều điều kiện phân giải, trong đó 

quan trọng hơn hết là nhiệt độ môi trường và trực tiếp làm tăng nồng độ của chỉ 
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riêng AMO. Đối với chu trình Nitơ, các sản phẩm vô cơ được giải phóng trong quá 

trình phân huỷ và khoáng hóa là amoni, nitrit, nitrat.  

1.5. Các quá trình chuyển hoá nitơ và vai trò các nhóm vi khuẩn tham gia 

chuyển hóa 

Trong nước nitơ tồn tại ở nhiều dạng khác nhau như ở môi trường trên cạn 

như nitơ phân tử, các hợp chất nitơ vô cơ và các hợp chất hữu cơ phức tạp có trong 

các cơ thể sống (protein, acid amin). 

 

Hình 1.2. Vòng tuần hoàn nitơ (Boyd, 1998) 

Khi cơ thể sinh vật chết đi, các chất hữu cơ chứa nitơ sẽ bị thối rửa và 

amôn hoá dưới tác dụng của các vi sinh vật thành NH3 hay NH4
+
. Dạng NH4

+ 
sẽ bị 

chuyển hoá thành dạng NO3
- 
nhờ nhóm vi khuẩn nitrate hoá. Các hợp chất nitrate 

lại được chuyển hoá thành dạng nitơ phân tử do tác đụng của các vi khuẩn phản 

nitrtate hoá. Khí nitơ phân tử sẽ được cố định lại dưới dạng hợp chất hữu cơ nhờ 

nhóm vi khuẩn cố định đạm. Các quá trình trên kết hợp lại tạo ra vòng tuần hoàn 

nitơ trong thuỷ vực. Trong tất cả các quá trình này đều có sự tham gia của các 

nhóm vi khuẩn khác nhau. Nếu sự hoạt động của một nhóm vi khuẩn nào đó ngừng 

trệ, toàn bộ tiến trình chuyển hoá nitơ sẽ bị ảnh hưởng gây tích tụ một số hợp chất 

nitơ trong thuỷ vực có thể gây nên sự biến đổi chất lượng nước làm ảnh hưởng đến 

đời sống các thuỷ sinh vật sống trong thuỷ vực đó (Kiều Hữu Anh và Ngô Tự 

Thành, 1985). 

Quá trình amôn hoá  

Quá trình amôn hóa protein là quá trình phân hủy các hợp chất hữu cơ chứa 
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- 

nitơ, giải phóng NH3 do nhiều vi sinh vật hiếu khí và kỵ khí gây ra như vi khuẩn, 

nấm mốc và xạ khuẩn với nhiệt độ tối ưu là từ 25 – 30°C, quá trình ammon hóa 

protein giữ vai trò quan trọng trong việc chuyển nitơ từ dạng khó hấp thu sang dạng 

muối amôn mà thực vật dễ hấp thụ, giúp làm sạch các thủy vực. Nhờ quá trình này 

mà NH3 luôn luôn được phục hồi, cung cấp dinh dưỡng cho thực vật thủy sinh. 

Ngoài protein và urê, nhiều loài vi sinh vật có khả năng amôn hoá kitin là một hợp 

chất carbon có chứa gốc amin. Kitin là thành phần của vỏ ngoài các loài giáp xác và 

côn trùng sống trong nước. Hàng năm, kitin được tích luỹ lại trong thuỷ vực với 

một lượng đáng kể. Nhóm vi sinh vật phân hủy kitin có khả năng tiết ra enzyme 

kitinase và kitobiase phân hủy phân tử kitin thành các gốc đơn phân tử. Sau đó gốc 

amin sẽ được amôn hoá thành NH3 (Kiều Hữu Anh và Ngô Tự Thành, 1985). 

Giai đoạn nitrite hoá 

Vi khuẩn nitrate hoá thực hiện quá trình oxy hoá NH4
+ 

tạo thành NO2
-
 bằng 

oxy không khí và tạo ra năng lượng theo phương trình:   NH4
+ 

+ 3/2 O2   → NO2
- 
+ 

H2O + 2 H
+ 

+Q.  Giai đoạn này là giai đoạn oxy hoá NH4
+  

thành NO2
-  

được gọi là 

giai đoạn nitrite hoá. Năng lượng này được vi khuẩn sử dụng để đồng hoá CO2 

thành carbon hữu cơ (sinh khối vi khuẩn). Nhóm vi khuẩn nitrite hoá bao gồm 4 

giống khác nhau: Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosobrio, Nitrozolobus và 

Nitrosospira (Watson và ctv, 1989; Bock and Koops, 1992; trích dẫn bởi Herber, 

1999).  

Giai đoạn nitrate hoá 

NO2
- 
tạo thành trong giai đoạn nitrite hoá sẽ tiếp tục bị oxy hoá thành NO3 

nhờ một nhóm vi khuẩn khác theo phương trình: NO2
- 
+ ½ O2      →   NO3

- 
+ Q.  Đây 

là giai đoạn oxy hoá NO2
-  

thành NO3
-  

được gọi là giai đoạn nitrate hoá (Cole,1994). 

Nhóm vi khuẩn thực hiện nitrate hoá này bao gồm 3 giống: Nitrobacter, Nitrospira 

và Nitrococcus (Watson và ctv 1989; Bock and Koops, 1992). Quá trình nitrate hoá 

là một khâu quan trọng trong vòng tuần hoàn nitơ trong thủy vực. Quá trình này có 

tầm quan trọng trong quản lý chất lượng nước trong nuôi trồng thủy sản. Khi quá 

trình này xảy ra mạnh chất thải amôn độc hại sẽ được chuyển hoá nhanh sang dạng 
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nitrate không độc đối với sự sống và sinh trưởng của tôm cá (Kiều Hữu Anh và Ngô 

Tự Thành, 1985; Lê Xuân Phương, 2007). Người đầu tiên nghiên cứu về vi khuẩn 

Nitrate hóa và hoạt động sinh lý của chúng là nhà khoa học Nga Winogradsky. Năm 

1889, ông chứng minh vi khuẩn nitrate hóa là những loài vi sinh vật dinh dưỡng vô 

cơ bằng tổng hợp hóa học. Đây là nhóm vi khuẩn hiếu khí tự dưỡng hoá năng và 

bao gồm hai nhóm nhỏ tham gia vào hai giai đoạn của quá trình này.  

Quá trình khử Nitrate 

Quá trình vi sinh vật khử Nitrate (hoặc Nitrite) đến Nitơ phân tử kèm theo sự 

oxy hóa các chất hữu cơ để giải phóng CO2 và H2O, được gọi là quá trình phản 

Nitrate hóa (hoặc khử Nitrate). Quá trình phản Nitrate có thể xảy ra ở điều kiện kỵ 

khí và hiếu khí, nhưng đặc biệt mạnh mẽ khi không có mặt oxy của không khí. 

Phương trình tổng quát như sau: 10(H) + 2H+ + 2NO3+
- → N2 + 6H2O. Vi khuẩn 

phản nitrate hóa là nhóm vi khuẩn phân bố rộng rãi trong tự nhiên. Chúng là các 

loài kỵ khí không bắt buộc, hoạt động mạnh trong môi trường trung tính hoặc hơi 

kiềm và kỵ khí. Những loài vi khuẩn phản nitrate hóa thường là: Pseudomonas, 

Achromobacter, Azospirillum, Thiobacillus, Paracocus (Lương Đức Phẩm và ctv, 

1998; Nguyễn Đức Lượng và ctv, 2006). 

1.6. Đặc điểm của các nhóm vi khuẩn tham gia quá trình chuyển hóa Nitơ 

1.6.1. Đặc điểm sinh học của vi khuẩn Bacillus 

Vi khuẩn Bacillus là nhóm trực khuẩn, tế bào hình que và thẳng, kích thước 

0,5-2,5 x 1,2-10 µm, di động bằng chu mao, là vi khuẩn Gram dương, catalase 

dương tính. Nhóm vi khuẩn này thường tìm thấy trong môi trường có độ pH biến 

động cao, sinh trưởng dưới điều kiện hiếu khí hoặc kỵ khí không bắt buộc, sử dụng 

khí oxy làm chất nhận electron khi trao đổi khí trong quá trình trao đổi chất. Thuộc 

chi Bacillaceae, đứng riêng rẽ hoặc kết thành chuỗi hay thành sợi. Chúng có khả 

năng tạo ra bào tử khi xảy ra các điều kiện khắc nghiệt như thiếu chất dinh dưỡng, 

nhiệt độ cao. Bào tử có màng nhiều lớp, chứa ít nước tự do và do đó có thể chịu 

đựng tốt với nhiều tác động bất lợi có thể làm chết các tế bào dinh dưỡng (Gorden, 

1973; Lương Đức Phẩm, 1998). Bào tử có tính kháng nhiệt cao, kháng bức xạ, 

kháng hóa chất, kháng áp suất thẩm thấu. Khi gặp điều kiện thuận lợi có thể nảy 



 
 

 

14 

 

 

mầm, phát triển thành tế bào sinh dưỡng. Thường thì người ta quan sát thấy tập đoàn 

của giống sinh vật này rất rộng lớn, có hình dạng bất định và đang phát triển lan 

rộng. Một đặc điểm nữa của nhóm vi khuẩn Bacillus là có bao nhầy (giác mạc), có 

cấu tạo polypeptit, giúp cho vi khuẩn Bacillus có khả năng chịu được các điều kiện 

khắc nghiệt là do bao nhầy có khả năng dự trữ thức ăn (Lương Đức Phẩm, 1998). 

Tất cả các loài thuộc chi Bacillus đều có khả năng dị dưỡng và hoại sinh nhờ 

sử dụng các hợp chất hữu cơ đa dạng như đường, acid amin, acid hữu cơ. Hầu hết 

đều là loài ưa nhiệt trung bình với nhiệt độ tối ưu là 30-45oC, nhưng cũng có nhiều 

loài ưa nhiệt với nhiệt độ tối ưu là 65oC. Đa số Bacillus sinh trưởng ở pH = 7, một 

số phù hợp với pH= 9-10 như Bacillus alcalophilus, hay có loại phù hợp với pH =2-

6 như Bacillus acidocaldrius. Các loài vi khuẩn dị dưỡng hoại sinh thuộc giống 

Bacillus (B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium,…) có khả năng phân hủy các 

hydratcarbon thành những phần nhỏ hơn, tạo ra các sản phẩm của quá trình trao đổi 

chất như các khí (NH3, CO2…), acid formic, acid acetic, acid propinic, acid béo, 

acid lactic…các chất khoáng và sinh khối mới của vi sinh vật (Tăng Thị Chính và 

Đặng Đình Kim, 2007). Ngoài ra Bacillus subtilis còn làm sạch môi trường nhờ khả 

năng sinh các enzyme (protease, amylase, cellulose, kitanase, lipase) phân hủy các 

hợp chất hữu cơ và kiểm soát sự phát triển quá mức của các vi sinh vật gây bệnh do 

cơ chế cạnh tranh nguồn dinh dưỡng, giữ cho môi trường luôn ở trạng thái cân bằng 

sinh học (Tăng Thị Chính và Đặng Đình Kim, 2007). Vi khuẩn Bacillus có tác dụng 

cạnh tranh tốt với các vi khuẩn khác để tái tạo lại hệ vi khuẩn đường ruột (Lương 

Đức Phẩm và Hồ Sưởng, 1978). Nhóm vi khuẩn Bacillus là G (+) thường phân hủy 

vật chất hữu cơ thành CO2 tốt hơn nhóm G (-) mà NH3 luôn được phục hồi, cung 

cấp dinh dưỡng cho thực vật thủy sinh (Kiều Hữu Anh và Ngô Tự Thành, 1985).   

Bacillus licheniformis là một vi khuẩn gram dương, ưa nhiệt, kỵ khí tùy nghi.  

Nhiệt độ phát triển tối ưu là khoảng 50°C và có thể tồn tại ở nhiệt độ cao hơn. Nhiệt 

độ tối ưu cho sự tiết enzyme là 37 °C, có thể tồn tại ở dạng bào tử để chống lại môi 

trường khắc nghiệt, hoặc ở trạng thái sinh dưỡng khi điều kiện tốt, hoạt động tốt ở 

pH từ 8-10 (Logan và ctv, 2015). 
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1.6.2. Đặc điểm sinh học của vi khuẩn Rhodococcus 

Phát triển dưới dạng que hoặc khuẩn ty cơ chất phân nhánh. Ở tất cả các 

chủng, chu trình sống đều bắt nguồn từ giai đoạn hình cầu hoặc que ngắn. Bằng 

cách phân đoạn, các tế bào hình cầu sẽ tạo thành dạng que rồi dạng sợi, sợi phân 

nhánh và hệ sợi. Một số chủng còn tạo khuẩn ty khí sinh phân nhánh hoặc bó sợi. 

Chúng không có khả năng chuyển động cũng như không hình thành bào tử hay nội 

bào tử. Vi khuẩn gram dương, hiếu khí, hóa dị dưỡng hữu cơ, catalase dương tính. 

Hầu hết các chủng đều mọc tốt trên các môi trường tiêu chuẩn ở 30oC, số khác cần 

thiamin cho sinh trưởng. Khuẩn lạc có thể sần sùi hoặc trơn nhẵn, có màu vàng 

sẫm, kem, vàng, vàng da cam, đỏ hoặc không màu. Nhạy cảm với lysozyme, không 

phân hủy được casein, cellulose, chitin, elastin hay xylan. Có thể sử dụng được rất 

nhiều loại hợp chất hữu cơ làm nguồn cacbon và nguồn năng lượng (Nguyễn Lân 

Dũng và Nguyễn Kim Nữ Thảo, 2006). R.rhodochrous có thể đồng hóa nguồn C 

hữu cơ và vô cơ, nó có thể sử dụng các loại monosaccharide, các disaccharide, 

đường 5C, polysaccharide đặc biệt là glucose là nguồn tốt nhất. Để nuôi cấy R. 

rhodochrous thường sử dụng peptone, cao nấm men, casein. Nhiệt độ tối đa của 

R. rhodochrous là 45 - 55oC, nhiệt độ tối thiếu là 5 - 15oC. Khoảng nhiệt độ tối 

thích cho sự phát triển của R. rhodochrous 33 - 35oC. (Nguyễn Lân Dũng và 

Nguyễn Kim Nữ Thảo, 2006).  

1.6.3. Đặc điểm sinh học của vi khuẩn Pseudomonas 

Vi khuẩn Pseudomonas thường là vi khuẩn Gram âm (-), hình que. Có chiên 

mao ở cực nên có khả năng di chuyển tốt trong nước, không có khả năng tạo bào tử. 

Vi khuẩn Pseudomonas là vi khuẩn sống tự do, chúng hiện diện khắp nơi như trong 

môi trường đất, trong nước, thực vật, động vật, một số làm hư thực phẩm. Chúng có 

khả năng hô hấp hiếu khí hay kỵ khí trong môi trường không có oxi. Nhiệt độ thuận 

lợi để chúng phát triển là từ 30oC – 37oC (Ngô Thanh Phong, 2012). Pseudomonas 

sp. là nhóm vi khuẩn đa dạng, phổ biến và có vai trò quan trọng trong chu trình 

chuyển hoá carbon và nitơ nhờ vào hệ enzyme phong phú (Spiers và ctv, 2000).  

Vi khuẩn Pseudomonas stutzeri là một vi khuẩn Gram âm, hình que, không 

hình thành bào tử, có phản ứng dương tính với oxydase và catalase, có thể phát triển 
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tối ưu ở nhiệt độ 35oC, khoảng nhiệt độ phù hợp là 4 - 44oC, phát triển tốt nhất ở 

nồng độ muối NaCl 2%, khoảng nồng độ muối mà vi khuẩn có thể chịu được là 1-

5%, vi khuẩn phát triển tốt nhất ở pH 7 (Van Niel và Allen, 1952; Stanier và ctv, 

1966). Vi khuẩn P. stutzeri thường sử dụng các hợp chất hữu cơ làm chất cho điện 

tử của nó, một số trong số đó bao gồm: glucose, lactate, acetate, succinate, 

pyruvate, sucrose và fumarate và sẽ nhận điện tử bằng cách sử dụng oxy, nếu nó ở 

trong điều kiện hiếu khí, hoặc nitrat, nếu nó ở trong điều kiện kỵ khí. (Chakraborty 

và ctv, 2017). 

1.6.4. Đặc điểm sinh học của vi khuẩn Stenotrophomonas  

 Stenotrophomonas là một chi vi khuẩn Gram âm, bao gồm ít nhất mười 

loài. Các nguồn chứa Stenotrophomonas chính là đất và thực vật (Ryan và ctv, 

2009). Các loài Stenotrophomonas bao gồm từ sinh vật đất thông thường (S. 

nitritireducens) đến các mầm bệnh cơ hội ở người (S. maltophilia), phân loại phân 

tử của chi vẫn chưa rõ ràng. Loài phổ biến nhất, S. maltophilia rất linh hoạt và có 

thể có lợi cho sự phát triển và sức khỏe của cây trồng, có thể được sử dụng trong 

nông nghiệp, kiểm soát sinh học, xử lý sinh học và các chiến lược xử lý thực vật 

cũng như sản xuất các phân tử sinh học có giá trị kinh tế. Stenotrophomonas cũng 

có thể là phytopathogenic không giống như các chi có quan hệ họ hàng gần Xylella 

và Xanthomonas (Kubra và ctv, 2016). Các thành viên của chi Stenotrophomonas 

có vai trò sinh thái quan trọng trong chu trình nitơ và lưu huỳnh. Các loài 

Stenotrophomonas, đặc biệt là S. maltophilia và S. rhizophila, thường được tìm thấy 

cùng với các loài thực vật, chẳng hạn như dưa chuột, cải dầu, khoai tây, dâu tây, cỏ 

linh lăng, hướng dương, ngô, gạo, lúa mì, các loại cỏ dại khác nhau, liễu và dương. 

Stenotrophomonas có thể được phân lập từ thân rễ hoặc từ các mô bên trong thực 

vật, đặc biệt là từ các mô mạch của rễ và thân. Stenotrophomonas spp. có thể định 

cư một cách hiệu quả các chất sinh học khác nhau như thực vật, con người và môi 

trường biển. Stenotrophomonas spp. tạo ra hormone tăng trưởng thực vật indole - 3 

- acetic acid (IAA), nó cũng có thể thúc đẩy sự phát triển của thực vật do sự cố định 

nitơ và quá trình oxy hóa lưu huỳnh nguyên tố, do đó cung cấp sulphat cho cây. Các 

chủng S. maltophilia có tiềm năng thủy phân cực kỳ cao; chúng tạo ra nhiều 
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enzyme như protease, chitinase, glucanase, DNase, RNases, lipase (Ryan và ctv, 

2009). 

1.6.5. Đặc điểm sinh học của các nhóm vi khuẩn chuyển hóa nitơ khác  

Providencia stuartii là một loại trực khuẩn Gram âm thường được tìm thấy 

trong đất, nước và nước thải. P. stuartii là loài phổ biến nhất trong số 5 loài được 

tìm thấy trong chi Providencia, với Providencia rettgeri, Providencia alcalifaciens, 

Providencia rustigianii, P heimbachae. Providencia stuartii có thể được ủ ở 37 ° C 

trong thạch dinh dưỡng hoặc môi trường dinh dưỡng. P.stuartii là nó di chuyển qua 

lông roi, không tạo bào tử, lên men không lactose, catalase dương tính và oxidase 

âm tính. Nó cũng có thể phát triển trong điều kiện yếm khí và trên Simmon’s 

Citrate Agar (Edward Charbek và Nirav Patel, 2019). 

 Alcaligenes faecalis là một loài vi khuẩn Gram âm, hình que thường được 

tìm thấy trong môi trường. Ban đầu nó được đặt tên cho phát hiện đầu tiên trong 

phân, nhưng sau đó được tìm thấy phổ biến trong đất, nước và môi trường liên quan 

đến con người. Nó dương tính với xét nghiệm oxidase và xét nghiệm catalase, 

nhưng âm tính với xét nghiệm nitrat reductase. Vi khuẩn phân giải urê, tạo ra 

amoniac làm tăng độ pH của môi trường (Huang, 2020). 

Nitrosomonas là một trong 5 giống vi khuẩn oxy hóa ammonium (AOB) 

gồm: Nitrosomonas, Nitrosocystis, Nitrosocossus, Nitrosolobus và Nitrosospira. 

Tất cả các vi sinh vật này đều giống nhau về mặt sinh lý-sinh hóa nhưng khác nhau 

về mặt đặc điểm hình thái học và cấu trúc học (Nguyễn Lân Dũng và ctv, 2002). 

Nitrosomonas thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm, đều có hình que nhưng các tế bào vi 

khuẩn khác nhau có hình dạng và kích thước khác nhau. Có 3 hình dạng cơ bản 

được xác định: hình que rất ngắn rộng 0,8 µ m và dài 1 - 2 µ m, hình que rộng 1 - 

1,3 µ m và dài 2 - 2,5 µ m, hình dạng thứ ba là những tế bào rộng 1,2 µ m và dài 2 

-2,5 µ m (Mecklejohn, 1950; Engel và Alexander, 1958). Vi khuẩn Nitrosomonas 

là nhóm vi khuẩn tự dưỡng hoá năng và hiếu khí bắt buộc. Các loài thuộc giống 

Nitrosococcus chỉ có thể được tìm thấy trong môi trường nước mặn (Bollmann và 

ctv, 2002; Grommen và ctv, 2004).  

Nitrobacter là thuộc nhóm vi khuẩn tự dưỡng hoá năng vô cơ và hiếu khí 
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bắt buộc, nhận nguồn năng lượng từ quá trình oxy hoá NO2
- 
thành NO3

-
, phân bố 

rộng, được phát hiện trong nhiều môi trường khác nhau như đất, nước ngọt, nước 

biển, nước thải công nghiệp và nông nghiệp (Watson và ctv, 1989). Giống 

Nitrobacter gồm hai loài đã được phát hiện, đó là loài N.agilis do Wignogradsky 

phân lập từ đất năm 1890. Loài N. hamburgensis do Bock và ctv. phát hiện năm 

1893 (Watson và ctv, 1989). Nitrospira phân bố trong môi trường nước mặn ( 

Grommen, 2004) có hình que dài và rất mảnh, chiều rộng 0,3 - 0,4 µ m và dài 2,7 - 

6,5 µ m. Trong 4 giống thuộc nhóm vi khuẩn nitrite hóa chỉ có Nitrobacter được 

chứng minh có nhiều trong đất và bùn (Schmidt và Belser 1994; Degrange và 

Bardin, 1995). 

1.7. Các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn  

1.7.1. Nguồn Cacbon  

Cacbon tham gia trong hầu hết các cấu trúc của tế bào, từ tế bào chất đến 

thành tế bào, từ phân tử enzyme đến acid nucleic. Vi sinh vật có khả năng sử dụng 

nhiều hợp chất hữu cơ để làm nguồn cacbon cho quá trình sinh trưởng và phát triển. 

Nguồn cacbon vi sinh vật sử dụng được rất phong phú, nó có thể sử dụng được các 

loại cacbon như monosaccaride, các disaccaride, đường 5C, các polysaccaride, mật 

rỉ đường, tinh bột, cellulose. Chính vì thế nguồn C là nguồn nguyên liệu chính được 

sử dụng cho việc nhân sinh khối vi sinh vật (Trần Thị Thanh, 2000).  

1.7.2. Nguồn Nitơ 

Bên cạnh đó, nguồn Nitơ là yếu tố dinh dưỡng quan trọng thứ hai sau carbon, 

tạo ra các amino acid cần thiết cho quá trình chuyển hóa protein của tế bào vi 

khuẩn. Vi sinh vật có thể sử dụng nguồn Nitơ vô cơ hoặc hữu cơ như amoni, nitrate, 

glutamate, asparagin, alanine, cao nấm men, bột bắp, bột đậu nành, peptone, cao 

thịt. (Trần Thị Thanh, 2000).  

1.7.3. Nguồn khoáng và vitamin 

Vi khuẩn cần được cung cấp các nguyên tố khoảng như P, S, Ca, K, Fe, Mn… 

để phát triển. Các nguyên tố này có thể được cung cấp dưới dạng muối để tạo các 

ion khoáng chất trong môi trường hoặc cũng có thể cung cấp dưới dạng trực tiếp với 

đúng lượng cần thiết để chúng tham gia vào quá trình chuyển hóa các chất giúp cho 
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quá trình trao đổi chất của vi khuẩn được thuận lợi (Nguyễn Lân Dũng và ctv, 

2002). Tuy nhiên các nguyên tố khoáng chỉ giới hạn những nồng độ thích hợp, nếu 

vượt qua giới hạn đó thì sẽ giảm hiệu suất lên men. Vitamin được bổ sung trong quá 

trình lên men thông qua các nguồn nguyên liệu giàu vitamin như mật rỉ hay bột bắp, 

bã đậu nành (Trần Thị Thanh, 2000; Nguyễn Lân Dũng và ctv, 2002). 

1.7.4. Mật độ giống 

Mật độ giống ảnh hưởng không nhỏ đến sự phát triển của vi khuẩn. Nếu tỷ lệ 

nạp giống quá thấp sẽ kéo dài thời gian nuôi cấy, dễ gây tạp nhiễm, hiệu suất thu 

hồi sinh khối thấp. Nếu tỷ lệ nạp giống quá cao, thời gian nuôi cấy được rút ngắn 

nhưng lượng sinh khối không cao do vi khuẩn phát triển quá nhanh làm nguồn thức 

ăn sớm bị cạn kiệt, đồng thời chúng còn sinh ra một số hợp chất gây ức chế quá 

trình sinh trưởng. Do đó, cần chọn được mật độ giống ban đầu phù hợp để quá trình 

nhân sinh khối vi sinh vật được diễn ra thuận lợi nhất (Trần Thị Thanh, 2000). 

1.7.5. Thời gian nuôi cấy 

Thời gian là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sinh khối, xác định thời điểm 

thu sinh khối của các vùng vi khuẩn nhiều nhất có ý nghĩa thực tế trong việc tạo chế 

phẩm sinh học (Nguyễn Đức Lượng và ctv, 2006). 

1.7.6. Nhiệt độ 

Nhiệt độ là yếu tố ảnh hưởng sâu sắc đến các hoạt động trao đổi chất cũng như 

các quá trình sống của tế bào vi khuẩn. Mỗi vi khuẩn phát triển trong một khoảng 

nhiệt độ nhất định. Khi nhiệt độ vượt quá mức chịu đựng thì quá trình sinh trưởng 

và phát triển của vi khuẩn bị ức chế, số lượng tế bào giảm và tỷ lệ chết của tế bào 

tăng cao (Nguyễn Lân Dũng và ctv, 2002).  

1.7.7. Độ pH 

Từng loài vi khuẩn có thể phát triển được trong các môi trường pH khác nhau, 

tuy nhiên vẫn còn phụ thuộc vào đặc điểm chủng và đặc điểm của môi trường phân 

lập ra chủng đó. Nếu điều kiện pH không thích hợp sẽ gây ức chế sự phát triển của 

vi khuẩn. (Nguyễn Lân Dũng và ctv, 2002). 

1.7.8. Động học của quá trình vi sinh vật  

 Nghiên cứu động học vi sinh vật là nghiên cứu tốc độ sinh trưởng của tế 
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bào và tốc độ tạo thành sản phẩm, cũng như các yếu tố ảnh hưởng đến môi trường 

xung quanh đến các tốc độ này, và yếu tố ảnh hưởng này sẽ được khảo sát trong 

thực tế để xác định thông số cho từng giai đoạn của quá trình (Lương Đức Phẩm, 

1998).  

1.8. Sơ lược về ma trận Plackett - Burman và Box - Behnken 

1.8.1. Giới thiệu phương pháp bề mặt đáp ứng (RSM) 

Phương pháp bề mặt đáp ứng bao gồm các kĩ thuật toán học và thống kê để 

mô hình hóa và phân tích các vấn đề như thiết kế, phát triển, tối ưu quy trình hay 

sản phẩm. RSM được ứng dụng trong rất nhiều lĩnh vực khác nhau nhất là trong các 

quy trình công nghiệp có nhiều yếu tố ảnh hưởng đến chất lượng sản phẩm đầu ra. 

Trong RSM, một hàm đáp ứng phụ thuộc vào nhiều biến (các yếu tố đầu vào) khác 

nhau có thể được biểu diễn gần đúng dưới một đa thức có dạng: y = ƒ(x)β + ε, trong 

đó là hàm mục tiêu, x = x1, x2,…,xk là các yếu tố đầu vào, β là các hệ số ứng với các 

biến, và ε là sai số (Myers và ctv, 1989).  

RSM có rất nhiều công cụ thiết kế tối ưu: các thiết kế bậc một như thiết kế hai 

cấp độ (2k Factorial Design), thiết kế Plackett - Burman; các thiết kế bậc hai như 

thiết kế ba cấp độ (3k Factorial Design), thiết kế điểm trung tâm CCD, thiết kế 

BBD. Tùy vào mục đích của từng nghiên cứu, đặc điểm thiết kế và điều kiện tiến 

hành mà lựa chọn từng công cụ thiết kế phù hợp (Nguyễn Cảnh, 2004). 

1.8.2. Ma trận Plackett - Burman 

Plackett và Burman (1946) đã đưa thiết kế Plackett - Burman vào thực nghiệm. 

Trong thiết kế này chúng cho phép sử dụng N thí nghiệm để đánh giá N - 1 ảnh 

hưởng chính. Thiết kế dựa trên ma trận Hadamard, trong đó số lượng thí nghiệm là 

bội số của 4, tức là N = 4, 8, 12, 16… (N là số các nghiệm thức). Thiết kế này thích 

hợp cho việc nghiên cứu lên đến k = (N - 1) / (L - 1) nhân tố, trong đó L là số lượng 

các mức, k là số nhân tố. Thí nghiệm Plackett - Burman là dạng đặc biệt của thí 

nghiệm hai mức riêng. Trong nghiên cứu một quá trình hay một đối tượng thường 

có nhiều yếu tố ảnh hưởng đến quá trình đó. Số lượng các yếu tố ảnh hưởng đến 

hàm mục tiêu không ít. Mục đích thực nghiệm sàng lọc được thiết kế để giảm bớt số 

thí nghiệm cần tiến hành bằng cách chỉ ra các biến có ảnh hưởng mạnh nhất đến 
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hàm mục tiêu. Căn cứ vào đó chúng ta có thể chọn ra một số ít biến để tiến hành thí 

nghiệm tối ưu hóa. Thiết kế này sử dụng hai cấp độ cho mỗi yếu tố, mức độ cao hơn 

được kí hiệu là “ + ” và thấp “ - ”, mỗi mức độ được sắp xếp thử nghiệm tính theo 

chu kì (Plackett & Burman, 1946; Nguyễn Cảnh, 2004). 

1.8.3. Ma trận Box-Behnken (BBD) 

Ma trận BBD là một ma trận có 3 mức độ không đầy đủ được phát triển bởi 

Box và Behnken vào năm 1960. Ma trận BBD cho phép: ước lượng các tham số của 

mô hình bậc hai, xây dựng các thiết kế liên tiếp, phát hiện thiếu sót của mô hình dữ 

liệu, và sử dụng các khối thiết kế trực giao (Ferreira và ctv, 2007). 

Ma trận BBD được sử dụng phổ biến trong nghiên cứu công nghiệp vì có tính 

kinh tế. Số thí nghiệm phải thực hiện trong thiết kế BBD là N = 2k (k - 1) + C0, ít 

hơn nhiều so với thiết kế đầy đủ 3 mức độ có N = 3k hay thiết kế CCD có N = 2k + 

2k + C0 (với k là số yếu tố đầu vào và C0 là số thí nghiệm tại tâm) khi có nhiều yếu 

tố đầu vào (Ferreira và ctv, 2007). Đặc biệt BBD không chứa thí nghiệm mà các 

yếu tố đầu vào đồng thời ở giá trị cao nhất hoặc thấp nhất. Vì vậy, thiết kế này tránh 

được những thí nghiệm ở các điều kiện đặc biệt này có thể dẫn đến những kết quả 

không mong muốn. Mỗi yếu tố được đưa vào thí nghiệm với 3 mức độ là cao (+1), 

thấp (-1) và ở giữa (0). Thí nghiệm được thực hiện với tất cả các yếu tố ở mức độ 0 

được gọi là thí nghiệm tại tâm (Ferreira và ctv, 2007).  

1.9. Các yếu tố ảnh hưởng đến môi trường nước nuôi tôm thẻ chân trắng 

1.9.1. Ammonia tổng cộng (TAN - Total Ammonia Nitrogen)  

Ammonia có thể chiếm tới 40 – 90% các chất bài tiết nitơ (Vũ Thế Trụ, 1995) 

và rất độc đối với tôm, khi có nồng độ trong ao/bể khoảng 1 mg/L có khả năng gây 

hiện tượng tôm chết, khi nồng độ lớn hơn 0,1 mg/L sẽ ảnh hưởng đến sự tăng 

trưởng của tôm. Do đó, cần duy trì nồng độ NH3 nhỏ hơn 0,1 mg/L để an toàn cho 

tôm nuôi (Boyd, 1998). Trong ao/bể nuôi thủy sản, NH3 có được từ các quá trình 

phân hủy các hợp chất hữu cơ có chứa N, nhờ các vi khuẩn hiếu khí và yếm khí. 

NH3 (dạng tự do) hòa tan trong nước tạo thành NH4
+ (dạng ion) cho đến khi cân 

bằng. Khi pH tăng, sự chuyển đổi từ NH4
+ sang NH3 cũng tăng, gây độc cho tôm. 

NH3 có độc tính cao hơn NH4
+ vì NH3 không mang điện tích dễ thấm qua tế bào 
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mang cá, tôm, đồng thời có khả năng hòa tan chất béo (Phạm Văn Ty và Vũ 

Nguyên Thành, 2009). Sự hiện diện của NH3 trong ao nuôi phụ thuộc vào nhiều yếu 

tố trong đó đáng kể nhất là độ mặn, nhiệt độ và pH, hàm lượng NH4
+ dao động từ 

0,2-2 mg/L và NH3 < 0,1 mg/L sẽ đảm bảo tố t cho sự phát triển của tôm thẻ chân 

trắng. Hàm lượng TAN trong các ao TN thường được duy trì ≤ 2 mg/L phù hợp cho 

tăng trưởng và phát triển của tôm thẻ chân trắng (Whetstone và ctv, 2002). 

1.9.2. Nitrite và Nitrate 

Độc tính của nitrite tác động đến hệ thống tuần hoàn và hệ thống miễn dịch 

của động vật. Nitrite xâm nhập vào máu và kìm hãm việc gắn oxy vào sắt của 

hemoglobin nên ngăn cản khả năng vận chuyển oxy. Theo Whetstone và ctv (2002) 

nồng độ nitrite trong ao nuôi tôm phải nhỏ hơn 0,23 mg/L được xem là an toàn và 

Boyd (1998) cho rằng đối với ao nuôi thủy sản nồng độ nitrite nhỏ hơn 0,3 mg/L  

Theo Zweig và ctv. (1999), nitrate là sản phẩm cuối cùng của quá trình nitrate hóa 

và nồng độ thường cao hơn cả ammonia và nitrit nhưng ít độc hơn. Nồng độ nitrate 

cao có thể ảnh hưởng đến quá trình thẩm thấu và vận chuyển ôxy, nhưng nồng độ 

độc hại cao hơn nhiều so với ammonia và nitrite (Lawson, 1995). Nồng độ nitrate 

cao cũng có thể dẫn đến hiện tượng phú dưỡng và phát triển quá mức của tảo và 

thực vật thủy sinh, có thể có tác động tiêu cực đến các loài thủy sản nuôi (Zweig và 

ctv., 1999).  

1.10. Tình hình nghiên cứu ứng dụng của vi sinh vật trong nuôi trồng thủy sản 

1.10.1. Tình hình ứng dụng vi sinh vật trong nuôi trồng thủy sản trong nước 

Ở Việt Nam, việc ứng dụng vi sinh trong nuôi trồng thủy sản phát triển ngày 

càng nhanh với nhiều loại chế phẩm sinh học ra đời có nguồn gốc trong nước hay 

nước ngoài. Lại Thúy Hiền (2008) đã phân lập và sản xuất được 2 chế phẩm 

Nitrobact 1, 2, ứng dụng cho cơ sở nuôi tôm ở Thừa Thiên Huế, 2 chế phẩm vừa có 

hiệu quả xử lý ô nhiễm nước nuôi tôm và vừa có hiệu quả kinh tế. Phạm Thị Tuyết 

Ngân (2012) đã nghiên cứu quần thể vi khuẩn chuyển đạm trong bùn đáy ao nuôi 

tôm sú (Penaeus monodon), đã phân lập và định danh 4 chủng vi khuẩn Bacillus 

cereus B8, B9, B37 và B38, 1 chủng vi khuẩn Bacillus amyloiquefaciens B41, 1 

chủng vi khuẩn Bacillus subtilis B67, 2 chủng vi khuẩn Nitrosomonas nitrosa S8, 
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S12 và 2 chủng vi khuẩn Nitrobacter winogradskyi N10, N12. Lê Thanh Huyền và 

ctv (2014) đã phân lập vi khuẩn oxy hoá ammonium tại khu vực nuôi thuỷ sản ven 

biển huyện Tiên Lãng và huyện đảo Cát Hải, thành phố Hải Phòng, chọn lọc được 1 

chủng vi khuẩn có hoạt tính oxy hoá ammonium cao ở nhiệt độ 25 – 300 C, pH từ 6 

- 8, oxy hoà tan > 2 mg/l, tốc độ loại bỏ ammonium trong hệ thống nuôi liên tục với 

vật liệu dính bám là hạt nhựa nổi dao động trong khoảng từ 18,72 - 25,34 g/m3 

/ngày, trung bình là 20,95 g/m3 /ngày. Trần Đình Vũ Nguyên và ctv (2014) đã định 

danh và nghiên cứu điều kiện nuôi cấy thích hợp của 4 chủng Bacillus phân lập từ 

tôm hùm bông (Panulirus ornatus). Kết quả cho thấy cả 4 chủng đều có hoạt tính 

kháng khuẩn và có 3 chủng có khả năng sinh protease ngoại bào. Trong đó, Bacillus 

pumilus có khả năng kháng khuẩn mạnh nhất với chủng Vibrio owensii DY05 mới 

được chứng minh gây bệnh nguy hiểm trên tôm hùm bông. Phương Thị Hương và 

Vũ Văn Hạnh (2017) khảo sát tỷ pH 7, 37o C, sử dụng 7% giống, với nguồn carbon 

chính là glucose (1,5%), nguồn nitơ chính là peptone (1%), bổ sung 50 mM ion 

Ca2+thì sau 24 giờ lên men chủng vi khuẩn B. subtilis BSVN15 đạt được mật độ 

6,33x1011 CFU/ml. Phạm Thị Tuyết Ngân và ctv (2020) tuyển chọn được 2 chủng 

vi khuẩn chuyển hóa đạm tiềm năng trong bùn đáy ao nuôi tôm thẻ chân trắng là 

chủng vi khuẩn TB7.2 tương ứng với hiệu suất oxy hóa ammonia cao nhất 39,02% 

và hàm lượng NO2 - sinh ra là 0,11 mg/L. Chủng TV4.2 có khả năng oxy hóa nitrite 

đạt hiệu suất 27,8% với hàm lượng nitrate sinh ra nhiều nhất, đạt 7,8 mg/L sau 5 

ngày nghiên cứu, có tiềm năng ứng dụng xử lý nước nuôi trồng thủy sản. 

Cao Ngoc Diep và ctv (2009) đã ứng dụng thành công loài vi khuẩn 

Pseudomonas stutzeri loại bỏ N trong nước ao cá tra nhiễm ammonium cao  và vi 

khuẩn Pseudomonas stutzeri còn loại bỏ N trong nước rác thải hữu cơ (Cao Ngọc 

Điệp và Nguyễn Thị Hoàng Nam, 2012). Bổ sung vi khuẩn Bacillus subtilis và xạ 

khuẩn Streptomyces paravulus giúp thúc đẩy nhanh phân hủy vật chất hữu cơ trong 

môi trường nuôi tôm thẻ chân trắng (Phạm Thị Tuyết Ngân, 2016). Hoàng Phương 

Hà và ctv (2017) tạo chế phẩm sinh học chứa các chủng vi khuẩn nitrate hóa có 

hiệu quả chuyển hóa ammoni trên 95% trong hệ lọc ở điều kiện phòng thí nghiệm, 

và ứng dụng thành công tại đầm, ao nuôi trồng thủy sản của các Tỉnh Thanh Hóa và 
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Sóc Trăng với hàm lượng TAN luôn thấp hơn 0,1mg/L khi sử dụng chế phẩm vi 

khuẩn nitrate hóa. Các chế phẩm vi sinh sử dụng trong nuôi tôm bao gồm CPVS xử 

lý chất hữu cơ, CPVS xử lý khí độc ở đáy ao, CPVS đối kháng Vibrio gây bệnh, 

CPVS bổ sung vào thức ăn, đặc biệt hai chủng CPVS xử lý khí độc và đối kháng 

Vibrio được sử dụng nhiều hơn bởi các hộ nuôi tôm bán thâm canh và thâm canh 

(Nguyễn Thị Ngọc Tĩnh và ctv, 2017).  

1.10.2. Tình hình ứng dụng vi sinh vật trong nuôi trồng thủy sản trên thế giới 

Trên thế giới, việc ứng dụng vi sinh vật vào nuôi trồng thủy sản được thực 

hiện khá phổ biến, đã có rất nhiều nghiên cứu của các nhà khoa học trên thế giới 

được công bố làm tiền đề cho nghiên cứu này. Tác giả Grommen và ctv (2002), cấy 

hỗn hợp vi khuẩn nitrate hóa (Nitrosomonas và Nitrobacter) trong một sản phẩm 

probiotic có tên thương mại là ABIL (ammonia binding inoculum liquid) vào bể lọc 

tuần hoàn trong hệ thống nước ngọt và nước lợ, kết quả cho thấy với hàm lượng 

ABIL 3 - 5 mg/L có thể loại bỏ TAN và NO2
- 
dưới mức phát hiện trong vòng 4 - 14 

ngày vận hành trong cả hai hệ thống nói trên. Meunpol và ctv (2003) sử dụng “chế 

phẩm vi sinh” với chủng vi khuẩn Bacillus S11 trộn vào thức ăn viên công nghiệp 

cho ấu trùng tôm sú ăn, sau khi cho ăn thức ăn trộn chế phẩm vi sinh trong một 

tháng thì cấy vi khuẩn V. harveyi rồi sục ozone vào từng bể (0,333 - 0,341 mg 

O3/mL) cho thấy tỉ lệ sống của tôm được xác định sau 6 ngày đạt cao nhất 75% ở 

nghiệm thức bổ sung vi khuẩn và tỷ lệ sống chỉ đạt 18% ở đối chứng. Một thí 

nghiệm khác của Grommen và ctv (2004), cho thấy loài vi khuẩn chiếm ưu thế 

trong bể lọc tuần hoàn cả 2 hệ thống nước lợ và nước ngọt có bổ sung ABIL là N. 

marina. Điều này cho thấy vi khuẩn này có thể tồn tại cả trong 2 môi trường và 

tham gia vào quá trình nitrite hóa trong bể lọ. Deeseenthum và ctv (2007) nghiên 

cứu các chủng vi khuẩn Bacillus KKU02 và Bacillus KKU03 đã phân lập từ ruột 

tôm càng xanh được trộn vào thức ăn, có kết quả tương đối tốt với sự tăng trưởng 

chiều dài và trọng lượng ấu trùng của tôm càng xanh ở các bể có cho vi khuẩn vào 

cao hơn (7,48 cm) và (3,32 g) so với bể đối chứng (6,6 cm) và (2,1 g). Mujeeb và 

ctv (2010) đã thử nghiệm 2 chủng vi khuẩn Bacillus NL110 và Vibrio NE17 được 

phân lập từ trứng và ấu trùng để nghiên cứu trên ấu trùng tôm càng xanh, kết quả 
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cho thấy có sự cải thiện đáng kể về trọng lượng và tốc độ tăng trưởng của ấu trùng. 

Tỷ lệ sống của ấu trùng cao hơn so với nghiệm thức không có sử dụng chế phẩm, 

chất lượng nước được cải thiện, làm giảm hàm lượng nitrate và amonia, cải thiện hệ 

thống miễn dịch của ấu trùng như tế bào máu và hoạt động của phenoloxidase. 

Nghiên cứu của Zhang và ctv (2011) cho thấy chủng vi khuẩn Pseudomonas 

stutzeri YZN - 001 không những có khả năng chuyển hóa ammonium mà còn 

chuyển hóa cả nitrite với 275,08 mg/l NO2
- sau 24 giờ, đã chuyển hóa hoàn toàn 

171,4 mg/l NO3
- sau 18 giờ. Một thí nghiệm tại Vịnh Cam Ranh vào năm 2014 của 

tác giả Lucy Towers, những con tôm hùm P.ornatus được lựa chọn, có chiều dài 

mai 98,1 ± 3,8 mm và trọng lượng 866,7 ± 95,6 g, được cho ăn hàng ngày với cá tạp 

(cá nhỏ và cua) trộn với chế phẩm sinh học Sanolife Bacillus với liều lượng 4 g/kg 

hoặc 8g/kg thức ăn trước khi cho ăn. Kết quả cho thấy, chế phẩm Sanolife Bacillus 

có khả năng ức chế các chủng vi khuẩn gây bệnh đã được phân lập từ mẫu máu như 

Vibrio, Rickettsia hay nhóm virus TSV và WSSV. Ngoài ra, việc cung cấp men vi 

sinh Sanolife (8 g/kg thức ăn) dẫn đến sự khác biệt đáng kể về chu kỳ thay lông, 

chiều dài mai và tỷ lệ đẻ trứng. Sarmila Muthukrishnan và ctv (2015), phân lập vi 

khuẩn từ mẫu nước thải sau khi thu hoạch tôm cấy trên môi trường Nitrate Agar 

(SRL, Sisco Research Laboratoau ries Pvt. Ltd, Mumbai, India) có bổ sung 2% 

(w/v) NaCl, sau đó cho dịch huyền phù vi khuẩn được cho vào trong mỗi bình 25L 

nước thải, tiến hành đo TAN và Nitrite sau 24 giờ trong 5 ngày, đánh giá được hiệu 

suất chuyển TAN và nitrite của 3 chủng vi khuẩn trong thời gian 5 ngày cao nhất là 

73,80% (TAN), 91,61% (nitrite). Lei Yang và ctv (2016) đã sử dụng phương pháp 

giải trình tự gen vùng 16S rRNA với cặp mồi 27F and 1492R định danh 3 chủng vi 

khuẩn khử nitrate trong mẫu bùn, kết quả 3 chủng vi khuẩn dị dưỡng khử nitơ là 

Acinetobacter junii, Pseudomonas putida và Pseudomonas aeruginosa. Hastuti, 

(2019) đã định danh vi sinh vật chuyển hóa nitrite từ nước nuôi cua, kết quả định 

danh được 3 chủng vi khuẩn Pantoea calida, Pseudomonas stutzerii và Halomonas 

sp. với độ tương đồng là 99%, ứng dụng các chủng vi khuẩn vào trong chuyển hóa 

nitrite.  

 

https://thefishsite.com/contributors/lucy-towers
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CHƯƠNG 2 

 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Sơ đồ nghiên cứu 

 Sơ đồ các bước nghiên cứu thể hiện như trong Hình 2.1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ tiến trình nghiên cứu 

2.2. Thời gian và địa điểm nghiên cứu 

Luận án được thực hiện từ tháng 8/2016 đến tháng 07/2017 tại Vịnh Xuân 

Đài, Huyện Sông Cầu, Tỉnh Phú Yên, từ tháng 08/2016 – 08/2020 tại phòng thí 

nghiệm Công Nghệ Vi Sinh, Viện Nghiên cứu Công Nghệ Sinh Học và Môi Trường 

và Trại thực nghiệm Khoa Thủy Sản, Trường Đại Học Nông Lâm Tp.HCM.  

Nghiên cứu phân lập vi khuẩn từ nền đáy vùng nuôi tôm hùm (Panulirus sp.) 

và đánh giá chuyển hóa nitơ trong nuôi trồng thủy sản  

Nhóm vi 

khuẩn 

AOB 

chuyển hóa 

ammonia ở 

nền đáy 

vùng nuôi 

tôm hùm  
 

Nhóm vi 

khuẩn 

NOB 

chuyển hóa 

nitrite ở 

nền đáy 

vùng nuôi 

tôm hùm  
 

 

Tuyển chọn chủng vi khuẩn có khả năng 

chuyển hóa ammonia, nitrite, nitrate cao nhất  

Đánh giá hiệu quả chuyển hóa 

nitơ trong nuôi trồng thủy sản  
Phân lập, tuyển chọn và định danh các nhóm vi 

khuẩn từ nền đáy vùng nuôi tôm hùm (Panulirus sp.) 

Tối ưu hóa thành phần môi 

trường nhân sinh khối lỏng các 

chủng vi khuẩn  

Nhóm vi 

khuẩn 

Bacillus sp. 

chuyển hóa 

ammonia ở 

nền đáy 

vùng nuôi 

tôm hùm 

Thử nghiệm sử dụng chế 

phẩm vi sinh chuyển hóa nitơ 

trong bể ương nuôi tôm thẻ 

chân trắng giai đoạn post 5 

Tạo chế phẩm vi sinh  

dạng bột  
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2.3. Phương pháp thu mẫu bùn đáy 

2.3.1. Vị trí thu mẫu  

Mẫu thu từ tháng 8/2016 – 7/2017, định kỳ mỗi tháng 1 lần (12 lần thu mẫu) 

tại 11 lồng treo và lồng chìm, tổng số mẫu thu về là 132 mẫu bùn. Mẫu bùn được 

thu bằng hệ thống ống PVC đã được tiệt trùng bằng dung dịch cồn 70%. Tại mỗi 

khu vực nuôi tôm, mẫu bùn được thu tại nền đáy tại 3 vị trí (M1, M2, M3) như Hình 

2.2 (M1 cách M2: 1 – 2 mét, M2 cách M3: 1-2 mét) (TCVN 6663-13:2000). 

 

          

(M1, M2, M3: Các điểm lấy mẫu bùn)  

Hình 2.2. Mô tả sự thải phân và thức ăn thừa (Price và Morris, 2013)  

Mẫu nước, bùn được giữ lạnh bằng nước đá và chuyển về phòng thí nghiệm 

trong vòng 12 - 24 giờ, sau đó được bảo quản ở 4°C, xử lý trong vòng 2 giờ. Các 

thông tin như địa chỉ lồng, thứ tự lồng, ngày tháng, thời gian thu mẫu được ghi đầy 

đủ trên nhãn và dán trên chai thu mẫu (TCVN 6663-3:2016, TCVN 6663-15:2004). 

2.3.2. Phương pháp phân tích hóa lý của mẫu bùn: 

         Chỉ tiêu phân tích trên đo định kỳ: 1 tháng/1 lần, trong 12 tháng. 

• Độ mặn: đo bằng khúc xạ kế có thang đo 100. Đo pH bằng máy đo pH 

• Ammonia: Sử dụng phương pháp trắc quang 4500 NH3 – F (APHA, 2012)  

• Nitrite: Sử dụng phương pháp trắc quang 4500 NO2 - B (APHA, 2012).  

• Nitrate: Sử dụng phương pháp trắc quang 4500 NO3 – D (APHA, 2012) để 

phân tích nitrate. 

• Nitơ tổng số:  sử dụng phương pháp Kjeldahl theo TCVN 6638:2000. 

 

M1  M2  M3  

7-8m 
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2.4. Nội dung 1: Phân lập và định danh vi khuẩn chuyển hóa Nitơ từ nền đáy 

vùng nuôi tôm hùm.  

2.4.1. Phân lập và định danh vi khuẩn Bacillus sp. chuyển hóa ammonia 

2.4.1.1. Phân lập vi khuẩn Bacillus sp. 

Môi trường phân lập vi khuẩn Bacillus sp. 

Phân lập trên môi trường Tripticase soya agar (TSA) (phụ lục 1.2) có bổ sung 

NaCl ở các nồng độ 1,5%, 2%, 2,5%, 3% và 3,5%. Vi khuẩn Bacillus có khả năng 

chịu đựng được điều kiện nhiệt độ cao và có khả năng sinh bào tử khi gặp điều kiện 

bất lợi, vì vậy, phân lập Bacillus được tiến hành bằng phương pháp xử lý ở nhiệt độ 

cao trên 80oC để giết chết những chủng vi khuẩn tạp khác không có khả năng tạo 

bào tử, giữ lại những chủng vi khuẩn có khả năng tạo bào tử (Nguyễn Lân Dũng và 

ctv,2002, Nguyễn Đức Lượng và ctv, 2006). 

Tuyển chọn các chủng vi khuẩn Bacillus sp. có khả năng xử lý ammonia.  

Sau khi phân lập được các chủng vi khuẩn Bacillus sp., các chủng vi khuẩn 

nuôi cấy trên môi trường ammonium-calcium-carbonate agar (phụ lục 1.2) trong 48 

giờ, được đem đi kiểm tra khả năng xử lý ammonia bằng thuốc thử bằng bộ test kit 

NH4/NH3 Sera, dựa vào thang màu của bộ kit Sera NH3/NH4 để tuyển chọn các 

chủng vi khuẩn Bacillus sp. có khả năng chuyển màu môi trường sang màu vàng 

hay màu xanh nhạt.  

2.4.1.2. Phương pháp định danh sinh hóa vi khuẩn Bacillus sp. 

Tiến hành nhuộm Gram, nhuộm bào tử, xác định các chỉ tiêu sinh lý, sinh 

hóa theo khóa phân loại bergey (phụ lục1.2) như tính di động, sản sinh catalase, sự 

khử nitrate, thủy phân gelatin, thủy phân tinh bột, phản ứng Voges - proskauer 

(VP), các phản ứng lên men đường khảo sát ở các nồng độ muối khác nhau, phát 

triển tại các nhiệt độ khác nhau, methyl red thực hiện theo Sharmin và Rahman 

(2007). 

2.4.1.3. Phương pháp định danh sinh học phân tử vi khuẩn Bacillus sp.  

Ly trích ADN: Mẫu vi khuẩn được tăng sinh trong môi trường LB đạt mật độ 

106 CFU/mL được tiến hành tách chiết ADN bằng bộ kit AccuPrep Genomic ADN 

extraction (theo hướng dẫn của nhà sản xuất Bioneer, Hàn Quốc) (Boon và ctv, 
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2002; Schuurman và ctv, 2004). 

         Kiểm tra chất lượng ADN sau khi trích (Schuurman và ctv, 2004). 

Khuếch đại vùng gen mục tiêu bằng phản ứng PCR: Đối với các chủng vi 

khuẩn thuộc chi Bacillus sp. được thực hiện phản ứng PCR và định danh với cặp 

mồi ITS chung cho vùng 16S-RNA 27F (5' AGATTTGATCCTGGCTCAG 3') và 

1492R (5' GGTTACCTTGTTACGACTT 3') (Schuurman và ctv, 2004). 

Kiểm tra sản phẩm PCR: Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng cách điện di 

trên gel agarose 1,5% trong TBE buffer 0,5 X ở điện thế 100 V trong 35 phút. Sau 

đó nhuộm bằng Gel Red, kết quả được xem dưới đèn UV và mẫu PCR đạt yêu cầu 

sẽ được giải trình tự, xử lý trình tự bằng fastPCR và so sánh trình tự tại 

NCBI/BLAST (Schuurman và ctv, 2004). 

Giải trình tự đoạn gen đã khuếch đại: Gửi sản phẩm PCR cho công ty Nam 

Khoa (địa chỉ 793/58 Trần Xuân Soạn, phường Tân Hưng, quận 7, thành phố Hồ 

Chí Minh). Thực hiện giải trình tự theo phương pháp Sanger, 1977. Tiến hành so 

sánh trình tự thu được với ngân hàng gen để xác định tên loài vi khuẩn khảo sát.  

Xây dựng cây phả hệ: Thu thập các trình tự tham chiếu có trên GenBank cùng 

với Assession Number làm cơ sở để xây dựng cây phả hệ. Sử dụng công cụ 

Alignment của phần mền MEGA X đóng hàng các trình tự bằng phương pháp 

ClustalW, kết quả Alignment được sử dụng làm cơ sở nhằm xây dựng cây phả hệ. 

Tiến hành xây dựng cây phả hệ bằng phần mềm MEGA X theo phương pháp 

Neighbor Joining với hệ số bootrap là 1000 (Kurma và ctv, 2018) 

2.4.2. Phân lập và định danh vi khuẩn chuyển hóa ammonia (AOB) 

2.4.2.1. Môi trường phân lập vi khuẩn chuyển hóa ammonia (phụ lục 1.3.1) 

Môi trường phân lập vi khuẩn: môi trường ammonium-calcium-carbonate 

được sử dụng để phân lập vi khuẩn dựa theo phương pháp của Ehrlich (1975).  

Môi trường nuôi tăng sinh vi khuẩn được chuẩn bị theo công thức môi 

trường của Lewis và Pramer (1958) và MacDonad và Spokes (1980).  

Thuốc thử Griess – Ilosway (Nguyễn Đức Lượng và ctv, 2006)  

2.4.2.2. Các bước phân lập nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia 

Kiểm tra sự hiện diện nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia: Mẫu bùn được 
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khuấy đều rồi chuyển 10g bùn hỗn hợp vào chai chứa 90mL nước cất tiệt trùng, lắc 

đều sau đó chuyển dung dịch huyền phù vi khuẩn vào môi trường lỏng ammonium 

– calcium – carbonate có bổ sung NaCl các nồng độ 1,5%, 2%, 2,5%, 3% và 3,5%, 

pha loãng thành nhiều nồng độ. Các ống falcol chứa dung dịch huyền phù vi khuẩn 

này và các ống đối chứng âm (không cho dung dịch vi khuẩn vào) được ủ trong tối 

ở 28 oC trên máy lắc khoảng 21 ngày. Cứ sau 3 ngày kiểm tra sự hiện diện nhóm vi 

khuẩn chuyển hóa ammonia trong mẫu bùn bằng thuốc thử Griess – Ilosway để 

cách kiểm tra sự chuyển hóa NH4
+ thành NO2

- (Phạm Thị Tuyết Ngân và Nguyễn 

Hữu Hiệp, 2010). 

Xác định dương tính đối với nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia: Dung 

dịch thuốc thử A, B, C được trộn lẫn theo tỉ lệ 1:1:1 cho vào 5mL dịch huyền phù vi 

khuẩn, lắc đều rồi để yên 5 phút xem kết quả. Các ống dương tính có màu hồng 

đậm hay nhạt, các ống đối chứng âm không cho phản ứng màu (Phạm Thị Tuyết 

Ngân và Nguyễn Hữu Hiệp, 2010). 

Phương pháp xác định mật độ vi khuẩn AOB theo MPN: Số lần dương tính 

hay âm tính của mẫu bùn được ghi nhận và tra bảng thống kê Mac Crady để suy ra 

giá trị ước đoán số lượng vi sinh vật trong mẫu. Đơn vị tính mật độ của vi khuẩn là 

MPN/g (Ehrlich, 1975). 

Nuôi tăng sinh và phân lập vi khuẩn: Để thu được mật độ vi khuẩn cao và 

loại bỏ khuẩn tạp, 20 mL môi trường nuôi tăng sinh có chứa NaCl được cho vào các 

ống falcon. Sau đó cho 1 mL dung dịch huyền phù vi khuẩn đã xác định được có sự 

hiện diện của nhóm AOB được chuyển vào các ống falcon chứa môi trường tăng 

sinh. Các ống được ủ trong bóng tối ở 28 0C trên máy lắc trong 21 ngày. Sau 7 

ngày, thêm vào các ống môi trường trên dung dịch 0,53 mg (NH4)2SO4 và 0,005 mL 

NaOH 1M đã tiệt trùng, kiểm tra sự có mặt của NO2
- ở các ống môi trường phân lập 

vi khuẩn bằng thuốc thử Griess – Ilosway. Sau 3 ngày, kiểm tra khả năng nhiễm vi 

khuẩn dị dưỡng trong các ống đó bằng môi trường phân lập vi khuẩn TSA (bổ sung 

NaCl). Nếu không có vi khuẩn dị dưỡng phát triển trên môi trường TSA, chứng tỏ 

đã thu được giống vi khuẩn chuyển hóa ammonia thuần. Tiến hành hút 100 µl dịch 

huyền phù vi khuẩn cho vào đĩa chứa môi trường thạch ammonium –calcium – 
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carbonate ủ trong thời gian 2 - 4 ngày để phân lập vi khuẩn AOB (Lewis và Pramer, 

1958; MacDonad và Spokes, 1980, Phạm Thị Tuyết Ngân và Nguyễn Hữu Hiệp, 

2010). 

Lưu trữ giống vi khuẩn: Sau khi nhóm vi khuẩn AOB được làm thuần, giống vi 

khuẩn sẽ được giữ ở ống thạch nghiêng trên môi trường LB agar, hay lưu giữ ở -

80°C với 15% glycerol (Montras và ctv, 2008), đồng thời bảo quản trong môi 

trường lỏng có chứa 0,53 mg (NH4)2SO4 và 0,005 mL NaOH 1M (Aleem và 

Alexander, 1960; Phạm Thị Tuyết Ngân, 2012).  

2.4.2.3. Phương pháp định danh sinh hóa vi khuẩn AOB  

Phương pháp nhuộm Gram và phản ứng sinh hóa: theo Sharmin và 

Rahman, 2007.  

Định tính khả năng chuyển hóa ammonia của các chủng vi khuẩn AOB: 

Cho 1 mL dung dịch huyền phù vi khuẩn đã được phân lập vào chứa môi trường 

ammonium – calcium – carbonate, tiến hành ủ và lắc trong ở 28 0C với 10 ngày. 

Sau 10 ngày kiểm tra khả năng chuyển hóa NH4
+ thành NO2

- của nhóm vi khuẩn 

AOB bằng thuốc thử là bộ test kit NH4 /NH3 Sera.  

Phương pháp sử dụng kit API 20E và API 20NE: Các chủng vi khuẩn sau 

khi được xác định khả năng chuyển hóa ammonia thì thực hiện các phản ứng sinh 

hóa theo hướng dẫn của hãng Biomerieux, Pháp (The global health network, 2013). 

Theo hướng dẫn của nhà sản xuất, các kit API 20E sử dụng cho nhóm vi khuẩn 

gram âm có phản ứng oxidase âm tính, kit API 20NE sử dụng cho nhóm vi khuẩn 

gram âm có phản ứng oxidase dương tính.  

2.4.2.4. Phương pháp định danh sinh học phân tử vi khuẩn AOB 

Trích ADN và kiểm tra chất lượng ADN sau khi trích: thực hiện từng bước 

như phương pháp của vi khuẩn Bacillus sp. ở mục 2.4.1.3 

 Khuếch đại vùng gen mục tiêu bằng phản ứng PCR:  Đối với các chủng vi 

khuẩn AOB thực hiện phản ứng PCR và định danh với cặp mồi chung vùng 16S – 

rRNA  27F (5’ AGATTTGATCCTGGCTCAG 3’) và 515 R (5’-TACCGCGGC 

TGC TGG CAC-3’) (Schuurman và ctv, 2004). 

Kiểm tra sản phẩm PCR: thực hiện từng bước như mục 2.4.1.3. 
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Giải trình tự đoạn gen đã khuếch đại: thực hiện tương tự mục 2.4.1.3. 

Xây dựng cây di truyền: thực hiện tương tự mục 2.4.1.3. 

2.4.3. Phương pháp phân lập vi khuẩn chuyển hóa nitrite (NOB) 

2.4.3.1. Môi trường phân lập vi khuẩn chuyển hóa nitrite  

Môi trường nitrite – calcium – carbonate cho phân lập vi khuẩn chuyển hóa 

nitrite dựa trên phương pháp của Ehrlich, 1975. 

Môi trường nuôi tăng sinh cho vi khuẩn chuyển hóa nitrite được chuẩn bị theo 

môi trường của Aleem và Alexande (1960). 

2.4.3.2. Các bước phân lập vi khuẩn chuyển hóa nitrite (NOB)  

Kiểm tra sự hiện diện nhóm vi khuẩn chuyển hóa nitrite: thực hiện các bước 

như mục 2.4.2.2 trên môi trường nitrite – calcium – carbonate có bổ sung NaCl ở 

các nồng độ khác nhau. Các ống falcol chứa dung dịch huyền phù vi khuẩn này và 

các ống đối chứng âm (không cho dung dịch vi khuẩn vào) được ủ trong tối ở 28 0C 

trên máy lắc khoảng 21 ngày. Sau khi ủ, kiểm tra sự hiện diện của NO2
- bằng thuốc 

thử Griess – Ilosway (Phạm Thị Tuyết Ngân, 2012). 

Xác định dương tính đối với nhóm vi khuẩn chuyển hóa nitrite: Thực hiện 

các bước như mục 2.4.2.2, phản ứng giữa dung dịch huyền phù vi khuẩn với thuốc 

thử Griess – Ilosway có màu trắng chứng tỏ có sự hiện diện của nhóm vi khuẩn 

chuyển hóa nitrite (NOB) trong môi trường, còn các ống đối chứng âm màu hồng 

đậm (Phạm Thị Tuyết Ngân, 2012). 

Phương pháp xác định mật độ vi khuẩn NOB: tương tự của mục 2.4.2.2 

Nuôi tăng sinh và phân lập vi khuẩn: thực hiện tương tự mục 2.4.2.2 trên 

môi trường nitrate - calcium – carbonate, dung dịch 20 µM NO2
- và 0,02 mL KOH 

20% đã tiệt trùng được thêm vào các ống môi trường nuôi trên theo chu kỳ 4 

ngày/lần (Aleem và Alexander, 1960). 

Lưu trữ giống vi khuẩn tương tự mục 2.4.2.2 và đồng thời bảo quản trong 

môi trường lỏng có các dung dịch chứa 20 µM NO2
- và 0,02 mL KOH 20% (Aleem 

và Alexander, 1960; Phạm Thị Tuyết Ngân, 2012). 

2.4.3.3. Phương pháp định danh sinh hóa vi khuẩn NOB  

Phương pháp nhuộm Gram và phản ứng sinh hóa: thực hiện tương tự 
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2.4.2.3  

Định tính khả năng chuyển hóa nitrite của các chủng vi khuẩn NOB: Các 

chủng vi khuẩn được nuôi cấy tăng sinh trong môi trường nitrite - calcium - 

cacbonat, thực hiện tương tự mục 2.4.2.3. Dịch khuẩn sau khi tăng sinh được đánh 

giá khả năng xử lý nitrite bằng bộ kist test NO2 của Sera. 

2.4.3.4. Phương pháp định danh sinh học phân tử vi khuẩn NOB 

Trích ADN và kiểm tra chất lượng ADN sau khi trích: thực hiện như mục 

2.4.2.4 

 Khuếch đại vùng gen mục tiêu bằng phản ứng PCR: sử dụng cặp mồi tương 

tự theo mục 2.4.2.4 

Kiểm tra sản phẩm PCR: thực hiện tương tự như mục 2.4.2.4. 

Giải trình tự đoạn gen đã khuếch đại: thực hiện tương tự mục 2.4.2.4. 

Xây dựng cây di truyền: thực hiện tương tự mục 2.4.2.4. 

2.4.4. Khảo sát quá trình chuyển hóa ammonium, nitrite, nitrate của các chủng 

vi khuẩn đã tuyển chọn 

Các chủng vi khuẩn sau khi tuyển chọn được tăng sinh trong môi trường LB 

đến khi đạt mật độ 107 CFU/mL, sau đó bổ sung vào môi trường định lượng 

ammonia có chứa NH4
+ 10mg/l, môi trường định lượng nitrite có chứa NO2

- 0,53 

mg/l, môi trường Nitrate Broth với hàm lượng NO3
- 13,34 mg/l, ở nhiệt độ phòng. 

Mẫu được thu tại thời điểm 12 giờ đến 48 giờ (nhóm vi khuẩn Bacillus sp.), thu mẫu 

theo 1 ngày, 2 ngày, 3 ngày, 4 ngày, 5 ngày, 6 ngày, 7 ngày (nhóm AOB),  từ 12 giờ 

đến 72 giờ (khảo sát chuyển hóa NO3
-) (Phatthongkleang, 2019; Sang, 2020). 

  Hàm lượng NH4
+ trong các mẫu được xác định bằng phương pháp Phenat. 

Hàm lượng NO2
- trong các mẫu được xác định bằng phương pháp Napthylamine. 

Hàm lượng NO3
- được xác định bằng phương pháp Salicylate (APHA, 2012) ( phụ 

lục1.5). Kết quả định lượng hàm lượng được đưa về hiệu suất xử lý, từ đó tuyển 

chọn các chủng vi khuẩn có khả năng chuyển hóa ammonia, nitrite, nitrate cao để 

tạo chế phẩm sinh học. Các kết quả định lượng sẽ được đưa về hiệu suất xử lý theo 

công thức sau: 

H =   x 100% 
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Trong đó:  H là hiệu suất xử lý (%); a là hàm lượng chất ban đầu (mg/l); b là hàm 

lượng chất sau thời gian thứ i (mg/l). 

2.4.5. Khảo sát khả năng chịu mặn của các chủng vi khuẩn 

 Khảo sát khả năng chịu mặn của các chủng vi khuẩn có đặc tính chuyển hóa 

ammonia, nitrite, nitrate được khảo sát bằng cách: nuôi các chủng vi khuẩn có mật 

độ 1,2 x 108 CFU/mL (OD600nm =1) trong môi trường LB cho từng nhóm vi khuẩn, 

có bổ sung các nồng độ muối NaCl khác nhau 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% ( 

Phatthongkleang, 2019) ở nhiệt độ phòng trong thời gian 48 giờ. Sau khi nuôi cấy, 

tiến hành thu dịch vi khuẩn, đo OD bằng máy đo quang phổ ở bước sóng 600 nm. 

Đối chứng là môi trường bổ sung muối không có vi khuẩn. 

2.5. Nội dung 2: Tạo chế phẩm vi sinh dạng lỏng và dạng bột 

2.5.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng nuôi cấy và tối ưu hóa thành phần môi 

trường lên men tạo chế phẩm dạng lỏng của các chủng vi khuẩn 

2.5.1.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến sự tăng sinh khối ba chủng vi 

khuẩn. 

Khảo sát ảnh hưởng của môi trường tăng sinh đến phát triển vi khuẩn  

Cấy khuẩn lạc vi khuẩn từ ống giống vào ống nghiệm chứa nước cất đã hấp 

khử trùng đã được hấp tiệt trùng (121oC/15 phút), lắc đều trong thời gian 10-20 

phút, đem đo OD ở bước sóng 600 nm để dựa vào đường tương quan tuyến tính, 

suy ra mật độ tế bào vi khuẩn (log.CFU/mL). Sau đó, cho 1% lượng vi khuẩn có 

mật độ 107 CFU/mL này vào 3 loại môi truờng tăng sinh: TSB, NB, LB (thành phần 

môi trường ở phần phụ lục). Sau 24 giờ nuôi cấy ở nhiệt độ 37oC, đếm mật độ 

khuẩn lạc và tính mật độ vi khuẩn để chọn lọc môi trường tăng sinh tối ưu cho từng 

chủng vi khuẩn.  

Chỉ tiêu theo dõi mỗi thí nghiệm khảo sát các yếu tố ảnh hưởng là mật độ vi 

khuẩn (CFU/mL) bằng phương pháp đếm khuẩn lạc gián tiếp trên thạch đĩa và dùng 

hàm Log cơ số 10 trong phần mềm Microsoft Excel theo công thức lga = b với a là 

mật độ vi sinh vật (CFU/mL), b là hệ số quy đổi sang 10.lg nhằm xử lý thống kê  

theo phương pháp phân tích ANOVA 1 yếu tố qua phần mềm MSTATC (Statistical 

Aspects of Microbiological Criteria Related to Foods, 2016). 
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Khảo sát ảnh hưởng của mật độ giống đến sự tăng sinh khối vi khuẩn 

Sau khi chọn lọc được môi trường tăng sinh, tiếp tục căn cứ vào đường tương 

quan tuyến tính mật độ vi sinh vật và OD600nm để chuẩn bị các mật độ vi khuẩn 106, 

107, 108
, 109 CFU/mL, sau đó cho tỷ lệ giống 1% có các mật độ vi khuẩn khác nhau 

vào môi trường tăng sinh đã khảo sát, lắc trong thời gian 24 giờ, nhiệt độ 37oC, đếm 

khuẩn lạc ở mỗi nghiệm thức để lựa chọn mật độ vi khuẩn đầu ra cao nhất.  

Khảo sát ảnh hưởng của thời gian đến sự tăng sinh khối vi khuẩn 

Thực hiện thí nghiệm với môi trường, mật độ giống đã khảo sát ở thí nghiệm 

trên, thay đổi khoảng thời gian tăng sinh là 24 giờ, 36 giờ, 48 giờ, 60 giờ, 72 giờ. 

Đếm khuẩn lạc sau mỗi mốc thời gian để lựa chọn thời gian tăng sinh tối ưu nhất.  

2.5.1.2. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình tạo chế phẩm dạng lỏng 

Khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ nạp giống đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn 

trên môi trường sản xuất lỏng. 

Vi khuẩn sau khi tăng sinh theo các điều kiện như môi trường, mật độ giống, 

thời gian đã khảo sát ở mục 2.5.1.1 và điều chỉnh mật độ đạt 10
8
CFU/mL sẽ được 

cấy vào bình tam giác chứa 500 mL môi trường sản xuất (phần phụ lục), với tỷ lệ 

nạp giống lần lượt là 1,0%, 2,5%, 3,5%, và 5,0%, lắc 150 vòng/phút ở 30oC trong 

thời gian 24 giờ. Tính mật độ vi khuẩn, từ đó tìm được tỷ lệ giống tốt nhất. 

Khảo sát ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến quá trình nhân sinh khối của vi 

khuẩn trên môi trường sản xuất lỏng.  

Thực hiện thí nghiệm với tỷ lệ nạp giống đã được xác định, khảo sát các mốc 

thời gian sau: 12 giờ, 24 giờ, 36 giờ và 48 giờ, đánh giá ảnh hưởng của thời gian 

nuôi cấy đến quá trình nhân sinh khối của vi khuẩn trên môi trường sản xuất, chọn 

được thời gian nuôi cấy cho thí nghiệm tiếp theo. 

Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình nhân sinh khối của vi khuẩn 

trên môi trường sản xuất lỏng. 

Thực hiện thí nghiệm với tỷ lệ nạp giống, thời gian đã được xác định, lắc môi 

trường sản xuất vi khuẩn với 150 vòng/phút ở các nhiệt độ 30o C, 33oC, 35oC, 37oC. 

Xác định mật độ vi khuẩn ở mỗi mức nhiệt độ để chọn được nhiệt độ nuôi cấy tốt 

nhất cho thí nghiệm tiếp theo.  
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Khảo sát ảnh hưởng của pH đến quá trình nhân sinh khối của vi khuẩn trên môi 

trường sản xuất lỏng. 

Với tỷ lệ nạp giống, thời gian, nhiệt độ đã xác định ở thí nghiệm trên, lắc môi 

trường sản xuất vi khuẩn với 150 vòng/phút ở pH 6; 6,5; 7; 7,5. Từ đó xác định mật 

độ vi khuẩn ở mỗi mức pH nhằm chọn được pH nuôi cấy tốt nhất cho thí nghiệm. 

Khảo sát, sàng lọc nguồn nitơ và cacbon ảnh hưởng đến quá trình nhân sinh 

khối vi khuẩn trên môi trường sản xuất lỏng. 

Môi trường sản xuất TSB lỏng dựa môi trường tăng sinh TSB có thay đổi một 

số thành phần khoáng và hàm lượng nitơ, cabon. Với nguồn cacbon ban đầu trong 

môi trường sản xuất TSB là glucose có hàm lượng 10g/L, thay đổi các nguồn 

cacbon là maltodextrin và mật rỉ đường, sucrose với 10g/L.  

Sau khi lựa chọn được nguồn cacbon tốt nhất tiếp tục lựa chọn nguồn nitơ. 

Trong môi trường sản xuất TSB, ban đầu nguồn nitơ là pepton 10 g/L, thay đổi các 

nguồn nitơ là cao nấm men, (NH4)2SO4 và NaNO3 với 10 g/L.  

Vi khuẩn sau khi tăng sinh và điều chỉnh mật độ đạt 10
8
 CFU/mL sẽ được cấy 

vào từng môi trường để lựa chọn nguồn cacbon và nitơ với với tỷ lệ nạp giống, nhiệt 

độ, pH và thời gian nuôi cấy tối ưu được xác định từ các thí nghiệm trước. Đếm mật 

độ vi khuẩn sau đó chọn ra nguồn cacbon và nitơ ảnh hưởng chính đến quá trình 

nhân sinh khối của vi khuẩn.  

2.5.1.3. Tối ưu hóa các thành phần môi trường nhân sinh khối của 3 chủng vi 

khuẩn bằng phương pháp đáp ứng bề mặt (RMS). 

Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng thiết kế Plackett – Burman của vi khuẩn 

Bacillus licheniformis B85 và Pseudomonas stutzeri KL15  

Khi tiến hành khảo sát đơn yếu tố, thì hai chủng vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85 và Pseudomonas stutzeri KL15 có cùng sử dụng nguồn cacbon và 

nitơ tốt nhất là mật rỉ đường và cao nấm men. Sử dụng thiết kế Plackett-Burman để 

sàng lọc các thông số chính trong một số lượng lớn các yếu tố của quá trình tối ưu 

và cho phép đánh giá các yếu tố, mỗi yếu tố đã được kiểm tra ở hai cấp độ: mức 

thấp (-1) và mức cao (+1). Các yếu tố được chọn cho nghiên cứu này là mật rỉ 

đường, cao nấm men, K2HPO4, MgSO4, NaCl và CaCl2 được liệt kê trong Bảng 2.1. 
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Các muối vô cơ K2HPO4, MgSO4, NaCl và CaCl2 được sử dụng trong thí nghiệm 

dựa trên cơ sở từ nghiên cứu của các tác giả Peng và ctv (2014), Trần Quốc Tuấn và 

ctv (2014), Đoàn Thị Tuyết Lê và ctv (2020) đã chứng minh là nguồn dinh dưỡng 

ảnh hưởng đến quá trình phát triển sinh khối vi sinh vật.  

Bảng 2.1. Các biến trong ma trận Plackett – Burman của 2 chủng vi khuẩn 

B.licheniformis B85 và  P.stutzeri KL15. 
 

    Mức 
 

Yếu tố Ký hiệu 
  

 

Thấp (-1) Cao (+1)    
     

 Mật rỉ đường (g/L) X1 2 6 

 Cao nấm men(g/L) X2 9 25 

 K2HPO4 (g/L) X3 1,25 5,00 

 MgSO4 (g/L) X4 0,25 1,50 

 CaCl2 (g/L) X5 0,05 0,40 

 NaCl (g/L) X6 1 5 
     

 

Thiết kế ma trận Plackett-Burman trình bày trong Bảng 2.2, Bảng 2.3. Các yếu 

tố được sàng lọc cho độ tin cậy cao (p<0,05) sẽ được đưa vào mô hình tối ưu hóa sử 

dụng phương pháp đáp ứng bề mặt theo phương án cấu trúc RSM – BBD (Plackett 

& Burman, 1946; Nguyễn Cảnh, 2004).  

Bảng 2.2. Ma trận thiết kế Plackett – Burman của vi khuẩn B.licheniformis B85 
 

 Nghiệm    Các biến   
       

 thức 
X1 X2 X3             X4 X5     X6   

        

 1 1 -1 1 1 -1 1 

 2 1 1 -1 1 1 1 

 3 -1 1 1 -1 1 1 

 4 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

 5 -1 -1 1 -1 1 1 

 6 -1 -1 -1 1 -1 1 

 7 -1 1 -1 1 1 -1 

 8 1 1 1 -1 -1 -1 

 9 -1 -1 1 1 1 -1 

 10 1 1 -1 -1 -1 1 
 11 1 -1 -1 -1 1 -1 

 12 1 -1 1 1 -1 1 
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Bảng 2.3. Ma trận thiết kế Plackett – Burman của vi khuẩn P. stutzeri KL15 

 

 
Nghiệm 

   Các biến   
       

 thức X1 X2 X3 X4 X5 X6   

        

 1 1 1 -1 -1 -1 1 

 2 -1 1 -1 1 1 -1 

 3 1 -1 1 1 -1 1 

 4 1 1 -1 1 1 1 

 5 -1 1 1 -1 1 1 

 6 1 1 1 -1 -1 -1 

 7 -1 -1 1 -1 1 1 

 8 -1 1 1 1 -1 -1 

 9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

 10 -1 -1 -1 1 -1 1 

 11 1 -1 -1 -1 1 -1 

 12 1 -1 1 1 1 -1 
        

Vi khuẩn sau khi tăng sinh mật độ đạt 10
8
 CFU/mL sẽ được cấy vào từng môi 

trường có thành phần được bố trí theo ma trận Plackett - Burman với tỷ lệ nạp 

giống, nhiệt độ, pH, thời gian đã được xác định. Nhập mật độ vi khuẩn vào ma trận 

và xử lý bằng phần mềm Design Exprert 11, chọn ra 3 yếu tố ảnh hưởng chính đến 

quá trình nhân sinh khối vi khuẩn. 

Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng thiết kế Plackett – Burman của vi khuẩn 

Rhodococcus rhodochrous T9. 

Bảng 2.4. Các biến trong ma trận Plackett - Burman của vi khuẩn R.rhodochrous T9. 
 

    Mức 
 

Yếu tố Ký hiệu 
  

 

Thấp (-1) Cao (+1)    
     

 Glucose (g/L) X1 4 8 

 Pepton (g/L) X2 6 10 

 K2HPO4 (g/L) X3 1,25 5,00 

 MgSO4 (g/L) X4 0,25 1,50 

 CaCl2 (g/L) X5 0,05 0,40 

 NaCl (g/L) X6 1 5 

Các yếu tố được chọn cho nghiên cứu này là glucose, pepton, K2HPO4, MgSO4, 

NaCl và CaCl2 được liệt kê trong Bảng 2.4, thiết kế Plackett-Burman cho phép 
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đánh giá các yếu tố, mỗi yếu tố đã được kiểm tra ở hai cấp độ: mức thấp (-1) và 

mức cao (+1).  

Bảng 2.5. Ma trận thiết kế Plackett – Burman của vi khuẩn R.rhodochrous T9 

 Nghiệm    Các biến   
       

 thức X1 X2 X3 X4 X5 X6   
        

 1 -1 -1 -1 1 -1 1 

 2 1 1 -1 -1 -1 1 

 3 1 1 1 -1 -1 -1 

 4 -1 -1 1 -1 1 1 

 5 1 1 -1 1 1 1 

 6 1 -1 1 1 1 -1 

 7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

 8 1 -1 1 1 -1 1 

 9 -1 1 1 1 -1 -1 

 10 -1 1 -1 1 1 -1 

 11 -1 1 1 -1 1 1 

 12 1 -1 -1 -1 1 -1 
        

Tối ưu hóa các thành phần môi trường lên men vi khuẩn Bacillus licheniformis 

B85 và Pseudomonas stutzeri KL15 bằng thiết kế Box – Behnken. 
 

Sử dụng phương pháp thiết kế Box - Behnken để tạo mô hình kiểm tra các biến 

cần thiết cho quá trình nhân sinh khối vi khuẩn. Trong thí nghiệm có ba mức độ 

khảo sát là thấp (-1), cơ sở (0) và cao (+1). Ba yếu tố ảnh hưởng chính đến quá trình 

nhân sinh khối vi khuẩn được chọn lọc từ thiết kế ma trận Plackett-Burman sẽ được 

sử dụng trong ma trận Box - Behken (Bảng 2.6 và 3.7), được ký hiệu lần lượt là A 

(Mật rỉ đường), B (Cao nấm men), C (MgSO4), C’ (NaCl) (Box và Behnken, 1960). 

Bảng 2.6. Các yếu tố sử dụng trong Box – Behnken của Bacillus licheniformis B85 

 
Yếu tố 

Ký 
Đơn vị 

Khoảng  Mức  
 

hiệu biến thiên Thấp (-1) Cơ sở (0) Cao (1)    
        

 Mật rỉ đường A g/L 2 - 6 2 4 6 

 Cao nấm men B g/L 9 - 25 9 17 25 

 NaCl C’ g/L  1 - 5 1 3 5 

 



 
 

 

40 

 

 

Bảng 2.7. Ma trận thí nghiệm Box – Behnken của Bacillus licheniformis B85 

 Nghiệm thức A B C’ 

     

 1 1 1 0 

 2 0 1 -1 

 3 1 0 1 

 4 0 -1 1 

 5 1 -1 0 

 6 -1 0 -1 

 7 0 0 0 

 8 0 -1 -1 

 9 0 0 0 

 10 0 1 1 

 11 -1 -1 0 

 12 0 0 0 

 13 -1 0 -1 

 14 1 0 -1 

 15 -1 1 0 
     

Bảng 2.8. Các yếu tố sử dụng trong Box –Behnken của Pseudomonas stutzeri KL15 

 
Yếu tố 

Ký 
Đơn vị 

Khoảng  Mức  

 

hiệu biến thiên Thấp (-1) Cơ sở (0) Cao (1)    
        

 Mật rỉ đường A g/L 2 - 6 2 4 6 

 Cao nấm men B g/L 9 - 25 9 17 25 

 MgSO4 C g/L 0,5 – 1,5 0,5 1,0 1,5 

Sau khi xác định mật độ vi khuẩn theo ma trận thí nghiệm Box – Behnken của 

2 chủng vi khuẩn, nhập mật độ vi khuẩn vào ma trận trong phần mềm Design 

Expert 11, đọc kết quả ở mục Analysis gồm ANOVA, Diagostics, Model Graphs và 

mục Optimization để xác định phương trình hồi quy.   

Bảng 2.9 Ma trận thí nghiệm Box – Behnken của Pseudomonas stutzeri KL15 
 

 Nghiệm thức A B C 

 1 1 0 -1 

 2 0 0 0 

 3 1 1 0 

 4 0 -1 1 

 5 -1 0 -1 

 6 -1 0 1 

 7 0 -1 -1 

 8 0 0 0 

 9 0 1 -1 
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 10 0 0 0 

 11 0 1 1 

 12 1 0 1 

 13 -1 1 0 

 14 1 -1 0 

 15 -1 -1 0 
     

 Hàm đáp ứng được chọn là mật độ vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 (Y1,  

CFU/mL), Pseudomonas stutzeri KL15 (Y2,  CFU/mL). Từ đó xác định mật độ vi 

khuẩn đạt cao nhất ở các thông số tối ưu.  

Phương trình hồi quy của môi trường lên men Bacillus licheniformis B85 có dạng: 

Y1 = bo + b1A + b2B + b3C’ + b12AB + b13AC’ + b23BC’ + b11A
2
 + b22B

2
 + b33 C’2  

Phương trình hồi quy của môi trường lên men Pseudomonas stutzeri KL15 có dạng:  

Y2 = bo + b1A + b2B + b3C’ + b12AB + b13AC + b23BC + b11A
2
 + b22B

2
 + b33 C2  

Trong đó: bo là hệ số hồi quy tại tâm; b1, b2, b3 là hệ số tuyến tính  

             b12, b13, b23 là hệ số tương tác; b11, b22, b33 la hệ số bình phương 

    A, B và C, C’ là các biến độc lập.  

Tối ưu hóa các thành phần môi trường lên men vi khuẩn Rhodococcus 

rhodochrous T9 bằng thiết kế Box – Behnken  
 

Sử dụng phương pháp thiết kế Box - Behnken để tạo mô hình kiểm tra các biến 

cần thiết cho quá trình nhân sinh khối vi khuẩn. Trong thí nghiệm có ba mức độ 

khảo sát là thấp (-1), cơ sở (0) và cao (+1). Ba yếu tố chính ảnh hưởng đến quá trình 

nhân sinh khối vi khuẩn được chọn lọc ở ma trận Plackett-Burman sẽ được sử dụng 

trong ma trận Box – Behken (Bảng 2.10 và 3.11), được ký hiệu là A’ (Glucose), B’ 

(Cao nấm men), C’ (NaCl) (Box và Behnken, 1960).  

Bảng 2.10. Các yếu tố sử dụng trong Box – Behnken của R.rhodochrous T9. 

 
Yếu tố 

Ký 
 Đơn vị 

 Khoảng  Mức  
 

hiệu  biến thiên Thấp (-1) Cơ sở (0) Cao (1)    
        

 Glucose A’ g/L 4 - 8 4 6 8 

 Pepton B’ g/L 6 - 10 6 8 10 

 NaCl C’ g/L 1 - 5 1 3 5 
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 Nhập mật độ vi khuẩn vào ma trận Box – Behken ở Bảng 2.11 được tạo từ 

phần mềm Design Expert 11, đọc kết quả ở mục Analysis gồm ANOVA, 

Diagostics, Model Graphs và mục Optimization để xác định phương trình hồi quy.  

Bảng 2.11. Ma trận thí nghiệm Box – Behnken của Rhodococcus rhodochrous T9 

 Nghiệm thức A’ B’ C’ 
     

 1 0 0 0 

 2 1 0 1 

 3 1 1 0 

 4 0 -1 1 

 5 0 -1 -1 

 6 -1 -1 0 

 7 -1 1 0 

 8 0 1 -1 

 9 -1 0 -1 

 10 0 0 0 

 11 0 0 0 

 12 0 1 1 

 13 1 0 -1 

 14 -1 0 1 

 15 1 -1 0 

 Hàm đáp ứng được chọn là mật độ vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 

(Y3,CFU/mL). Từ đó xác định mật độ vi khuẩn đạt cao nhất ở các thông số tối ưu. 

Phương trình hồi quy có dạng:  Y3 = bo + b1A’ + b2B’ + b3C’ + b12A’B’ + b13A’C’ 

+ b23B’C’ + b11A’
2
 + b22B’2 + b33 C’2  

Trong đó:     bo là hệ số hồi quy tại tâm; b12, b13, b23 là hệ số tương tác 

                     b12, b13, b23 là hệ số tương tác; b11, b22, b33 la hệ số bình phương 

       A’, B’, C’ là các biến độc lập. 

2.5.2. Chế tạo chế phẩm vi sinh dạng bột 

2.5.2.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến điều kiện sản xuất của các chủng vi 

khuẩn trên môi trường bán rắn  

Khảo sát môi trường ảnh hưởng đến sinh khối các chủng vi khuẩn   

Các chủng vi khuẩn sau khi được tối ưu hóa trên môi trường TSB sản xuất sẽ 

được nhân lên theo đề xuất của mô hình. Sau đó tiến hành chuyển dịch vi khuẩn 

lỏng vào môi trường bán rắn có chứa cám gạo, cám bắp, cám lúa mì, bã đậu nành và 
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các chất khoáng (phụ lục 2.4) đã tiệt trùng với tỷ lệ nạp giống 5% (có mật độ 108 

CFU/mL) vào các môi trường với độ ẩm 50%, nhiệt độ phòng. Sau 48 giờ nuôi cấy, 

đếm mật độ vi khuẩn, lựa chọn môi trường tốt nhất cho từng chủng vi khuẩn.  

Khảo sát tỷ lệ nạp giống ảnh hưởng đến mật độ các chủng vi khuẩn  

Sau khi đã chọn được thành phần môi trường bán rắn phù hợp cho từng chủng 

vi khuẩn, khảo sát tỷ lệ nạp giống vi khuẩn là 2,5%, 5%, 7,5% và 10% (mật độ vi 

khuẩn 108 CFU/mL), ủ ở nhiệt độ 30oC trong 48 giờ để chọn ra tỷ lệ nạp giống tốt 

nhất. 

Khảo sát độ ẩm ảnh hưởng đến mật độ các chủng vi khuẩn  

Sau khi chọn được môi trường bán rắn, tỷ lệ nạp giống phù hợp cho từng 

chủng vi khuẩn, tiến hành khảo sát độ ẩm nuôi cấy các chủng vi khuẩn là 45%, 

50%, 55%, 60%, ủ ở nhiệt độ 30oC sau 48 giờ, đếm mật số vi khuẩn để chọn độ ẩm 

tốt nhất. 

Khảo sát thời gian ảnh hưởng đến mật độ các chủng vi khuẩn  

Sau khi chọn được môi trường bán rắn và tỷ lệ nạp giống, độ ẩm phù hợp thì 

thực hiện thí nghiệm để khảo sát thời gian nuôi cấy với mốc thời gian 36, 48, 60, 

72, 84, 96 giờ, ở nhiệt độ 30oC. Đếm mật độ vi khuẩn để chọn thời gian tối ưu.  

2.5.2.2. Bảo quản chế phẩm vi sinh dạng bột 

Chế phẩm vi sinh được khảo sát ở 2 mức nhiệt độ: nhiệt độ phòng (28 - 32o 

C), nhiệt độ tủ mát (4 - 8oC) trong thời gian bảo quản là 30, 60, 90, 120, 180, 270, 

360 ngày, sau mỗi mức thời gian tiến hành đếm mật độ vi khuẩn.  

2.6. Nội dung 3: Đánh giá chuyển hóa nitơ của các chủng vi khuẩn trong nuôi 

trồng thủy sản. 

2.6.1. Đánh giá sự chuyển hóa N của các chủng vi khuẩn trong nước ao nuôi 

tôm thẻ chân trắng ở qui mô phòng thí nghiệm 

Mẫu nước (độ mặn lúc thu nước là 21o%) của ao nuôi tôm thẻ chân trắng được 

1,5 tháng (không có tôm thí nghiệm) được vận chuyển về PTN vào buổi chiều tối và 

được thực hiện ngay vào buổi sáng hôm sau. Bổ sung các tỷ lệ chế phẩm vi sinh vật 

có tổng mật độ vi khuẩn 108 CFU/gam (Supono và ctv, 2019; Jefri và ctv, 2020) vào 

các can 20L(chứa 20L nước), theo dõi các chỉ tiêu pH, ammonia, nitrite, nitrate, 
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tổng vi khuẩn hiếu khí, vi khuẩn chuyển hóa ammonia, vi khuẩn chuyển hóa nitrite 

theo từng ngày, trong thời gian 5 - 6 ngày nhằm đánh giá hiệu quả chuyển hóa Nitơ 

của các chế phẩm vi sinh và khảo sát được tỷ lệ bổ sung vi khuẩn vào nước ao nuôi 

tôm thẻ chân trắng. Thí nghiệm có sục khí ở tất cả các bình, mỗi bình chứa 20 lít 

nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng có dư lượng ammonia, nitrite với các nghiệm thức 

như sau: 

 

ĐC: không bổ sung dịch khuẩn. 

NT1: bổ sung 20 gam chế phẩm vi sinh đã phối trộn ở mật độ 108 (CFU/g). 

NT2: bổ sung 40 gam chế phẩm vi sinh đã phối trộn ở mật độ 108 (CFU/g). 

NT3: bổ sung 60 gam chế phẩm vi sinh đã phối trộn ở mật độ 108 (CFU/g). 

NT4: bổ sung 80 gam chế phẩm vi sinh đã phối trộn ở mật độ 108 (CFU/g). 

NT5: bổ sung 100 gam chế phẩm vi sinh đã phối trộn ở mật độ 108 (CFU/g). 

2.6.2. Đánh giá sự chuyển hóa N của các chủng vi khuẩn trong nuôi tôm thẻ 

chân trắng giai đoạn ương giống ở qui mô bể xi-măng 1m3 

Chuẩn bị tôm thí nghiệm 

Tôm được mua từ công ty TNHH sản xuất giống Thủy Sản Châu Mỹ, Khánh 

Hội, xã Tri Hải, Ninh Hải, Tỉnh Ninh Thuận và đã được kiểm tra các bệnh do vi rút 

đốm trắng (WSSV), đầu vàng (YHV), bệnh gan tụy (HPV), hội chứng Taura (TSV) 

bằng phương pháp RT- PCR.  Nước nuôi được tiến hành kiểm tra độ mặn trong các 

bể dưỡng nhằm đảm bảo độ mặn thích hợp với độ mặn thuần tôm giống trước khi 

Nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng 

Bổ sung chế phẩm vi sinh bao gồm 3 vi khuẩn 

theo tỷ lệ 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% và 0,5%  

 

Hình 2.3. Sơ đồ bố trí thí nghiệm  

 

NT
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Tất cả các can được sụt 

khí 24/24, nhiệt độ 
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xuất ở trại sản xuất giống. Độ kiềm và pH cũng được kiểm tra ở khoảng tối ưu cho 

sự phát triển của tôm. Cấp nước biển vào khoảng ¾ bể, xử lý với Chlorine nồng độ 

diệt khuẩn 30 ppm sục khí liên tục từ 2 – 3 ngày. Sau khi tôm giống nhập về được 

thuần trong 3 bể có thể tích 2m3/ bể với thời gian 3 ngày, sử dụng thức ăn của công 

ty Châu Mỹ với lượng ăn 5g/bể/ngày, một ngày cho ăn 5 lần. Tôm giống được nhập 

từ công ty Châu Mỹ ở giai đoạn post larva 5 được thuần trong 5 ngày. Khi đã thuần 

xong cho vào hệ thống thí nghiệm với mật độ thả 2000 con/m2/bể, cho ăn thức ăn 

của công ty Uni-President có hàm lượng protein thô tối thiểu là 40%, lượng ăn 

trung bình là 10g/bể/ngày, một ngày cho ăn 5 lần. Trước khi bố trí thí nghiệm kiểm 

tra các yếu tố nhiệt độ, độ mặn, DO, pH, NH3, NO2, phải đảm bảo rằng tôm không 

bị sốc khi đưa vào môi trường nước mới. Ngoài ra, kiểm tra mẫu nước có bị nhiễm 

Vibrio hay không, để tránh sai lệch kết quả thu mẫu sau này. Tiến hành thả tôm vào 

lúc trời mát, hạn chế tối đa những tác động cơ học ảnh hưởng đến tôm. Theo dõi 

tôm sau khi bố trí có bị chết hay không, nếu chết sau ngày đầu tiên thì tiến hành bổ 

sung thêm.  

Bố trí thí nghiệm 

Hệ thống thí nghiệm được thiết kế gồm 12 bể ximăng kích thước 1 x 1 x 1 m 

xếp thành hai dãy. Hệ thống Aero Tube được lắp song song với hệ thống khí nhằm 

đảm bảo DO luôn ổn định trong suốt quá trình bố trí thí nghiệm. Với hệ thống Aero 

Tube nước trong bể nuôi luôn được khuấy đảo giúp hạn chế khả năng đóng đáy, tích 

tụ chất bẩn ở các gốc chết. Thí nghiệm thực hiện trong 30 ngày và không tiến hành 

thay nước trong suốt quá trình nuôi, chỉ bổ sung thêm nước do quá trình bay hơi. 

Các thông số chất lượng môi trường như pH, nhiệt độ, độ mặn, độ kiềm được xác 

định trước khi thả tôm để đảm bảo tôm không bị sốc khi đưa vào môi trường nước 

mới. Các nghiệm thức đảm bảo sục khí liên tục để duy trì hàm lượng oxy hòa tan > 

4 ppm, pH từ 7,5 – 8,5. Từ thí nghiệm 3.6.1, chọn ra được ba tỷ lệ vi sinh thích hợp 

với mật độ 108 CFU/gam. Chế phẩm vi sinh được bổ sung 6 ngày/ 1 lần/ 30 ngày 

(chế phẩm vi sinh được bổ sung từ ngày bắt đầu thả tôm). 

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên với tất cả 4 nghiệm thức và 

3 lần lặp lại, bao gồm: 
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Nghiệm thức đối chứng (NTĐC): không bổ sung chế phẩm vi sinh  

Nghiệm thức 1 (NT1): bổ sung chế phẩm vi sinh với tỷ lệ 0,3% 

Nghiệm thức 2 (NT2): bổ sung chế phẩm vi sinh với tỷ lệ 0,4% 

Nghiệm thức 3 (NT3): bổ sung chế phẩm vi sinh với tỷ lệ 0,5% 

2.6.3. Chỉ tiêu đánh giá  

Bảng 2.12. Các phương pháp đánh giá chỉ tiêu chất lượng môi trường nước và vi 

sinh vật sử dụng trong thí nghiệm. 

Chỉ tiêu Phương pháp/dụng cụ  Số lần đo 

pH Phương pháp điện thế (máy Hanna Hi) 1 ngày/ lần 

Nhiệt độ  Phương pháp điện thế (máy Hanna Hi) 1 ngày/ lần 

DO 

Phương pháp điện cực oxy hòa tan (máy 

Hanna)  

1 ngày/ 2 

lần 

Độ mặn  Khúc xạ kế ATAGO 1 lần/ngày 

Độ kiềm  

Bộ test kiềm Sera và đo bằng phương pháp 

định phân thể tích  2 ngày/lần 

Nitrate Phương pháp khử  Salicylate 2 ngày/lần 

Nitrite  Phương pháp Nathylamine 2 ngày/lần 

Ammonia Phương pháp Phenate  2 ngày/lần 

Tổng VKHK Môi trường PCA  3 ngày/lần 

Tổng Vibrio Môi Trường TCBS   3 ngày/lần 

Vi khuẩn AOB Môi Trường Winogradsky 1 3 ngày/ lần 

Vi khuẩn NOB Môi Trường Winogradsky 1 3 ngày/ lần 

Các chỉ tiêu vi sinh được thực hiện theo phương pháp đếm số khuẩn lạc 

gián tiếp và được tính bằng đơn vị hình thành khuẩn lạc (CFU/mL) (TCVN  4884-

2:2015). 

2.7. Xử lý thống kê  

Sử dụng phần mềm Excel để tính các giá trị trung bình và độ lệch chuẩn. Tối 

ưu hóa bằng phần mềm Design Expert 11. Các số liệu mật độ vi khuẩn được chuyển 

về dạng log.CFU/g hay log.CFU/mL trước khi phân tích thống kê. So sánh thống kê 

giữa các nghiệm thức bằng phương pháp phân tích ANOVA trong phần mềm 

MSTATC. 
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CHƯƠNG 3 

 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. Nội dung 1: Phân lập và định danh vi khuẩn chuyển hóa Nitơ từ nền đáy 

vùng nuôi tôm hùm. 

3.1.1. Các chỉ tiêu môi trường trong mẫu bùn được thu ở Vùng Vịnh Xuân Đài 

Các chỉ tiêu về pH, NO2, NO3, NH3, độ mặn, N tổng được kiểm tra định kỳ 

thu mẫu tại khu vực nuôi tôm hùm, Vịnh Xuân Đài, Tỉnh Phú Yên. Thời gian theo 

dõi các chỉ tiêu môi trường trong 12 tháng, từ tháng 8/2016 – 7/2017 

Bảng 3.1 Các chỉ tiêu môi trường, mật độ vi sinh của mẫu bùn trong 12 tháng.  

Các chỉ tiêu Hàm lượng 

trung bình 

của các chỉ 

tiêu môi 

trường  

Mật độ vi 

khuẩn trung 

bình  

Khoảng biến 

thiên của các 

chỉ tiêu môi 

trường  

Khoảng biến thiên 

của mật độ vi 

khuẩn  

pH 7,3 ± 0,08  6,8 - 7,8  

Độ mặn  33 ± 2  32 - 35   

NH4
+ (mg/kg) 0,425 ± 0,02  0,327 - 0,489  

NO2
- (mg/kg) 0,07 ± 0,05  0,042 - 0,092  

NO3
- (mg/kg) 1,58 ± 0,2  1,36 - 1,92  

Nitơ tổng (mg/kg) 615 ± 19  529 - 693 1,1 x104 - 8,5 x 105 

Tổng VKHK (CFU/g)  9,3 x 104± 0,21  1,1 x103 - 7,5 x 104 

Vi khuẩn AOB (MPN/g)  8,1 x 103± 0,16  1 x 102  - 1,4 x105 

Vi khuẩn NOB (MPN/g)  3,5 x 103± 0,13  1,1 x104 - 8,5 x 105 

Theo kết quả của Bảng 3.1 và phụ lục 1.1, cho thấy hàm lượng trung bình, 

khoảng biến thiên các chỉ tiêu môi trường trong 12 tháng thu mẫu, phù hợp với sự 

phát triển của các nhóm vi sinh AOB, NOB. Hàm lượng nitơ tổng cao từ tháng 6- 

tháng 12 và kết quả mật độ của tổng vi sinh vật hiếu khí cũng phát triển cao từ 

tháng 7- tháng 12, do đó cho thấy rằng, khi hàm lượng nitơ cao thì sẽ là nguồn dinh 

dưỡng cho các nhóm vi khuẩn có khả năng chuyển hóa nitơ phát triển và chuyển 

nitơ thành các chất đơn giản mà vi sinh vật có thể sử dụng được (Lương Đức Phẩm, 

1998), trong đó có NH3 hay NH4
+. Vì thế, kết quả cho thấy hàm lượng ammonia cao 

từ tháng 7 – 12 và phù hợp cho nhóm vi khuẩn AOB phát triển cao trong thời gian 

đó. Sau khi vi sinh vật chuyển hóa chất hữu cơ thành ammonia, thì nhóm vi khuẩn 

khác trong chu trình N lại tiếp tục chuyển hóa ammonia thành nitrite, vì vậy hàm 



 
 

 

48 

 

 

lượng nitrite cao từ tháng 6 – tháng 9 và mật số vi khuẩn NOB cao trong tháng 8 và 

tháng 9. Nghiên cứu của Strous và ctv (1999), pH phù hợp cho sự phát triển của vi 

khuẩn tham gia vào quá trình nitrite hóa là 6,7-8,3, hàm lượng ammonia 1g/L và 

nitrite 0,1g/L sẽ ức chế hoàn toàn sự phát triển vi khuẩn tham gia vào quá trình 

nitrate hóa. Dapena-Mora và ctv,(2007) kết luận rằng hoạt động của hệ vi khuẩn 

tham gia quá trình nitrate hóa giảm 50% ở nồng độ ammonia 770mg/l và nitrite 350 

mg/L. Một nghiên cứu của tác giả Xie (2017) đã chỉ ra rằng nhóm vi khuẩn nitrate 

hóa có thể sống ở nồng độ NaCl từ 20g/l đến 75g/l.  

Tóm lại, hàm lượng các chỉ tiêu môi trường đều nằm trong giới hạn cho phép 

các vi sinh vật AOB, NOB phát triển và tham gia vào quá trình chuyển hóa 

ammonia, nitrite trong bùn vùng nuôi tôm hùm. Ngoài ra, sự hiện diện của nhóm vi 

khuẩn hiếu khí, vi khuẩn AOB, NOB cũng làm tiền đề cho việc phân lập định danh 

nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia, nitrite trong bùn.  

3.1.2. Nhóm vi khuẩn Bacillus sp. chuyển hóa ammonia  

3.1.2.1. Kết quả phân lập vi khuẩn Bacillus chuyển hóa ammonia  

 Mẫu bùn tổng là 132 mẫu được thu thập tại khu vực nuôi tôm hùm của người 

dân ở Vịnh Xuân Đài, tỉnh Phú Yên được tiến hành phân lập, sau 18-24 giờ nuôi 

cấy đã phân lập được 93 kiểu khuẩn lạc nghi ngờ là vi khuẩn thuộc chi Bacillus, có 

khuẩn lạc đặc trưng như dạng tròn, bề mặt khuẩn lạc khô, nhẵn hoặc hơi nhăn, rìa 

răng cưa không đều, tâm sẩm màu, màu trắng xám đến vàng nhạt và catalase dương 

tính (Collins and Lyne’s, 1986). Các chủng vi khuẩn này được ký hiệu từ B1 – B93 

và được lưu trữ trong thạch nghiêng ở 4oC để sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Khuẩn lạc sau 18-24h, tiến hành nhuộm Gram và bào tử của 93 chủng vi khuẩn, 

chọn được 36 chủng vi khuẩn thuộc gram dương, tế bào hình que ngắn, nhỏ, đứng 

riêng lẽ, có khi xếp thành chuỗi ngắn, sinh bào tử (phụ lục 1.2.2). 

3.1.2.2 Chọn lọc khả năng xử lý ammonia của các vi khuẩn phân lập được.  

Tiến hành nuôi cấy 36 chủng vi khuẩn trong môi trường định lượng 

ammonia. Dịch vi khuẩn sau nuôi cấy được đem đi kiểm tra khả năng xử lý 

ammonia bằng thuốc thử bằng bộ kit Sera, kết quả cho thấy dịch khuẩn các chủng 

vi khuẩn chuyển sang màu vàng và màu xanh nhạt so với đối chứng vẫn có màu 
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xanh dương (theo thang màu của bộ kit Sera). Trong 36 chủng vi khuẩn nghi ngờ là 

Bacillus sp., xác định được 13 chủng vi khuẩn (B2, B5, B7, B9, B11, B12, B18, 

B31, B58, B68, B74, B85, B91) có khả năng xử lý ammonia, tiến hành định danh 

sinh hóa của 13 chủng vi khuẩn (phụ lục 1.2.2) 

3.1.2.3. Kết quả định danh sinh hóa của các chủng vi khuẩn Bacillus sp.  

Bảng 3.2 (phụ lục 1.2.2) cho thấy các chủng vi khuẩn có kết quả các phản ứng 

sinh hóa đặc trưng khá phù hợp với khóa phân loại Bergey, sống trong môi trường 

chứa NaCl 6,5%, có khả năng thủy phân tinh bột, protein và gelatin bởi chúng bài 

tiết ra các enzyme ngoại bào để thủy phân các đại phân tử như protein, tinh bột 

thành các amino acid và các monosaccharide sau đó vận chuyển vào tế bào cho quá 

trình trao đổi chất ( Nguyễn Lân Dũng và ctv, 2002). 

Bảng 3.2. Kết quả các phản ứng sinh hóa của 13 chủng vi khuẩn Bacillus sp.  

Phản ứng  

sinh hóa 

 Các chủng vi khuẩn Bacillus sp. 

B2 B5 B7 B9 B11 B12 B18 B31 B58 B68 B74 B85 B91 

Hoạt tính catalase  + + + + + + + + + + + + + 

Sinh indol - - - - - - - - - - - - - 

MR + + + + + + + + + - + + - 

VP + + + + + + + + + + + + + 

Sử dụng citrate + + + + + + + + + + + + + 

Khử nitrate + + + + + + + + + + + + + 

Tan chảy gelatin + + + + + + + + + + + + + 

Di động + + + + + + + + + + + + + 

Phân giải tinh bột + + + + + + + + + + + + + 

Phân giải casein  + + + + + + + + + + + + + 

NaCl 5% 6,5%, 

7%  

+ + + + + + + + + + + + + 

Sucrose + + + + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + + + + 

Glucose + + + + + + + + + + + + + 

Dựa vào khóa phân loại Bergey (phụ lục 1.2.2), có thể nghi ngờ 13 chủng vi 

khuẩn này thuộc chi Bacillus, tuy nhiên kết quả sinh hóa vẫn chưa xác định được 

chính xác chi và loài vi khuẩn, do đó cần thực hiện thêm phương pháp giải trình gen 

vùng 16S-rRNA để định danh vi khuẩn.  

3.1.2.4. Kết quả định danh sinh học phân tử các chủng vi khuẩn Bacillus sp. 

Tiếp tục định danh 13 chủng vi khuẩn Bacillus sp. (B2, B5, B7, B9, B11, B12, 
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B18, B31, B58, B68, B74, B85, B91) đến loài bằng phương pháp giải trình tự vùng 

16S -rRNA.  

Bảng 3.3 Kết quả định danh vùng 16S – rRNA của 13 chủng Bacillus sp. 

STT 
Chủng vi 

khuẩn 
Tên khoa học 

Độ tương 

đồng 

Trình tự 

tham chiếu 

Accession 

number 

1 B2   Bacillus amyloliquefaciens 99% KJ767387.1 OL693024 

2 B5 Bacillus subtilis 100% MN256105.1 OL693021 

3 B7 Bacillus subtilis 99% MT588731.1 OL693029 

4 B9 Bacillus subtilis 99% GU227615.1 OL693030 

5 B11 Bacillus subtilis 100% OK040143.1 OL693031 

6 B12 Bacillus subtilis 99% MN252546.1 OL693032 

7 B18 Bacillus subtilis 99% MF521959.1 OL693033 

8 B31 Bacillus velezensis 99% CP053764.1 OL693025 

9 B58 Bacillus velezensis 99% KC172050.1 OL693022 

10 B68 Bacillus methylotrophicus 99% KC790301.1 OL693023 

11 B74 Bacillus subtilis 99% MW251748.1 OL693026 

12 B85 Bacillus licheniformis 99% HQ154527.1 OL693027 

13 B91 Bacillus methylotrophicus 99% KR855691.1 OL693028 
 

 

Hình 3.1. Cây phả hệ của các chủng vi khuẩn Bacillus sp. 

Bảng 3.3 cho thấy các đoạn trình tự vùng 16S của các chủng Bacillus sp. khi 

đem đối chiếu với ngân hàng dữ liệu gen đều có mức tương đồng với các trình tự 
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tham chiếu từ 99%- 100%. Hình 3.1 cho thấy cây phả hệ được xây dựng dựa trên 

các vùng trình tự 16S – rRNA của 13 chủng vi khuẩn phân lập đều được xác định 

thuộc chi Bacillus sp. và không phát sinh loài mới, chứng tỏ 13 chủng vi khuẩn 

phân lập được đều thuộc chi Bacillus sp. Ở nhóm phân nhánh đầu tiên, chủng vi 

khuẩn B2, B11, B12, B31, B58, B68, B91 có liên quan đến các chủng vi khuẩn 

Bacillus methylotrophicus, Bacillus velezensis, Bacillus amyloliquefaciens. Nhóm 

phân nhánh thứ hai, chủng vi khuẩn B5, B7, B9, B18, B74 liên quan đến chủng vi 

khuẩn Bacillus subtilis. Tuy nhiên, trên cả hai phân nhánh, hệ số bootstrap của trình 

tự nhóm vi khuẩn phân lập so với trình tự các loài vi khuẩn thuộc chi Bacillus tham 

chiếu trên GenBank khá thấp, chưa đủ để phân biệt rõ ràng giữa các loài Bacillus, 

nên chỉ kết luận các chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus sp. Ở một nhánh phân nhóm 

nhỏ hơn trong nhánh hai, cho thấy hệ số bootstrap của chủng vi khuẩn B85 với trình 

tự tham chiếu là Bacillus licheniformis là 95%. Do đó, chỉ có thể xác định chủng 

B85 là vi khuẩn Bacillus licheniformis, các chủng vi khuẩn còn lại (B2, B5, B7, B9, 

B11, B12, B18, B31, B58, B68, B74, B91) là vi khuẩn Bacillus sp. Các trình tự gen 

của 13 chủng vi khuẩn Bacillus sp. được đưa vào Genbank như là nguồn dữ liệu cho 

nghiên cứu so sánh. 

3.1.2.5. Kết quả đánh giá khả năng chuyển hóa ammonia của các chủng vi 

khuẩn Bacillus sp. đã phân lập 

Tiến hành nuôi 13 chủng vi khuẩn Bacillus sp. đã được định danh (B2, 

B5, B7, B9, B11, B12, B18, B31, B58, B68, B74, B85, B91) trong môi trường 

định lượng có chứa (NH4)2SO4. Các chủng vi khuẩn đều có khả năng chuyển hóa 

ammonia trong đó có 7 chủng chuyển hóa ammonia với hiệu suất từ 81- 92% 

(B2, B7, B9, B11, B12, B18, B91) thể hiện ở phụ lục 1.2.4 - bảng 1.1 và 6 chủng 

vi khuẩn chuyển hóa trên 97% (B5, B31, B58, B68, B74 và B85) ở hình 3.2 (phụ 

lục 1.2.4 - bảng 1.2). 

Sau 6 giờ cấy vi khuẩn vào môi trường định lượng ammonia B58 và B74 

thích ứng với môi trường nhanh hơn so với 4 chủng vi khuẩn còn lại, vi khuẩn 

B5 có khả năng thích nghi chậm nhất với hiệu suất chuyển hóa ammonia là 

11,8% so với B58 và B74. Đến thời điểm 12 giờ B5, B68 đã bắt đầu phát triển 
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mạnh mẽ trong môi trường mới, sinh khối tăng nhanh nên khả năng xử lý 

ammonia cao nhất so với các chủng còn lại đặc biệt B5 có khả năng xử lý 

ammonia gấp 13,5 lần so với thời điểm 6 giờ, bên cạnh đó B31 chuyển hóa 

ammonia chậm nhất. 

 

Hình 3.2. Hiệu suất chuyển hóa ammonia của 6 chủng vi khuẩn Bacillus sp. 

Đến 24 giờ, hiệu suất chuyển hóa ammonia của tất cả các chủng đều tăng vượt 

bật so với thời điểm trước đó, điều này có thể giải thích vì tại thời điểm 24 giờ vi 

khuẩn phát triển mạnh nhất, quá trình phân chia tế bào mạnh mẽ và đạt được mật độ 

vi khuẩn cao nhất nên hiệu quả xử lý ammonia đạt mức cao (>85%), nổi bật là 

chủng vi khuẩn B31 với hàm lượng ammonia bị xử lý cao nhất gấp 9,8 lần so với 12 

giờ. Sau 24 giờ (36 – 48 giờ) do môi trường ngày càng cạn kiệt dinh dưỡng (vì môi 

trường không được cung cấp liên tục) và sự biến dổi pH dẫn đến sự suy giảm mật 

độ tế bào cũng như khả năng xử lý ammonia của các vi khuẩn chậm lại (đạt khoảng 

3,7 – 5,5 % so với thời điểm 24 giờ), hàm lượng ammonia chuyển hóa không đáng 

kể từ 0,3 - 0,5 mg/L. Đến thời điểm 48 giờ cho thấy tất cả 6 chủng vi khuẩn 

Bacillus đều có khả năng xử lý ammonia, với 3 chủng vi khuẩn B5, B31, B68 có 

hàm lượng ammonia bị chuyển hóa cao nhất (> 99 %), tiếp theo là B74, B85 có hiệu 

suất chuyển hóa ammonia >98%, thấp nhất là B58 với hiệu suất đạt 97,9 %. Theo 

kết quả nghiên cứu của Yang và ctv (2011) đã phân lập được vi khuẩn Bacillus 

subtilis A1 có khả năng xử lý ammonia đạt 58,4% trong 60 giờ trên môi trường có 

muối acetate làm nguồn carbon chính (tỉ lệ C:N là 6:1). Phạm Thị Tuyết Ngân 

(2012) đã phân lập trong ao tôm sú, chủng vi khuẩn Bacillus cereus, Bacillus 

amyloliquefaciens, Bacillus subtilis trong bùn nuôi tôm sú có khả năng chuyển hóa 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852410015191?via%3Dihub#!
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đạm. Ngoài ra, nghiên cứu của Xie và ctv (2013) đã khảo sát khả năng phân giải 

ammonia của chủng Bacillus amyloliquefaciens HN, nghiên cứu được tiến hành ở 

hàm lượng N-NH4 4mg/L trong thời gian khảo sát 72 giờ và kết luận chủng Bacillus 

amyloliquefaciens HN có khả năng phân giải ammonia, hiệu suất đạt được tại thời 

điểm 48 giờ trên 79,8%. Phatthongkleang (2019) phân lập 5 chủng vi khuẩn 

Bacillus trong bùn, nước thải nuôi tôm và nước thải sinh hoạt có khả năng chuyển 

hóa ammonia từ 84,21% - 94,86%. Sang (2020), khảo sát khả năng phân giải 

ammonia của vi khuẩn Bacillus sp. SC16 trong 48 giờ là 36,6% với hàm lượng N-

NH4 ban đầu là 165,49 mg/L. Tác giả Xue Li và ctv (2021) đã khảo sát hỗn hợp vi 

khuẩn Bacillus megaterium và Bacillus subtilis xử lý ammonia trong hệ thống nuôi 

cá chép trong thời gian 15 ngày, cho thấy hiệu suất chuyển hóa ammonia là 46,3%. 

Vì vậy, kết quả nghiên cứu của phù hợp với các kết quả nghiên cứu trong và ngoài 

nước và các chủng vi khuẩn Bacillus sp. trong nghiên cứu này có hiệu suất xử lý 

ammonia cao hơn và thời gian nhanh hơn các nghiên cứu đã tham khảo, do đó các 

chủng vi khuẩn Bacillus sp. này mang lại nhiều tiềm năng to lớn trong thủy sản 

nhằm khắc phục hiện trạng ô nhiễm môi trường nuôi trồng thủy sản nói chung và 

trên tôm hùm nói riêng. 

3.1.3. Kết quả phân lập vi khuẩn chuyển hóa ammonia (AOB) từ mẫu bùn 

3.1.3.1. Kết quả xác định vi khuẩn chuyển hóa ammonia có trong mẫu bùn. 

Tổng số 132 mẫu bùn thu từ lồng nuôi tôm hùm (lồng treo và lồng chìm) trong 

thời gian 12 tháng nuôi tôm tại vịnh Xuân Đài, thị xã Sông Cầu, tỉnh Phú Yên được 

pha loãng và chuyển vào môi trường ammonium – calcium – carbonate, các ống 

nghiệm chứa dung dịch huyền phù vi khuẩn này sau khi được ủ ở 28oC khoảng 21 

ngày đã được kiểm tra sự hiện diện của NO2
- bằng thuốc thử Griess – Ilosway. Phản 

ứng giữa dung dịch huyền phù vi khuẩn với thuốc thử Griess – Ilosway theo tỷ lệ 

1:1:1 có màu hồng đậm hoặc nhạt chứng tỏ có sự hiện diện của nhóm vi khuẩn 

chuyển hóa ammonia (AOB) trong môi trường, còn các ống đối chứng âm không 

cho phản ứng màu (phụ lục 1.3.2) 

Sau khi kiểm tra sự hiện diện của nhóm AOB trong 132 mẫu bùn, loại bỏ bớt 

các mẫu bùn có màu hồng nhạt và có mật độ vi khuẩn từ 101 - 102 MPN/gam, kết 
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quả có 21 mẫu bùn có mật độ vi khuẩn nhóm vi khuẩn oxy hóa ammonium (AOB) 

nằm trong khoảng từ 0,9x103 đến 2,1x104 MNP/g. Kết quả nghiên cứu có sự tương 

đồng với một số nghiên cứu trước đó về xác định mật độ vi khuẩn nitrate hóa bằng 

phương pháp MPN như Herbert (1999), khảo sát mật độ vi khuẩn nitrate hóa trong 

đất cho kết quả khoảng 102-104MPN/g. Hesselsoe và ctv (2001), thì được khảo sát 

1,79×103 MPN/g. Ngoài ra trong một nghiên cứu khác của Phạm Thị Tuyết Ngân 

và Nguyễn Hữu Hiệp (2010), biến động mật độ vi khuẩn nitrate hóa bằng phương 

pháp MPN trong ao nuôi tôm sú thâm canh dao động từ 7 đến 2,6×103 MPN/g. Do 

đó, chọn 21 mẫu bùn có mật độ nhóm AOB từ 103 MPN/gam trở lên để tiến hành 

phân lập vi khuẩn (phụ lục 1.3.2). 

3.1.3.2. Kết quả đặc điểm hình thái của các chủng vi khuẩn phân lập được 

Từ 21 mẫu bùn có sự hiện diện của nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia, đã 

phân lập được 60 chủng vi khuẩn có khả năng chuyển hóa ammonia trong môi 

trường ammonium – calcium – carbonate. Tất cả 60 chủng vi khuẩn đều có hình 

dạng khuẩn lạc nhỏ, vun cao trên môi trường phân lập, dạng tròn đều, màu trắng 

trong, trắng sữa, trắng đục, vàng đục hoặc màu cam đục, được tiến hành nhuộm 

Gram để quan sát hình thái tế bào dưới kính hiển vi ở độ phóng đại 1000X, kết quả 

thu được 60 chủng vi khuẩn tế bào có hình cầu hoặc ovan, que ngắn, que dài hoặc 

hình tròn và tất cả đều là vi khuẩn Gram âm, không sinh bào tử (phụ lục 1.3.2, 

1.3.3) 

3.1.3.3. Kết quả xác định khả năng chuyển hóa NH3 của các chủng vi khuẩn  

Tất cả các chủng phân lập được có đặc điểm hình thái nghi ngờ thuộc nhóm 

vi khuẩn AOB được chọn để tiến kiểm tra khả năng chuyển NH3 thành NO2
-, dung 

dịch huyền phù vi khuẩn được chuyển vào môi trường ammonium – calcium –

carbonate. Sau 10 ngày kiểm tra khả năng chuyển hóa NH3 thành NO2
- của nhóm vi 

khuẩn AOB bằng thuốc thử là bộ test kit NH4 NH3 Sera. Trong 60 chủng vi khuẩn 

được khảo sát có 35 chủng có khả năng chuyển hóa ammonia, 25 chủng vi khuẩn 

không có khả năng chuyển hóa ammonia (phụ lục 1.3.2). Khả năng chuyển hóa của 

35 chủng vi khuẩn sau 10 ngày ở các mức độ khác nhau, trong đó có 10 chủng vi 

khuẩn KL2, KL10, KL11, KL14, KL15, KL21, KL26, KL30, KL33, KL35 cho 
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phản ứng màu vàng do sự có mặt của NO2
- nên mức độ chuyển hóa ammonia mạnh, 

các chủng còn lại cho màu phản ứng màu vàng nhạt hơi xanh lá hơn hoặc có màu 

xanh dương nên khả năng chuyển hóa được xếp vào mức yếu và không chuyển hóa. 

Điều này cho thấy mật độ của vi khuẩn AOB đã tăng cao nên khả năng chuyển hóa 

NO2
- mạnh và trong thời gian ngắn. Kết quả này hoàn toàn phù hợp với nghiên cứu 

của Lewis và Pramer (1958), Phạm Thị Tuyết Ngân và Nguyễn Hữu Hiệp (2010) đã 

nghiên cứu quần thể vi khuẩn chuyển hóa đạm trong bùn ao nuôi tôm sú (Penaeus 

monodo).  

3.1.3.4. Kết quả định danh sinh hóa các chủng vi khuẩn  

Sau khi chọn được 10 chủng vi khuẩn ở nội dung 3.1.3.3, tiến hành nhuộm 

gram, thử catalase, oxidase (phụ lục 1.3.3), các phản ứng sinh hóa trên kit API 

20NE và API 20E. Kết quả phản ứng sinh hóa theo kit API 20E và 20NE dành cho 

vi khuẩn Gram (-) thể hiện Bảng 3.4, 3.5. Theo Stanley và Mandel (1971), vi khuẩn 

tham gia quá trình nitrite hóa (AOB) bao gồm có 5 nhóm: Nitrosomonas, 

Nitrosocystis, Nitrosogloea, Nitrosospira và Nitrosococcus, hình dạng tế bào 

Nitrosocystis, Nitrosospira có dạng hình xoắn trong khi tế bào Nitrosococcus có 

dạng hình tròn. Tuy nhiên theo kết quả nhuộm gram, hầu như là que ngắn và gram 

âm, do đó không thể nhận định các chủng vi khuẩn thuộc chi Nitrosomonas. 

Bảng 3.4. Một số phản ứng sinh hóa của các chủng vi khuẩn theo kit API 20NE 

 

Phản ứng sinh hóa            

Chủng vi khuẩn 

KL2 KL10 KL11 KL14 KL15 KL21 KL26 

Gram  - - - - - - - 

Thời gian ủ  24-48 24-48 24-48 24-48 24-48 24-48 24-48 

NO3 (Khử nitrate) + + + + + - - 

TRP (phản ứng indole) - - - - - - - 

GLU (lên men glucose) - - - - - - - 

ADH (arginine 

dihydrolase) 

- - - - + - - 

URE (urease) - + - - + - + 

ESC (esculin) - - - - - + + 

GEL (gelatin) - - - - - + - 

ONPG (β-galactosidase) - - - - - + + 

GLU – assim (đồng hóa 

glucose) 

- + + + + + + 
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ARA (arabinose) + + - + + - + 

MNE (mannose) - + - + + + + 

MAN (D- mannitol) - - + + + - - 

NAG (N -acetyl 

glucosamine) 

- + + + + + + 

MAL (D-maltose) - + + - - + + 

GNT (Gluconate) - + + + + - - 

CAP (capric acid) + - + + + - - 

ADI (adipic acid) + - + - - + - 

MLT (malic acid) + + + + + + - 

CIT (citrate)  + + + + + + - 

PAC (phenyl acetic acid) + - - - - + - 

OX (oxidase) - + + + + + + 

Ghi chú: (+): dương tính; (-): âm tính;  

Tra kết quả trên phần mềm Kit API 20 NE V 8.0, cho thấy chủng vi khuẩn 

KL2 có độ tương đồng với nhóm vi khuẩn Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 

là 99,9%, chủng KL10 có độ tương đồng là 99,9% với chủng vi khuẩn 

Ochrobactrum anthropi, chủng vi khuẩn KL 11 là chủng vi khuẩn Pseudomonas 

aeruginosa với độ tương đồng là 82,9%, KL14 là Pseudomonas fluorescens có độ 

tương đồng là 99,1%, chủng KL15 là Pseudomonas fluorescens có độ tương đồng 

là 99,8%, chủng vi khuẩn KL21 có thể thuộc các chi Burkholderia hoặc 

Sphingomonas và vi khuẩn KL26 là vi khuẩn Sphingoacterium multivorum với độ 

tương đồng là 99,9%.  

Bảng 3.5. Một số phản ứng sinh hóa của các chủng vi khuẩn theo kit API 20E 

Phản ứng sinh hóa            Chủng vi khuẩn 

KL30 KL33 KL35 

Gram  - - - 

Thời gian ủ  24 - 48 giờ 24 - 48 giờ 24-48 giờ 

ONPG (β-galactosidase) - - - 

ADH (arginine dihydrolase) - - - 

LDC (lysine decarboxylase) - - - 

ODC (ornithine decarboxylase - - - 

CIT (citrate) + + - 

H2S (Hydrogen sunfite) - - - 

URE (enzyme urease) - - - 

TDA (enzyme tryptophan deaminase) + - - 

IND (Indole test) + - - 

VP (Voges-Proskauer) - + + 

GEL (enzyme gelatin) - - - 

GLU (lên men glucose) + - - 
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MAN (D-Manose) - - - 

INO (Inositol) + - - 

SOR (Sorbitol) - - - 

RHA(rhamnose) - - - 

SAC (sucrose) - - - 

MEL (melibiose) - - - 

AMY (amygdalin) - - - 

ARA (arabinose) - - - 

OX (oxydase test) - - - 

Ghi chú: (+): dương tính; (-) : âm tính;  

          Kết quả trên phần mềm API 20E V5.0, cho thấy chủng KL30 là vi khuẩn 

Providencia stuartii với độ tương đồng là 97,5%. Chủng vi khuẩn KL33 có thể xuất 

hiện 3 chi vi khuẩn đó là Alcaligenes, Moraxella hoặc Bordetella với độ tương đồng 

là 59,9%. Chủng vi khuẩn KL35 có thể là vi khuẩn Pseudomonas oryzihabitans với 

độ tương đồng là 39,8%. 

 Sau khi thực hiện phản ứng sinh hóa bằng kit API 20NE và 20E, tra kết quả 

trên phần mềm API 20E V5.0, API 20NE V 8.0 thì hầu như kết quả đều nhận diện 

tới loài vi khuẩn. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này chỉ dùng kết quả sinh hóa để 

chọn lọc và nhận diện các chủng vi khuẩn tới chi, để tiếp tục khẳng định tới loài vi 

khuẩn, tiến hành định danh bằng phương pháp giải trình tự gen vùng 16s-rRNA. 

3.1.3.5. Kết quả định danh bằng giải trình tự vùng 16S – rRNA   

Kết quả định danh sinh học phân tử đã xác định được tên loài của 9 chủng vi 

khuẩn có độ tương đồng trên 99% - 100% với kết quả Blast trên NCBI, tất cả 9 

trình tự vi khuẩn đã được đăng ký trên Genbank.  

Bảng 3.6. Bảng kết quả định danh phân tử các nhóm vi khuẩn AOB 

STT 
Chủng vi 

khuẩn 
Tên khoa học 

Độ 

tương 

đồng 

Trình tự 

tham chiếu 

Accession 

number 

1 KL2 Acinetobacter baumannii 99% CP054302.1 OL764399 

2 KL10 Ochrobactrum anthropi 100% AB120120.1 OL764398 

3 KL11 Pseudomonas stutzeri 100% MT568614.1 OL764400 

4 KL14 Pseudomonas stutzeri 99% KY355732.1 OL764401 

5 KL15 Pseudomonas stutzeri 100% KY355732.1 OL764402 

6 KL26 Sphingoacterium multivorum 100% LT899971.1 OL764406 

7 KL30 Providencia stuartii 100% MK640708.1 OL764403 

8 KL33 Alcaligenes faecalis 100% CP048039.1 OL764404 

9 KL35 Micrococus luteus 100% CP033200.1 OL764407 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY355732.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RHWMH869016
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 Trên Bảng 3.6 không có kết quả định danh chủng KL21 bởi vì khi so sánh 

trình tự của chủng vi khuẩn KL21 trên cơ sở dữ liệu của NCBI  thì ở độ tương đồng 

99%, 100% không xác định được loài vi khuẩn nhưng ở độ tương đồng 98% thì 

K21 là Massilia aurea, do đó không kết luận chủng KL21. Chủng KL10, KL2, 

KL26, KL30 có kết quả sinh học phân tử và kết quả sinh hóa (3.1.3.4) hoàn toàn 

trùng khớp nhau, nên có thể kết luận đến loài (Bảng 3.6). Ba chủng KL11, KL14, 

KL15 có kết quả sinh hóa đều thuộc chi Pseudomomas, kết quả định danh vùng 16S 

– rRNA cho thấy 3 chủng vi khuẩn này có độ tương đồng là 99% và 100% với 

khoảng 500 nucleotite cho các chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri.  

 

Hình 3.3. Cây phả hệ của các chủng vi khuẩn AOB 

 Chủng vi khuẩn KL 33, 35 khi tra các phản ứng trên phần mềm API thì bảng 

kết quả có khá nhiều chi khác nhau, độ tương đồng các chi cũng rất thấp, do đó kết 
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quả sinh hóa không thể kết luận được các chủng vi khuẩn đó thuộc chi nào. Khi tiếp 

tục thực hiện phương pháp giải trình tự vùng 16S – rRNA thì chủng vi khuẩn KL33 

cho kết quả trùng với kết quả sinh hóa ở chi Alcaligenes, do đó chủng KL 33 có thể 

sử dụng kết quả định danh là vi khuẩn Alcaligenes faecalis. Riêng chủng vi khuẩn 

KL35 cho kết quả không giống nhau giữa hai phương pháp, tuy nhiên khi sử dụng 

phương pháp giải trình tự vùng 16s rRNA cho kết quả Micrococus luteus với độ 

tương đồng 99%.  

 Cây cây phả hệ ở hình 3.3 được vẽ theo phương pháp Neighbor joining bằng 

phần mềm MEGA X với độ tin cậy là 1000 lần lặp lại thể hiện ở vùng gen được giải 

trình tự hầu như không phát sinh loài có họ hàng gần hay loài khác, Các trình tự gen 

của 9 chủng vi khuẩn phân lập được phân nhóm với các trình tự tham chiếu trên 

NCBI có hệ số bootstrap đạt 99% - 100%. Do đó, đã xác định được 9 loài vi khuẩn 

AOB có khả năng chuyển hóa ammonia thể hiện ở bảng 3.6.  

3.1.3.6. Kết quả đánh giá khả năng chuyển hóa ammonia của các chủng vi 

khuẩn tuyển chọn  

Tất cả 10 chủng vi khuẩn sau khi bổ sung vào môi trường chứa NH4
+, các 

chủng được nuôi cấy qua đêm ở 30oC. Mẫu được thu tại các thời điểm 1 ngày, 2 

ngày, 3 ngày, 4 ngày, 5 ngày, 6 ngày, 7 ngày để xác định nồng độ NO2
-. Thu được 6 

chủng vi khuẩn có hiệu suất chuyển hóa trên 80% và 4 chủng vi khuẩn chuyển hóa 

ammonia dưới 80% (bảng 1.6, phụ lục 1.3.6). 

 

Hình 3.4. Hiệu suất phân giải NH4
+ của các chủng vi khuẩn  

 Hình 3.4 thể hiện 6 chủng vi khuẩn chuyển hóa ammonia trên 80%. Sau 1 

ngày hiệu suất chuyển hóa ammonia của các chủng vi sinh vật còn thấp, điều này có 
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thể lý giải là do vi khuẩn mới chuyển từ môi trường tăng sinh LB sang môi trường 

ammonium – calcium – carbonat nên cần thời gian để quen dần mới môi trường 

mới. Sau 2 ngày, hiệu suất của quá trình chuyển hóa NH4
+ thành NO2

- đã bắt đầu 

tăng lên một lượng nhỏ so với ngày thứ 1, chủng vi khuẩn KL26, KL30 và chủng vi 

khuẩn KL33 có hiệu suất phân giải NH4
+ cao hơn so với chủng vi khuẩn còn lại. 

Đến ngày thứ 3, hiệu suất xử lý của tất cả các chủng vi khuẩn đều bắt đầu tăng 

nhanh, cho thấy các chủng vi khuẩn đã thích nghi được với môi trường và đang hoạt 

động nhanh, mạnh hơn. Sau 4 ngày, vi khuẩn chuyển hóa ammonia hoạt động mạnh 

hơn, hiệu suất chuyển hóa ammonia của chủng vi khuẩn KL26 đạt trên 90% và vi 

khuẩn KL 30, 33 đạt trên 95%. Từ ngày thứ 5 đến ngày thứ 7 thì chủng vi khuẩn 

KL26, KL30, KL33 hầu như hiệu suất chuyển hóa ammonia không thay đổi và đối 

với các chủng KL15, KL21, KL 35 thì đạt hiệu suất xử lý trên 80%. Dựa vào kết 

quả định danh mục 3.1.3.5 có thể kết luận vi khuẩn Sphingoacterium multivorum 

KL26, Providencia stuartii KL30, Alcaligenes faecalis KL33 có sự chuyển hóa 

ammonia nhanh nhất trong thời gian 4 ngày (84 giờ) với hiệu suất xử lý trên 90%. 

Chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15 và Micrococus luteus KL35 có hiệu 

suất chuyển hóa ammonia trên 80% trong 7 ngày. Tác giả Joo (2005) và ctv đã 

nghiên cứu chủng vi khuẩn Alcaligenes faecalis No.4 có tham gia vào quá trình 

nitrate hóa và khử nitrate trong điều kiện hiếu khí. Một nghiên cứu của Su và ctv 

(2006), Joo và ctv (2006) đã phân lập vi khuẩn Pseudomonas sp. và Alcaligenes 

faecalis là 2 loài vi khuẩn dị dưỡng, nitrate hóa và phản nitrate-hóa trong điều kiện có 

oxy và họ đã ứng dụng chúng trong việc loại bỏ N trong nước thải trại chăn nuôi ở 

Đài Loan và Hàn Quốc rất thành công, kết quả trên phù hợp với nghiên cứu chọn lọc 

nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia trong bùn nuôi tôm hùm. Zhao và ctv, 2010 đã 

phân lập và định danh chủng vi khuẩn Providencia rettgeri có khả năng chuyển hóa 

được NH4
+ qua NO2

- khoảng 44,5%. Tran và ctv (2019), đã phân lập 6 chủng vi 

khuẩn thuộc chi Pseudomonas sp. ở các hồ nuôi tôm thẻ và sú ở Sóc Trăng có khả 

năng chuyển hóa ammonia với hiệu suất 100% trong 96 giờ. Phạm Thị Tuyết Ngân 

và ctv (2020), đã phân lập được 2 chủng vi khuẩn chuyển hóa ammonia ở tôm thẻ 

chân trắng, chủng TB7.2 có khả năng oxy hóa ammonia tốt nhất đạt 39,02%, chủng 
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TV4.2 có hiệu suất oxy hóa nitrite đạt đến 27,8% sau 5 ngày, các chủng vi khuẩn 

đều gram âm. Zhang (2020), phân lập và định danh 4 chủng vi khuẩn Pseudomonas 

sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., và Sphingobacterium sp. có khả năng chuyển 

hóa ammonia trong 24 giờ với hiệu suất 91,32% trong xử lý nước thải chăn nuôi. 

Tác giả Lê Công Tuấn và ctv (2021), đã phân lập được hai chủng vi khuẩn 

Pseudomonas (BF01 và BF03) và 1 chủng vi khuẩn Cupriavidus oxalaticus BF02 

từ nước biển tỉnh Thừa Thiên Huế, Việt Nam. Các nghiên cứu cho thấy các chủng 

vi khuẩn này có khả năng loại bỏ các hợp chất nitơ như amoni, nitrit và nitrat trong 

môi trường nuôi cấy. Kết quả nghiên cứu có sự tương đồng với các nghiên cứu đã 

thực hiện trong và ngoài nước về các chủng vi khuẩn chuyển hóa ammonia trong 

nước thải và nước nuôi tôm. Ngoài ra, kết quả khả năng chuyển hóa ammonia của các 

chủng vi khuẩn phân lập từ mẫu bùn ở Vịnh Xuân Đài có hiệu suất xử lý và thời gian 

chuyển hóa ammonia nhanh hơn các nghiên cứu đã tham khảo ngoại trừ nghiên cứu 

của tác giả Tran và ctv (2019).  

3.1.4. Kết quả phân lập vi khuẩn chuyển hóa nitrite từ mẫu bùn 

3.1.4.1. Kết quả xác định vi khuẩn chuyển hóa nitrite có trong mẫu bùn. 

Tổng số 132 mẫu bùn thu từ lồng nuôi tôm hùm (lồng treo và lồng chìm) trong 

thời gian 12 tháng nuôi tôm tại vịnh Xuân Đài, thị xã Sông Cầu, tỉnh Phú Yên. Phản 

ứng giữa dung dịch huyền phù vi khuẩn với thuốc thử Griess – Ilosway có màu 

trắng chứng tỏ có sự hiện diện của nhóm vi khuẩn chuyển hóa nitrite (NOB) trong 

môi trường, còn các ống đối chứng âm màu hồng đậm (phụ lục 1.4.2). 

Kết quả phân tích chỉ số MPN cho thấy, 22 mẫu bùn có mật độ vi khuẩn NOB 

khoảng 102-105 MPN/g tại vùng đáy vịnh Xuân Đài, khá tương đồng với các nghiên 

cứu khác ở trong và ngoài nước. Theo nghiên cứu về mật độ nhóm NOB trong đất 

của một số tác giả như Degrange và Bardin (1995) đếm quần thể NOB từ đất bằng 

phương pháp PCR nằm trong khoảng 101, 102 hoặc 103 CFU/g. Ngoài ra, Rennie và 

Schmidt (1977) cho biết mật độ của chúng cao hơn, từ 103-104 CFU/g. Ở Việt Nam, 

Phạm Thị Tuyết Ngân và Nguyễn Hữu Hiệp (2010) cũng nghiên cứu khảo sát về 

biến động nhóm nitrite hóa bằng phương pháp MPN trong ao nuôi tôm sú thâm 

canh với mức dao động từ 5,5 đến 2,6x103 MPN/g. Hoạt động của NOB giảm ngay 
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sau khi tiếp xúc với ánh nắng mặt trời (Degrange và Bardin, 1995) và NOB trong 

bùn thấp là do hoạt động và sự phát triển của chúng dễ bị ức chế bởi các yếu tố môi 

trường như nồng độ NH3 và pH cao; oxy hòa tan (DO) và NO2 
- thấp, nhiệt độ thấp 

(Rennie và Schmidt, 1997). Ngoài ra, NOB bị giới hạn mạnh bởi cường độ và thời 

gian chiếu sáng chủ yếu là ánh sáng xanh dương và tím (Olson,1981). Trong các ao 

nuôi thủy sản, NOB được xác định mẫn cảm với ánh sáng nhiều hơn nhóm vi khuẩn 

chuyển hóa ammonia (AOB), điều này góp phần làm mất cân bằng quần thể giữa 

chúng (Vanzella và ctv,1985). Sau khi kiểm tra sự hiện diện của nhóm NOB trong 

132 mẫu bùn, loại bỏ bớt các mẫu bùn có màu hồng đậm và có mật độ vi khuẩn 

NOB dưới 102 MPN/g, chọn được 22 mẫu bùn có mật độ nhóm NOB từ 102 MPN/g 

trở lên để tiến hành phân lập vi khuẩn nhóm NOB.  

3.1.4.2. Kết quả đặc điểm hình thái của các chủng vi khuẩn phân lập được 

Từ 22 mẫu bùn có sự hiện diện của nhóm vi khuẩn chuyển hóa nitrite, đã phân 

lập được 50 chủng vi khuẩn có khả năng chuyển hóa nitrite trong môi trường nitrite 

– calcium – carbonate agar. Tất cả 50 chủng vi khuẩn đều có khuẩn lạc nhỏ, lồi, 

nhày vun cao trên môi trường phân lập, dạng tròn đều, màu trắng trong, trắng sữa, 

trắng đục, vàng đục và được tiến hành nhuộm Gram để quan sát hình thái tế bào 

dưới kính hiển vi ở độ phóng đại 1000X, kết quả thu được 10 chủng vi khuẩn tế bào 

có hình cầu, gram âm và 40 chủng vi khuẩn có hình dạng que ngắn, que dài, trong 

đó có 25 chủng vi khuẩn Gram âm, 15 chủng vi khuẩn gram dương. 

3.1.4.3. Kết quả xác định khả năng chuyển hóa NO2
- của các chủng vi khuẩn  

Tất cả các chủng phân lập được có đặc điểm hình thái nghi ngờ thuộc nhóm 

vi khuẩn NOB được chọn để tiến kiểm tra khả năng chuyển hóa NO2
- thành NO3

-. 

Sau 10 ngày kiểm tra khả năng chuyển hóa NO2
- thành NO3

- của nhóm vi khuẩn 

NOB bằng thuốc thử là bộ test kit NO2 Sera. Trong 50 chủng vi khuẩn được khảo 

sát có 40 chủng có khả năng chuyển hóa nitrite, 10 chủng vi khuẩn không có khả 

năng chuyển hóa nitrite. Trong 40 chủng vi khuẩn, cho thấy khả năng chuyển hóa 

của các chủng vi khuẩn ở các mức độ khác nhau trong 10 ngày, trong đó có 16 

chủng vi khuẩn CKT, C2/1, C2/2, C3/1, C4/2, C8/1, C9/1, C10, TKT, T1, T2/2, T3/1, 

T4/1, T5/3, T7/3, T9 khi phản ứng với bộ test kit cho phản ứng màu vàng do sự có 
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mặt của NO3
- nên mức độ chuyển hóa nitrite mạnh nên không còn có nitrite, các 

chủng còn lại cho màu phản ứng màu cam hay màu đỏ nhạt nên khả năng chuyển 

hóa được xếp vào mức yếu (phụ lục 1.4.2). 

3.1.4.4. Kết quả định danh sinh hóa các chủng vi khuẩn  

Sau khi chọn được 16 chủng vi khuẩn từ mục 3.1.4.3, tiến hành nhuộm gram, 

thử catalase, oxidase và các phản ứng sinh hóa trên kit API. Trong đó có 10 chủng 

vi khuẩn là Gram (+) và 6 chủng vi khuẩn gram (-).  

Tiến hành định danh bằng phản ứng sinh hóa theo kit API 20E, 20NE sử dụng 

cho vi khuẩn Gram (-), kit Coryne sử sụng cho Gram (+) thể hiện Bảng 3.11, 3.12 

và 3.13. Kit API 20E sử dụng cho nhóm vi khuẩn gram âm có phản ứng oxidase âm 

tính, API 20NE sử dụng cho nhóm vi khuẩn gram âm có phản ứng oxidase dương 

tính. Theo Stanley và Mandel (1971), Nitrobacter, Nitrospina và Nitrosococcus là 3 

nhóm vi khuẩn tham gia vào giai đoạn nitrite hóa, chuyển hóa NO2
- sang NO3

- 

nhưng theo tác giả này 3 loài vi khuẩn trên khác nhau về hình dạng tế bào. 

Nitrobacter có dạng hình que ngắn, trong khi Nitrospina có dạng hình que dài và 

Nitrosococcus có dạng hình cầu lớn. Tuy nhiên theo kết quả nghiên cứu hình thái 

thì hình dạng khuẩn lạc và hình dạng Gram hầu như là que ngắn và gram âm hay 

gram dương, không thể nhận định chi vi khuẩn dựa trên hình thái khuẩn lạc, do đó 

tiến hành định danh sinh hóa và sinh học phân tử.  

Định danh vi khuẩn bằng các phản ứng sinh hóa và kit chuẩn đoán API 

20E, API 20NE, API Coryne 

Kết quả Bảng 3.7 cho thấy khi tra phần mềm API 20E V5.0, thì cả 4 chủng vi 

khuẩn TKT, T2/2, C2/2, C4/2 có độ tương đồng với chủng vi khuẩn 

Stenotrophomonas maltophilia là 96,7%. Hai chủng vi khuẩn T1, C3/1 có độ tương 

đồng 99,7% với chủng vi khuẩn Stenotrophomonas maltophilia. 

Bảng 3.7. Kết quả phản ứng sinh hóa của các chủng vi khuẩn theo kit API 20E. 

Phản ứng sinh hóa 

  

Chủng vi khuẩn 

TKT T1 T2/2 C2/2 C3/1 C4/2 

ONPG (β-galactosidase) + + + + + + 

ADH (arginine dihydrolase) - - - - - - 

LDC (lysine decarboxylase) - + - - + - 
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Phản ứng sinh hóa 

  

Chủng vi khuẩn 

TKT T1 T2/2 C2/2 C3/1 C4/2 

ODC (ornithine decarboxylase - - - - - - 

CIT (citrate) + + + + + + 

H2S (Hydrogen sunfite)  - - - - - - 

URE (enzyme urease) - - - - - - 

TDA (enzyme tryptophan deaminase) - + - - + - 

IND (Indole test) - - - - - - 

VP (Voges-Proskauer) - - - - - - 

GEL (enzyme gelatinase) + + + + + + 

GLU (lên men glucose) - - - - - - 

MAN (D-Manose) - - - - - - 

INO (Inositol) - - - - - - 

SOR (Sorbitol) - - - - - - 

RHA(rhamnose) - - - - - - 

SAC (sucrose) - - - - - - 

MEL (melibiose) - - - - - - 

AMY (amygdalin) - - - - - - 

ARA (arabinose) - - - - - - 

OX (oxidase test) - + - - + - 

     Ghi chú: (+): dương tính; (-): âm tính. 

Bảng 3.8. Kết quả phản ứng sinh hóa của các chủng vi khuẩn theo kit API 20NE. 

    Phản ứng sinh hóa            Chủng vi khuẩn 

T3/1 T4/1 CKT C2/1 

NO3 (khử nitrate) + - + + 

TRP (phản ứng indole) - - + + 

GLU (lên men glucose) - - - - 

ADH (arginine dihydrolase) - - - - 

URE (urease) - - + + 

ESC (esculin) - - + + 

GEL (gelatinase) - - + + 

PNG (β-galactosidase) - - + + 

GLU - assim (đồng hóa glucose) - - - - 

ARA (arabinose) - - - - 

MNE (mannose) - - - - 

MAN (D-mannitol) + - - - 

NAG (N-acetyl glucosamine) - - - - 

MAL (D-maltose) - - - - 

GNT (Gluconate) - - - - 

CAP (capric acid) - + - - 

ADI (adipic acid) - - - - 
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MLT (malic acid) + - - - 

CIT (citrate)  + + - - 

PAC (phenyl acetic acid) + - - - 

OX (oxidase) + - + + 
Ghi chú: (+): dương tính; (-): âm tính.  

 Bảng 3.8, tra phần mềm API 20NE V8.0, cho thấy 2 chủng vi khuẩn CKT và 

C2/1 có độ tương đồng 99,8% với chủng vi khuẩn Chryseobacterium indologenes. 

Chủng vi khuẩn T3/1 có độ tương đồng 72,5% với chủng vi khuẩn Delftia 

acidovorans. Chủng vi khuẩn T4/1 có độ tương đồng 90,9% với chủng vi khuẩn 

Acinetobacter junii/johnsonii.  

Bảng 3.9. Kết quả phản ứng sinh hóa của các chủng vi khuẩn theo kit API Coryne 

    Phản ứng sinh hóa            Chủng vi khuẩn 

C8/1 C9/1 C10 T5/3 T7/3 T9 

NO3 (khử nitrate) + - - + + + 

PYZ (Pyrazinamidase) + + - + + - 

PYRA (Pyrrolidonyl arylamidase) - + - - - - 

PAL (Alkaline – phosphatase) - + - + + - 

Beta -GUR (beta- glucuronidase) - - - - - - 

Beta -GAL (beta – galactosidase) + + + - - - 

Alpha -GUL (alpha – glucosidase) - + - + + + 

Beta -NAG (N – acetyl – beta – 

glucosidase) 

- - + - - - 

ESC (thủy phân esculin) + + + + + + 

URE (Thủy phân Ure) - - - - + - 

GEL (thủy phân gelatinase) + + - + - - 

Control (control fermentation) - - - - - - 

GLU (lên men D-Glucose) - - + + + - 

RIB (lên men D-ribose) - - - + - - 

XYL (lên men D-xylose) - - - - - - 

MAN (lên men D-mannitol) - - + - - - 

MAL(lên men maltose) - + + + - - 

LAC (lên men lactose) - - - + - - 

SUR (lên men sucrose) - + + + - - 

GLYG (lên men  glycogen) - - - - - - 

CAT (catalase) + + + + + + 
Ghi chú: (+): dương tính; (-): âm tính.   

Trên Bảng 3.9, tất cả các chủng vi khuẩn gram dương đều có phản ứng 

catalase dương tính, thủy phân gelatine. Tra phần mềm API Coryne V4.0 thấy rằng 

chủng vi khuẩn C8/1 này có độ tương đồng 89,2% với chi vi khuẩn Arthrobacter 
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spp., chủng vi khuẩn C9/1 có độ tương đồng 98,7% với chi Brevibacterium spp., 

chủng vi khuẩn C10 có độ tương đồng 99,5% với chủng vi khuẩn Propionibacterium 

avidum, chủng vi khuẩn T5/3 tương đồng với 68,5% với nhóm Cellulomonas 

spp./Microbacterium spp., chủng vi khuẩn T7/3, T9 tương đồng với nhóm vi khuẩn 

Rhodococcus spp. lần lượt là 92,9% và 94,3%. Kết quả định danh sinh hóa khi kiểm 

tra trên phần mềm đều cho kết quả tới loài của các chủng vi khuẩn, tuy nhiên, trong 

nghiên cứu này chỉ dùng kết quả sinh hóa để chọn lọc và nhận diện các chủng vi 

khuẩn tới chi, để tiếp tục khẳng định tới loài vi khuẩn, tiến hành định danh bằng 

phương pháp phân tích trình tự gen vùng 16s-rRNA. 

3.1.4.5. Định danh vi khuẩn bằng phân tích trình tự gen 16S rRNA 

Kết quả định danh sinh học phân tử đã xác định được tên loài của 16 chủng vi 

khuẩn có độ tương đồng trên 98% - 100% với kết quả Blast trên NCBI, tất cả các 

trình tự vi khuẩn đã được đăng ký trên Genbank.  

Bảng 3.10. Kết quả định danh 16 chủng vi khuẩn NOB 

STT 

Chủng 

vi 

khuẩn 

Tên khoa học 

Độ 

tương 

đồng 

Trình tự 

tham chiếu 

Accession 

number 

1 CKT Chryseobacterium gleum 100% LR134289.1 OL774697 

2 C2/1 Chryseobacterium gleum 100% LR134289.1 OL774698 

3 C2/2 Stenotrophomonas pavanii 100% MN443620.1 OL774693 

4 C3/1 Stenotrophomonas maltophilia 100% CP047310.1 OL774699 

5 C4/2 Stenotrophomonas pavanii 100% MN443620.1 OL774694 

6 C8/1 Arthrobacter nicotianae 98% KC178593.1 OL774687 

7 C9/1  Bacillus megaterium 99% GU998818.1 OL774688 

8 C10 Oceanobacillus iheyensis 99% HM854234.1 OL774689 

9 TKT Stenotrophomonas pavanii 99% MN443620.1 OL774695 

10 T1 Stenotrophomonas maltophilia 99% FJ811968.1 OL774699 

11 T2/2 Stenotrophomonas pavanii 100% MZ436651.1 OL774696 

12 T3/1 Delftia lacustris 99% CP065748.1 OL774701 

13 T4/1 Acinetobacter junii 99% MK089549.1 OL774702 

14 T5/3 Bacillus aryabhattai 99% KU161293.1 OL774690 

15 T7/3 Rhodococcus aetherivorans 99% KP217189.1 OL774691 

16 T9 Rhodococcus rhodochrous 99% KF803583.1 OL774692 

Kết quả định danh ở bảng 3.10, chủng vi khuẩn Stenotrophomonas 

maltophilia, Stenotrophomonas pavanii có độ tương đồng 99% - 100% với kết quả 
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BLAST trên cơ sở dữ liệu của NCBI và kết quả sinh hóa trên kit API 20E, 20NE 

cho thấy cả 6 chủng vi khuẩn đều là Stenotrophomonas maltophilia. Trên cây phả 

hệ hình 3.5, cho thấy các chủng vi khuẩn TKT, T2/2, C2/2, C4/2, C3/1 và T1 tách 

thành một nhánh riêng với 2 chủng vi khuẩn Stenotrophomonas pavanii, 

Stenotrophomonas maltophilia, có hệ số boottraps 85% với chủng vi khuẩn 

MN416486.1Stenotrophomonas pavanii, tiếp tục so sánh với hai trình tự 

NR116793.1, JF748683.2 Stenotrophomonas pavanii với hệ số boottraps 100%.  

Tham khảo kết quả nghiên cứu của tác giả Urszula và ctv (2009), Ramos và ctv 

(2011), thực hiện nuôi 6 chủng vi khuẩn trên môi trường có sự hiện hiện của muối 

NaCl 4,5% và ủ ở nhiệt độ 42oC thì hai chủng vi khuẩn C3/1 và T1 mọc trên môi 

trường (phụ lục 1.4.5), còn 3 chủng vi khuẩn TKT, C2/2, C4/2, không thấy xuất hiện 

trên môi trường hay chủng T2/2 khoảng 10 khuẩn lạc có thể nhận định chủng vi 

khuẩn C3/1 và T1 là Stenotrophomonas maltophilia và các chủng vi khuẩn TKT, 

T2/2, C2/2, C4/2 là Stenotrophomonas pavanii.    

Kết quả định danh bằng phương pháp phân tích trình tự gen 16s – rRNA của 2 

chủng vi khuẩn C9/1, T5/3 là Bacillus megaterium, Bacillus aryabhattai. Kết quả 

sinh hóa phần 3.1.4.4 và sinh học phân tử của hai chủng vi khuẩn C9/1, T5/3 có sự 

khác nhau về chi và loài vi khuẩn. Do đó, đã thực hiện thêm 1 số phản ứng sinh hóa 

theo khóa phân loại Bergey, cho thấy hai chủng có phản ứng thủy phân tinh bột, 

thủy phân casein, phản ứng citrate dương tính và phát triển ở nồng độ NaCl 6,5%, 

sinh bào tử, do đó có thể kết luận 2 chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus (phụ lục 

1.4.4). Ngoài ra, trên cây phả hệ, cho thấy hai chủng vi khuẩn C9/1, T5/3 tạo nhánh 

với trình tự hai chủng vi khuẩn Bacillus megaterium, Bacillus aryabhattai với độ tin 

cậy 100%. Do đó, có thể kết luận kết quả định danh của 2 chủng vi khuẩn theo bảng 

3.10. Chủng vi khuẩn C10 cũng có kết quả sinh hóa và sinh học phân tử khác nhau 

về chi vi khuẩn, tuy nhiên trên cây phả hệ cho thấy C10 phân nhánh với trình tự vi 

khuẩn NR 028001.1 Oceanobacillus iheyensis với độ tin cậy 100%. Do đó có thể 

kết luận kết quả định danh chủng vi khuẩn này theo bảng 3.10. 

Dựa vào kết quả sinh hóa và kết quả giải trình tự gen 16S rRNA cùng với cây 

phả hệ ở hình 3.5, thấy các chủng vi khuẩn cùng nhánh di truyền, không phát sinh 
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loài mới, có độ tin cậy cao với các trình tự vi khuẩn tham chiếu, có thể khẳng định 

chủng vi khuẩn CKT và C2/1 là Chryseobacterium gleum, chủng T3/1 là Delftia 

lacustris, chủng ký hiệu T4/1 là Acinetobacter junii, chủng vi khuẩn C8/1 là 

Arthrobacter nicotianae, T7/3 là Rhodococcus aetherivorans và T9 là Rhodococcus 

rhodochrous.  

 

Hình 3.5. Cây phả hệ của các chủng vi khuẩn NOB 

Theo tác giả Phạm Thị Tuyết Ngân và ctv (2011), Nitrosomonas nitrosa và 

Nitrobacter winogradskyi là 2 loài vi khuẩn nitrite hóa hiện diện trong ao nuôi tôm 

sú thâm canh, phù hợp với nghiên cứu của các tác giả khác là nhóm vi khuẩn NO2
- 
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bao gồm 5 giống khác nhau: Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosobrio, 

Nitrozolobus và Nitrosospira (Waston  và ctv, 1989; Bock and Koops, 1992; 

Herbert, 1999). Tuy nhiên, theo kết quả định danh sinh học phân tử trong nghiên 

cứu này đã xác định được các loài vi khuẩn Stenotrophomonas pavanii, 

Chryseobacterium gleum, Stenotrophomonas maltophilia, Delftia lacustris, 

Acinetobacter junii, Rhodococcus rhodochrous, Arthrobacter nicotianae, 

Rhodococcus aetherivorans, Bacillus megaterium, Bacillus aryabhattai, 

Oceanobacillus iheyensis là các chủng chuyển hóa NO2
- trong môi trường nước 

mặn được phân lập từ bùn đáy ở vịnh Xuân Đài, tỉnh Phú Yên. Kết quả phân lập vi 

khuẩn chuyển hóa NO2
-  khác với một số nghiên cứu phân lập vi khuẩn chuyển hóa 

trong ao tôm thẻ chân trắng, tôm sú trong nước và thế giới. Hiện nay, những nghiên 

cứu về nhóm vi sinh vật  chuyển hóa NO2
- trong bùn nuôi tôm hùm còn rất hạn chế, 

các loài vi khuẩn đã được xác định trong nghiên cứu này hiện vẫn chưa được đề cập 

đến việc chuyển hóa NO2
- trong nuôi trồng thủy sản, tuy nhiên có một số nghiên 

cứu trên thế giới đã minh chứng đặc tính của vi khuẩn Acinetobacter sp. có khả 

năng chuyển hóa NO2
- trong bùn của nước thải xử lý thực vật (Li, 2019), chủng vi 

khuẩn Delftia lacustris có khả năng phân hủy chất peptidoglycan trong tự nhiên 

(Jørgensen và ctv, 2009), chủng vi khuẩn Stenotrophomonas maltophilia có khả 

năng sử dụng các hợp chất thơm (Urszula  và ctv, 2009), chủng vi khuẩn 

Stenotrophomonas pavanii phân lập từ thân của một giống mía ở Brazil có khả năng 

cố định Nitơ (Ramos và ctv, 2011), chủng vi khuẩn Chryseobacterium gleum phân 

hủy dầu mỏ tại các vùng đất nhiễm xăng dầu (Đinh Thị Vân và Ngô Cao Cường, 

2018), chủng vi khuẩn Rhodococcus sp. được sử dụng làm probiotic cho cá hồng 

cam (Puntius conchonius), kết quả tăng trưởng về chiều dài, chiều rộng, trọng 

lượng của cá hơn hẳn nghiệm thức đối chứng, ngoài ra, màu sắc trong mô cá cũng 

khác so với đối chứng (Vianey và ctv, 2016). Chủng vi khuẩn Rhodococcus ruber 

tạo chất hoạt hóa bề mặt sinh học đã được phân lập tại nước ô nhiễm dầu ven biển 

Vũng Tàu (Lại Thị Hiền và ctv, 2013).  
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3.1.4.6. Kết quả đánh giá khả năng chuyển hóa nitrite của các chủng vi khuẩn 

tuyển chọn  

Sau khi định danh các chủng vi khuẩn, 16 chủng vi khuẩn được nuôi cấy trong 

môi trường định lượng nitrite, khảo sát từ 12 giờ - 72 giờ (bảng 1.10, phụ lục 1.4.6 

trình bày sai số và trắc nghiệm phân hạng theo thời gian giữa các nghiệm thức).  

Hình 3.6 cho thấy khả năng chuyển hóa NO2
- của nhóm vi khuẩn bắt đầu thích nghi 

ở giai đoạn 24 giờ, bắt đầu tăng cao sau 36 giờ. Ở thời điểm 48 giờ, hiệu suất xử lý 

của các chủng vi khuẩn đều tăng lên và đạt trên 80%, đến giai đoạn 60 -72 giờ thì 

hiệu suất chuyển hóa NO2
- tăng nhẹ và đường biểu diễn gần như như nằm ngang. 

 

Hình 3.6. Hiệu suất chuyển hóa NO2
- của các chủng vi khuẩn  

 Sau 72 giờ, hiệu suất chuyển hóa nitrite của các chủng vi khuẩn là từ 66,5 

% - 98,21%, trong đó có 11 chủng vi khuẩn CKT, C2/1, C2/2, C3/1, C4/2, TKT, T1, 

T2/2, T3/1, T4/1, T9 hiệu suất chuyển hóa nitrite trên 95%, chủng vi khuẩn T2/2 có 

hiệu suất xử lý cao nhất (98,21%) và chủng thấp nhất là T9 (95,05%). Theo Nguyễn 

Văn Minh (2012) đã phân lập tuyển chọn chủng vi khuẩn chuyển hóa nitrite 84,17% 

trong thời gian 7 ngày trong nước nuôi trồng thủy sản. Các dòng vi khuẩn NB1, 

NB2 và NB5 được phân lập từ bùn thải của bể xử lý sinh học thuộc khu liên hợp xử 

lý chất thải Nam Bình Dương có khả năng chuyển hóa nitrite (2 g/L) với hiệu suất 

tương ứng là 99,85%; 97,15% và 98,44% sau 24 giờ (Trần Ngọc Hùng và Huỳnh 

Thị Kim Trang, 2017). So sánh kết quả của nghiên cứu với các tác giả trên, các 

chủng vi khuẩn NOB trong nghiên cứu này có khả năng chuyển hóa chậm hơn các 

chủng vi khuẩn từ nước thải chăn nuôi, nhưng lại có kết quả chuyển hóa nitrite tốt 

hơn chủng vi khuẩn cùng phân lập trong nước nuôi trồng thủy sản. Ngoài ra, đối với 
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các chủng vi khuẩn chuyển hóa nitrite được phân lập tại nền đáy Vịnh Xuân Đài thì 

có kết quả tương tự với nghiên cứu của nhóm tác giả Nguyễn Thị Phi Oanh và 

Nguyễn Thị Trúc Mai (2019), cho rằng nhóm vi khuẩn chuyển hóa NO2
- được phân 

lập tại ao tôm thẻ chân trắng ở Bạc Liêu cho hiệu suất xử lý NO2
- là 97,2% trong 

thời gian 3 ngày. Theo tác giả Shu Ma (2021), chủng vi khuẩn Rhodococcus sp. 

phân lập từ nước thải lợn, chuyển hóa 85% ammonia với tốc độ là 3,4 mg/L 

ammonia trong 1 giờ. Do đó, để đánh giá được thời điểm xử lý NO2
- mạnh nhất của 

từng chủng vi khuẩn cần phải tiến hành khảo sát tại các mốc thời gian liên tiếp 

nhau. Kết quả định lượng NO2
- thấy, khả năng xử lý nitrite của mỗi chủng vi khuẩn 

tại các thời điểm khác nhau là có sự khác biệt và tùy thuộc vào môi trường, chủng 

vi sinh vật.  

3.1.5. Khảo sát khả năng chuyển hóa các hợp chất chứa nitơ và khả năng chịu 

mặn của các nhóm vi khuẩn thuộc chi Bacillus, AOB và NOB. 

 Sau khi đã phân lập và định danh 5 chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus chuyển 

hóa ammonia trên 95%, 5 chủng vi khuẩn AOB chuyển hóa trên 80% và 11 chủng 

NOB chuyển hóa nitrite trên 95%, nhằm lựa chọn nhóm vi khuẩn để tiến hành cho 

nội dung 2, nhân sinh khối tạo chế phẩm vi sinh ứng dụng trong nuôi trồng thủy 

sản, tiến hành đánh giá các đặc tính khác của 21 chủng vi khuẩn trên như chuyển 

hóa các hợp chất chứa nitơ và khả năng chịu mặn ở nồng độ muối khác nhau.  

3.1.5.1. Khảo sát khả năng chuyển hóa NO2
-, NO3

- và khả năng chịu mặn của 

các chủng vi khuẩn Bacillus, vi khuẩn AOB.  

 Kết quả định tính (bảng 1.11, phụ lục 1.6) cho thấy có 4 chủng vi khuẩn có khả 

năng chuyển hóa cả NO2
- và NO3

-, đó là các chủng vi khuẩn Bacillus sp. B5, Bacillus 

licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15, Alcaligenes faecalis KL33.  

 

Hình 3.7. Hiệu suất chuyển hóa NO2
- của 4 chủng vi khuẩn 
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Tiến hành định lượng khả năng chuyển hóa nitrite và nitrate của 4 chủng vi 

khuẩn, kết quả hình 3.7 cho thấy hiệu suất chuyển hóa nitrite của các nhóm vi 

khuẩn tăng sau hai ngày và tất cả các chủng vi khuẩn đều có hiệu suất chuyển hóa 

trên 90% sau 4 ngày. Chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15, Bacillus 

licheniformis B85 chuyển hóa nitrite sau 4 ngày với hiệu suất là 99,06% và 96,97%. 

Hai chủng vi khuẩn Bacillus sp. B5, Alcaligenes faecalis KL33 có hiệu suất 

chuyển hóa nitrite trên 90% trong thời gian 4 ngày.  

 

      Hình 3.8. Hiệu suất chuyển hóa NO3
- của 4 chủng vi khuẩn 

Kết quả hình 3.8 cho thấy hiệu suất chuyển hóa nitrate của các nhóm vi 

khuẩn tăng sau hai ngày, tăng mạnh từ ngày thứ 2 đến ngày thứ 3 và đến ngày thứ 

tư thì hầu như không tăng. Chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15, Bacillus 

licheniformis B85 có khả năng chuyển hóa nitrate cao nhất sau 4 ngày với hiệu suất 

là 98,02 %, 89,63%. Hai chủng vi khuẩn Bacillus sp. B5, Alcaligenes faecalis KL33 

có hiệu suất chuyển hóa nitrate là 63,87%, 52,12% sau 4 ngày.  

    

Hình 3.9. Khả năng sống ở các nồng độ NaCl của 4 chủng vi khuẩn  
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Hình 3.9 (phụ lục 1.6 – bảng 1.16) cho thấy 4 chủng vi khuẩn đều có khả năng sống 

ở các nồng độ muối từ 2% đến 7% và nồng độ muối càng cao thì mật độ các vi sinh 

vật càng giảm, trong đó chủng vi khuẩn Bacillus sp. B5 có khả năng chịu mặn tốt 

nhất so với 3 chủng vi khuẩn còn lại. 

Tác giả Rajakumar (2008) đã nghiên cứu hiệu quả giảm nitrate 99,4% của 

nhóm vi khuẩn Bacillus sp. và Pseudomonas sp. trong nước thải giàu nitrate ở nhiệt 

độ 30oC, pH 7. Tác giả Trịnh Hoài Vũ (2014) phân lập được 3 chủng vi khuẩn 

P.stutzeri có khả năng xử lý NH4
+ với hiệu suất 77,4% - 86,75%, NO2

- có hiệu suất 

90,36 -98,79 %, NO3
- có hiệu suất là 61,01% - 81,17% với thời gian là 96 giờ trong 

ao nuôi cá tra. Abdollahi-Arpanahi và ctv (2018) đã nghiên cứu hiệu quả của chế 

phẩm đã nghiên cứu hiệu quả của chế phẩm sinh học Bacillus subtilis và Bacillus 

licheniformis về năng suất tăng trưởng, sinh lý học miễn dịch và phản ứng đề kháng 

của tôm thẻ chân trắng con (Litopenaeus vannamei) và kết luận rằng tôm được nuôi 

bằng men vi sinh cho thấy khả năng chống chịu với môi trường cao. Nhóm tác giả 

Hastuti (2019) đã định danh 3 chủng vi sinh vật chuyển hóa nitrite là Pantoea 

calida, Pseudomonas stutzerii và Halomonas sp. từ nước nuôi cua. Kết quả nghiên 

cứu khá phù hợp với các nghiên cứu hiện nay trong và ngoài nước.  

Từ các kết quả trên, với tiêu chí là chọn chủng vi khuẩn có khả năng chuyển 

hóa các hợp chất ammonia, nitrite, nitrate trên 80%, đã chọn chủng vi khuẩn 

Bacillus licheniformis B85 chuyển hóa ammonia trên 95% trong 24 giờ, chuyển hóa 

nitrite 96,97%, chuyển hóa nitate 89,63% trong 4 ngày và chủng vi khuẩn thứ 2 là 

Pseudomonas stutzeri KL15, có hiệu suất chuyển hóa ammonia 83,87% trong 7 

ngày, chuyển hóa nitrite 99,06% trong 4 ngày, nitrate 98,02 % trong 4 ngày để tiến 

hành thí nghiệm cho nội dung tiếp theo.  

3.1.5.2. Khảo sát khả năng chuyển hóa NH4
- và NO3

- và khả năng chịu mặn của 

nhóm vi khuẩn NOB. 

Từ 11 chủng vi khuẩn NOB chuyển hóa nitrite trên 95%, kết quả định tính ( 

phụ lục 1.6 - bảng 1.12) cho thấy có 4 chủng vi khuẩn có khả năng chuyển hóa cả 

NH4
+ và NO3

-, đó là các chủng vi khuẩn Chryseobacterium gleum CKT, 

Stenotrophomonas maltophilia T1, Stenotrophomonas pavanii T2/2, Rhodococcus 
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rhodochrous T9. Do đó, 4 chủng vi khuẩn trên được chọn tiến hành định lượng hàm 

lượng ammonia và nitrate để xác định hiệu suất xử lý.  

 

Hình 3.10. Hiệu suất chuyển hóa NH4
+ của 4 chủng vi khuẩn 

Hình 3.10 cho thấy hiệu suất chuyển hóa ammonia của 4 chủng vi khuẩn của 

các nhóm vi khuẩn tăng từ ngày thứ 3 đến ngày thứ 5. Đến ngày thứ 5, hiệu suất 

chuyển hóa ammonia của vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 tăng lên 86,21%, 

ngày thứ 6 thì hiệu suất chuyển hóa không tăng mà có dấu hiệu giảm nhẹ và không 

có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê. Còn hiệu suất chuyển hóa ammonia của 

3 chủng vi khuẩn còn lại đến ngày thứ 5 là 60%, qua ngày thứ 6 sự chuyển hóa 

ammonia không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với ngày thứ 5. 

 

     Hình 3.11. Hiệu suất chuyển hóa NO3
- của 4 chủng vi khuẩn  

Hình 3.11 cho thấy hiệu suất chuyển hóa nitrate của 4 chủng vi khuẩn tăng từ 

ngày thứ 1 đến ngày thứ 3, ngày thứ tư hiệu suất chuyển hóa nitrate không có sự 

khác biệt có ý nghĩa thống kê với ngày thứ 3. Sau 4 ngày, chủng vi khuẩn 

Rhodococcus rhodochrous T9 có hiệu suất chuyển hóa nitrate là 81,24% và hai 

chủng vi khuẩn Stenotrophomonas maltophilia T1, Stenotrophomonas pavanii T2/2 

đều có hiệu suất chuyển hóa dưới 65%. Riêng chủng vi khuẩn Chryseobacterium 
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gleum CKT có hiệu suất chuyển hóa nitrate dưới 50% sau 4 ngày. 

Kết quả nghiên cứu tương tự của tác giả Chen và ctv (2012) chủng vi khuẩn 

Rhodococcus sp. chuyển đổi 85% ammonia thành nitrite, nitrate và khử nitơ trong 

25 giờ, chứng tỏ chủng vi khuẩn thực hiện đồng thời quá trình nitrate hóa, khử nitơ 

trong xử lý nước. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu của Li (2013) cũng cho thấy 

Rhodococcus sp. có khả năng sử dụng ammonia và nitrate như nguồn nitơ khi được 

nuôi cấy trong môi trường tăng sinh.  

 

Hình 3.12. Khả năng sống ở các nồng độ NaCl của 4 chủng vi khuẩn  

Hình 3.12 (phụ lục 1.6 bảng -1.17) cho thấy 4 chủng vi khuẩn đều có khả năng 

sống ở các nồng độ muối từ 2% - 7%, nồng độ muối càng cao thì mật độ các vi sinh 

vật càng giảm, vi khuẩn Stenotrophomonas maltophilia T1  phát triển tốt nhất so với 

3 chủng vi khuẩn lại. Tuy nhiên với mục tiêu là chọn lọc nhóm vi khuẩn chuyển hóa 

ammonia, nitrate trên 80% trong thời gian 3-5 ngày để tiến hành tiếp tục cho nội 

dung 2, từ các kết quả trên, chỉ chọn được 1 chủng vi khuẩn Rhodococcus 

rhodochrous T9  có chuyển hóa ammonia trên 86,21 % trong thời gian 5 ngày, 

chuyển hóa nitrite 95,01 % trong 3 ngày, chuyển hóa nitrate 81,24 % trong 4 ngày 

để tiến hành thí nghiệm cho nội dung tiếp theo. 

 Tóm lại, qui trình phân lập, định danh và tuyển chọn được ba chủng vi khuẩn 

từ nền đáy vùng nuôi tôm hùm là vi khuẩn Bacillus licheniformis B85, 

Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus rhodochrous T9 có khả năng chuyển hóa 

ammonia, nitrite và nitrate tốt nhất được thực hiện như hình 3.13.    

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen+P&cauthor_id=22531166
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Hình 3.13. Qui trình phân lập 3 chủng vi khuẩn ở nền đáy vùng nuôi tôm hùm 

3.2. Nội dung 2: Tạo chế phẩm vi sinh dạng lỏng và bột 

3.2.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng nuôi cấy và tối ưu hóa thành phần môi 

trường lên men tạo chế phẩm dạng lỏng của các chủng vi khuẩn  

3.2.1.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến sự tăng sinh khối ba chủng vi 

khuẩn 

Thu mẫu bùn từ nền đáy vùng nuôi 

tôm hùm Vịnh Xuân Đài  

Phân lập trên thạch đĩa - 

MT TSA bổ sung NaCl  

Kiểm tra sự hiện diện của vi 

khuẩn trên môi trường lỏng 

ammonium - calcium -

carbonate, bổ sung NaCl với 

thuốc thử Griess – Ilosway, 

21 ngày ủ trong tối, 28oC 

Xác định mật độ vi khuẩn  

theo bảng MPN 

Định tính khả năng 

chuyển hóa ammonia 

bằng bộ kit Sera 

NH4/NH3 

Phân lập vi khuẩn trên môi 

trường thạch ammonium – 

calcium – carbonate sau 21 

ngày ủ trong tối, 28oC 

Thực hiện phản ứng 

sinh hóa theo khóa phân 

loại Bergey  

Thực hiện phương 

pháp giải trình gen  

vùng 16S r-RNA 

Khảo sát khả năng 

chuyển hóa ammonia 

bằng phương pháp 

Phenat 

B.licheniformis B85 P. stutzeri KL15 R. rhodochrous T9 

Định tính khả năng chuyển 

hóa ammonia bằng bộ kit 

Sera NH4/NH3  

 

Thực hiện phương pháp 

giải trình gen vùng 

16S r-RNA 

Khảo sát khả năng 

chuyển hóa ammonia 

bằng phương pháp 

Phenat 

Thực hiện phản ứng 

sinh hóa bằng kit API   

Kiểm tra sự hiện diện của 

vi khuẩn trên môi trường  

lỏng nitrite - calcium -

carbonate,bổ sung NaCl với 

thuốc thử Griess  Ilosway, 

21 ngày ủ trong tối, 28oC 

Xác định mật độ vi khuẩn  

theo bảng MPN 

Phân lập vi khuẩn trên môi 

trường thạch nitrite – 

calcium – carbonate sau 21 

ngày ủ trong tối, 28oC. 

Định tính khả năng chuyển 

hóa ammonia bằng bộ kit 

Sera NO2 

 

Thực hiện phản ứng 

sinh hóa bằng kit API   

Thực hiện phương pháp 

giải trình gen vùng 

16S r-RNA 

Khảo sát khả năng 

chuyển hóa nitrite  

bằng phương pháp 

Napthylamine 
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 Các chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15, 

Rhodococcus rhodochrous T9 được khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình 

nhân sinh khối của vi sinh vật. 

Khảo sát môi trường nhân sinh khối của các chủng vi khuẩn  

Các chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15, 

Rhodococcus rhodochrous T9 được nhân giống trên 3 môi trường lỏng giàu dinh 

dưỡng là NB, LB và TSB ở nhiệt độ 37oC, tỷ lệ giống 1% với mật độ 107 CFU/mL. 

 

 Hình 3.14. Ảnh hưởng của môi trường nhân sinh khối đến ba chủng vi khuẩn  

Trên hình 3.14, chủng vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 phát triển tốt 

trên với trường NB so với hai môi trường LB và TSB, mật độ đạt cao nhất trên môi 

trường NB là 8,87 log.CFU/mL (7,5 x 108 CFU/mL). Hai chủng vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 đều phát triển tốt trên môi trường 

TSB, với mật độ vi khuẩn lần lượt là 8,84 log.CFU/mL và 8,86 log.CFU/mL (6,9 x 

108 CFU/mL và 7,2 x 108 CFU/mL). Qua xử lý thống kê, đối với từng chủng vi 

khuẩn, các môi trường được lựa chọn có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê 

với 2 môi trường còn lại (phụ lục 2.5.1 – bảng 2.2). 

Do đó, chọn môi trường NB để nhân sinh khối vi khuẩn Rhodococcus 

rhodochrous T9, môi trường TSB để nhân sinh khối vi khuẩn Bacillus licheniformis 

B85, Pseudomonas stutzeri KL15. 

Khảo sát ảnh hưởng mật độ đến nhân sinh khối các chủng vi khuẩn  

 Từ kết quả thí nghiệm khảo sát môi trường nhân sinh khối, tiếp tục nuôi vi 

khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 trên môi trường NB, vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 trên môi trường TSB với thời gian 
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24 giờ, nhiệt độ 37oC, tỷ lệ giống là 1% với mật độ thay đổi từ 106, 107, 108, 109  

CFU/mL. 

 

Hình 3.15. Ảnh hưởng của mật độ giống đến nhân sinh khối ba chủng vi khuẩn  

Hình 3.15 cho thấy mật độ nhân giống của vi khuẩn Rhodococcus 

rhodochrous T9, Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 có mật độ 

giống ban đầu 108, 109 CFU/mL là cao nhất, đạt 4,5 - 6 x 109 CFU/mL và qua xử lý 

thống kê cho thấy mật độ của 3 chủng vi khuẩn ở mật độ giống 108, 109 CFU/mL 

không có sự khác biệt về mặt thống kê với nhau nhưng có sự khác biệt đối với mật 

độ 106, 107 CFU/mL (P < 0,01) (phụ lục 2.5.1 – bảng 2.3). Do đó, để việc nhân sinh 

khối mang tính hiệu quả kinh tế thì chọn mật độ vi khuẩn đầu vào là 108 CFU/mL 

cho cả 3 chủng vi khuẩn.  

Khảo sát ảnh hưởng thời gian đến nhân sinh khối các chủng vi khuẩn  

Nhân giống vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 trên môi trường NB, vi 

khuẩn Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 trên môi trường 

TSB với nhiệt độ 37oC, tỷ lệ giống là 1% với mật độ vi khuẩn ban đầu 108 CFU/mL, 

khảo sát thời gian tăng sinh vi khuẩn theo các mốc thời gian 24, 36, 48, 60, 72 giờ.  

 

Hình 3.16. Ảnh hưởng thời gian tăng sinh đến nhân sinh khối ba chủng vi khuẩn  
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Hình 3.16 cho thấy mật độ của vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9, 

Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 với thời gian tăng sinh là 

24, 36 giờ là gần như nhau, dao động khoảng 9,67 x 109 - 9,78 x 109 CFU/mL và 

cao hơn so với các thời gian 12, 48, 60 giờ. Xét về thống kê, thời gian tăng sinh 

giữa các mốc thời gian 24, 36 giờ không có sự khác biệt có ý nghĩa nhưng có sự 

khác biệt có ý nghĩa với mốc thời gian 12, 48, 60 giờ (phụ lục 2.5.1 – bảng 2.4). 

Mặc dù mật độ vi khuẩn của 3 chủng vi khuẩn ở thời gian 36 giờ cao hơn 24 giờ, 

tuy nhiên, để việc nhân sinh khối nhanh và có hiệu quả kinh tế, chọn mốc thời gian 

tăng sinh là 24 giờ cho vi khuẩn R. rhodochrous T9 (9,67 x109 CFU/mL), B. 

licheniformics B85 (9,7 x109 CFU/mL), P. stutzeri KL15 (9,7 x109 CFU/mL).  

Tóm lại, chủng vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 được tăng sinh trên 

môi trường NB, thời gian 24 giờ, tỷ lệ giống 1% với mật độ 108 CFU/mL. Chủng vi 

khuẩn Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 được tăng sinh trên 

môi trường TSB thời gian 24 giờ, tỷ lệ giống 1% với mật độ 108 CFU/mL.  

3.2.1.2. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình tạo chế phẩm dạng lỏng 

Khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ nạp giống đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn  

Sau khi có kết quả các điều kiện trong môi trường nhân giống ở mục 3.2.1.1, 

tiến hành nhân sinh khối ba chủng vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9, Bacillus 

licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 trên môi trường sản xuất (phụ lục 

2.3) với thời gian 24 giờ, mật độ 10
8
CFU/mL với tỉ lệ nạp giống lần lượt là 1%, 

2,5%, 3,5% và 5%.  

Hình 3.17 cho thấy mật độ vi khuẩn R.rhodochrous T9 là 9,5 x 109 

CFU/mL(9,98 Log.CFU/mL), B.licheniformis B85 là 1010 CFU/mL(10,03 

Log.CFU/mL), P. stutzeri KL15 là 1,19 x 10
10

 CFU/mL (10,07 Log.CFU/mL) khi 

nuôi cấy với tỉ lệ nạp giống 2,5% có sự khác biệt có ý nghĩa với các tỉ lệ nạp giống 

còn lại (phụ lục 2.5.2 – bảng 2.5). Do đó chọn tỉ lệ nạp giống 2,5% cho cả 3 chủng 

vi khuẩn ở các thí nghiệm tiếp theo. 
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Hình 3.17. Ảnh hưởng của tỷ lệ nạp giống đến sinh khối ba chủng vi khuẩn  

Khảo sát ảnh hưởng của thời gian đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn  

Nhân sinh khối ba chủng vi khuẩn R.rhodochrous T9, B.licheniformis B85, 

P.stutzeri KL15 trên môi trường sản xuất có tỉ lệ nạp giống 2,5% (mật độ 

10
8
CFU/mL), nhiệt độ 30oC, thời gian thay đổi từ 12, 24, 36, 48 giờ .    

 

Hình 3.18. Ảnh hưởng của thời gian đến sinh khối ba chủng vi khuẩn 

Hình 3.18 cho thấy mật độ vi khuẩn R.rhodochrous T9 là 1 x 1010 CFU/mL 

(10,01 Log.CFU/mL), B.licheniformis B85 là 1,1 x 1010CFU/mL (10,03 

Log.CFU/mL), P.stutzeri KL15 đạt giá trị cao nhất là 1,64 x 10
10

CFU/mL (10,19 

Log.CFU/mL). Sau khi xử lý thống kê (phụ lục 2.5.2 – bảng 2.6), kết quả cho thấy 

mật độ của ba chủng vi khuẩn nuôi cấy trong thời gian 24, 36, 48 giờ không có sự 

khác biệt có ý nghĩa, tuy nhiên có sự khác biệt với thời gian là 12 giờ. Trên đồ thị, 

mốc thời gian 36 giờ có mật độ vi khuẩn cao nhất, do đó chọn thời điểm 36 giờ cho 

việc nhân sinh khối vi khuẩn cả 3 chủng vi khuẩn.   
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Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn  

 Nhân sinh khối ba chủng vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9, Bacillus 

licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15 trên môi trường sản xuất, tỷ lệ 

giống 2,5% (mật độ 10
8
CFU/mL), thời gian 36 giờ với nhiệt độ thay đổi lần lượt là 

30
o
C, 33

o
C, 35

o
C và 37

o
C.   

 

Hình 3.19. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh khối ba chủng vi khuẩn 

Hình 3.19 cho thấy mật độ vi khuẩn B.licheniformis B85 là 1,2 x 1010 

CFU/mL (10,07 Log.CFU/mL) ở 35o C, P.stutzeri KL15 đạt giá trị cao nhất là 

1,75x10
10

 CFU/mL (10,23 Log.CFU/mL) khi nuôi cấy ở nhiệt độ 37
o
C, 

R.rhodochrous T9 là đạt cao nhất ở 330C với mật độ là 1,1 x 1010 CFU/mL (10,04 

Log.CFU/mL) (phụ lục 2.5.2 – bảng 2.7). 

Vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 ở mức nhiệt độ 35o C lại có sự khác biệt 

có ý nghĩa với 33oC, không có ý nghĩa thống kê với 30 oC, 37 oC, do đó để việc sản 

xuất có hiệu quả kinh tế, chọn nhiệt độ 30 oC cho thí nghiệm tiếp theo. Đối với vi 

khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15 khi nuôi cấy vi khuẩn ở nhiệt độ từ 30 oC đến 37
 

oC, mật độ vi khuẩn tăng dần. Tuy nhiên, mật độ vi khuẩn khi nuôi cấy ở 37 oC 

không có khác biệt có ý nghĩa so với các nhiệt độ 30, 33,  35o C  do p >0,05. Mật độ 

vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9  ở mức nhiệt độ 33oC có sự khác biệt ý nghĩa 

về mặt thống kê với 35oC, 37oC nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa với 30oC, 

tuy nhiên xét về hiệu quả kinh tế thì chọn mức 30o C cho thí nghiệm tiếp theo. 

Do đó, nhiệt độ nhân sinh khối vi khuẩn là 30oC được lựa chọn cho các thí 
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nghiệm tiếp theo nhằm giảm chi phí cho quá trình lên men nhân sinh khối 

Pseudomonas stutzeri KL15. Trong thí nghiệm lựa chọn nhiệt độ, ba chủng vi 

khuẩn đều được tăng sinh ở nhiệt độ phòng (30 o C). 

Khảo sát ảnh hưởng của pH đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn 

Nhân sinh khối ba chủng vi khuẩn R.rhodochrous T9, B.licheniformis B85, P. 

stutzeri KL15 trên môi trường sản xuất, tỷ lệ giống 2,5% (mật độ 10
8
CFU/mL), thời 

gian 36 giờ, nhiệt độ 30
o
C, pH thay đổi theo các mức như sau: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5.  

 

Hình 3.20. Ảnh hưởng của pH đến sinh khối ba chủng vi khuẩn 

Hình 3.20 cho thấy mật độ vi khuẩn R.rhodochrous T9 là đạt cao nhất ở pH 6,5 

với mật độ là 1,13 x 1010 CFU/mL (10,05 Log.CFU/mL), B. licheniformics B85 là 

1,1 x 1010 CFU/mL (10,03 Log.CFU/mL) ở pH 7,5. P.stutzeri KL15 đạt giá trị cao 

nhất là 1,1 x10
10

CFU/mL(10,02 Log.CFU/mL) khi nuôi cấy ở pH 7. Sau khi xử lý 

thống kê (phụ lục 2.5.2 – bảng 2.8), vi khuẩn B.licheniformis B85 ở mức pH 7,5 

không có ý nghĩa thống kê với pH 6,5, 7,0, nhưng khác biệt có ý nghĩa với pH 6, do 

đó để việc sản xuất có hiệu quả kinh tế, chọn pH 7 cho thí nghiệm tiếp theo. Đối với 

vi khuẩn P.stutzeri KL15 ở mức pH 7 khác biệt có ý nghĩa với các mức pH còn lại, 

chọn pH 7 để nhân sinh khối vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL1. Mật độ vi khuẩn 

R.rhodochrous T9  ở mức pH 6,5 không có sự khác biệt có ý nghĩa với pH 7, khác 

biệt có ý nghĩa với mức pH 6 và 7,5. Tuy nhiên để việc lên men nhanh, tiết kiệm 

được chi phí, chọn pH 7 cho việc lên men chủng vi khuẩn này. Do đó, pH 7 được 

lựa chọn để lên men nhân sinh khối cả 3 chủng vi khuẩn các thí nghiệm sau. 
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Khảo sát ảnh hưởng của nguồn cacbon  

Ba chủng vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9, Bacillus licheniformis B85, 

Pseudomonas stutzeri KL15 được tăng sinh trong môi trường sản xuất, tỷ lệ giống 

2,5% (mật độ 10
8
CFU/mL), nhiệt độ 30oC, thời gian 36 giờ và pH7. Môi trường sản 

xuất vi sinh ban đầu có nguồn cacbon được sử dụng là glucose 10g/L, được thay thế 

bằng mật rỉ, maltosedextrine, sucrose với 10g/L. 

 

Hình 3.21. Ảnh hưởng của Cacbon đến sinh khối ba chủng vi khuẩn 

Hình 3.21 (phụ lục 2.5.2 – bảng 2.9) cho thấy mật độ chủng vi khuẩn 

R.rhodochrous T9 cao nhất 1,27 x 1010 CFU/mL (10,10 Log.CFU/mL) ở nguồn 

cacbon là glucose, kế đến là mật rỉ đường là 5,6 x 109 CFU/mL (9,75 

Log.CFU/mL), tuy nhiên theo kết quả thống kê thì glucose có sự khác biệt ý nghĩa 

với các nguồn cacbon còn lại, do đó chọn glucose để lên men vi khuẩn.  

Với nguồn cacbon là mật rỉ đường thì mật độ vi khuẩn B. licheniformics B85 

cao nhất 1,3 x 1010 CFU/mL, kế đến là nguồn cacbon là glucose 1,25 x 

1010CFU/mL.Tương tự, chủng vi khuẩn P.stutzeri KL15 cao nhất với nguồn cacbon 

là mật rỉ đường đạt 2,56 x 10
9
 CFU/mL, sau đó đến glucose và maltodextrin. Xét về 

thống kê, giữa hai nguồn cacbon là mật rỉ đường và glucose của hai chủng vi khuẩn 

không có sự khác biệt có ý nghĩa nhưng xét về giá trị kinh tế, mật rỉ đường là nguồn 

cacbon rẻ tiền hơn glucose, rất thích hợp cho quá trình lên men thu nhận sinh khối 

vi khuẩn. Do đó, chọn nguồn cacbon là mật rỉ đường cho 2 chủng vi khuẩn B. 

licheniformics B85, P.stutzeri KL15, chọn glucose cho vi khuẩn R.rhodochrous T9  

để tiếp tục thí nghiệm tiếp theo.  
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Khảo sát ảnh hưởng của nguồn Nitơ 

Sau khi chọn được nguồn cacbon cho 3 chủng vi khuẩn, môi trường sản xuất 

vi sinh ban đầu có nguồn nitơ là pepton 10g/L được thay thế bằng (NH4)2SO4, 

NaNO3 và cao nấm men với nồng độ 10 g/L. Hình 3.22 (phụ lục 2.5.2 – bảng 2.10) 

cho thấy thành phần nitơ là cao nấm men cho giá trị mật độ vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85 cao nhất 1,28 x 1010 CFU/mL (10,11 Log.CFU/mL), kế đến là 

pepton (1,17 x 1010 CFU/mL tương ứng là 10,07 Log.CFU/mL), giữa hai nguồn 

nitơ này không có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê, tuy nhiên xét về mật độ 

vi khuẩn thì cao nấm men cho kết quả cao hơn.  

 

 

Hình 3.22. Ảnh hưởng của Nitơ đến sinh khối ba chủng vi khuẩn 

Trong các nguồn nitơ được khảo sát, cao nấm men có ảnh hưởng lớn nhất đến 

mật độ vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15, đạt giá trị 1,31x10
10

 CFU/mL (10,08 

Log.CFU/mL). Nguồn nitơ hữu cơ khác là peptone cho giá trị mật độ vi khuẩn thấp 

hơn, khoảng 7% so với nguồn cao nấm men. Trong khi đó, các nguồn nitơ vô cơ 

như (NH4)2SO4 và NaNO3 không thích hợp cho quá trình sinh trưởng của vi khuẩn 

Pseudomonas stutzeri KL15. Mật độ chủng vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 

cao nhất 1,08 x 1010 CFU/mL (10,03 Log.CFU/mL) ở nguồn nitơ là pepton 10g/L, 

có sự khác biệt có ý nghĩa so với các nguồn nitơ còn lại. Vậy, chọn nguồn nitơ là 

cao nấm men cho 2 chủng vi khuẩn B. licheniformics B85, P.stutzeri KL15, pepton 

là nguồn nitơ cho vi khuẩn R.rhodochrous T9  để tiếp tục thí nghiệm tối ưu hóa môi 

trường sản xuất vi khuẩn.  

Tóm lại, 3 chủng vi khuẩn R.rhodochrous T9,  B.licheniformis B85, P.stutzeri 
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KL15 được nuôi cấy với tỷ lệ giống 2,5% (mật độ 10
8
CFU/mL), nhiệt độ 30oC, thời 

gian 36 giờ và  pH 7. Nguồn nitơ và cacbon trong môi trường sản xuất cho 2 chủng 

vi khuẩn B.licheniformis B85, P.stutzeri KL15 là mật rỉ đường và cao mấm men, 

chủng vi khuẩn R. rhodochrous T9 thì  glucose và pepton. Phương Thị Hương và 

Vũ Văn Hạnh (2017) khảo sát tỷ pH 7, 37o C, sử dụng 7% giống, với nguồn carbon 

chính là glucose (1,5%), nguồn nitơ chính là peptone (1%), bổ sung 50 mM ion 

Ca2+ thì sau 24 giờ lên men chủng vi khuẩn B. subtilis BSVN15 đạt được mật độ 

6,33x1011 CFU/ml. Kết quả nghiên cứu tạo chế phẩm vi khuẩn Bacillus trong 

nghiên cứu này thấp hơn của nghiên cứu tham khảo, do đó để tăng mật số cần tiến 

hành tối ưu hóa môi trường. Tác giả Vương Thị Nga (2014), khảo sát tạo chế phẩm 

vi khuẩn Rhodococcus ruber TD2 đã được phân lập tại vùng ven biển Việt Nam, 

ứng dụng trong tạo chất hoạt hóa bề mặt sinh học. Nguyễn Thị Ngọc Sương (2016), 

tạo chế phẩm vi khuẩn Pseudomonas có khả năng hòa tan lân. Đây là nội dung 

trung gian cho tối ưu hóa môi trường tạo sinh khối cho 3 dòng vi khuẩn, do đó tài 

liệu tham khảo về các yếu tố ảnh hưởng đến sản xuất chế phẩm vi sinh khá hạn chế. 

3.2.1.3. Tối ưu hóa các thành phần môi trường nhân sinh khối của 3 chủng vi 

khuẩn bằng phương pháp đáp ứng bề mặt (RMS). 

Tối ưu hóa thành phần môi trường sản xuất sinh khối vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85 

• Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng ma trận Plackett – Burman 

Dịch tăng sinh vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 với các điều kiện khảo sát 

từ các thí nghiệm trên môi trường sản xuất, sau khi điều chỉnh đạt mật độ vi khuẩn 

108 CFU/mL được cấy vào môi trường gồm 6 thành phần là mật rỉ đường, cao nấm 

men, K2HPO4, MgSO4, CaCl2 và NaCl đã được bố trí theo ma trận Plackett – 

Burman, các biến ở các mức cao và thấp thì giữa giá trị mô hình và thực nghiệm có 

sự chênh lệch không đáng kể, có 3 nghiệm thức có giá trị dự đoán của mô hình với 

thực nghiệm giống nhau ( phụ lục 2.5.3 – bảng 2.12). 

Sau khi xử lý thu được như sau: từ 6 yếu tố chọn được 3 yếu tố có ảnh hưởng 

lớn nhất đến mật độ vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 với mức ý nghĩa α = 0,05 

(p<0,05), bao gồm: mật rỉ đường có mức ảnh hưởng dương, cao nấm men và NaCl 
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là mức ảnh hưởng âm. Trong khi đó 3 yếu tố gồm K2HPO4, CaCl2 và MgSO4 có 

ảnh hưởng thấp, đồng thời giá trị p>0,05 nên không có ý nghĩa về mặt thống kê, do 

đó bị loại bỏ. Dựa vào mức độ ảnh hưởng và độ tin cậy cho thấy NaCl có tác động 

lớn nhất đến mật độ vi khuẩn (0,063), kế đến là cao nấm men (0,06) và cuối cùng là 

mật rỉ đường (0,043) (phụ lục 2.5.3 – bảng 2.11). Do đó chọn ba yếu tố mật rỉ 

đường, cao nấm men và NaCl cho thiết kế thí nghiệm theo ma trận Box – Behnken 

để xác định sự tương tác giữa các yếu tố cũng như xác định các thông số tối ưu ảnh 

hưởng đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn Bacillus licheniformis B85. 

• Tối ưu hóa thành phần môi trường lên men thu sinh khối vi khuẩn  

Từ ba yếu tố đã được sàng lọc bằng ma trận Plackett - Burman bao gồm mật rỉ 

đường, cao nấm men và NaCl, tiến hành thực hiện thí nghiệm tối ưu hóa. Dịch tăng 

sinh vi khuẩn sau khi làm theo các điều kiện đã khảo sát sẽ được cấy vào môi 

trường có thành phần được bố trí theo ma trận Box – Behnken, điều kiện lên men 

sản xuất sinh khối theo điều kiện nhiệt độ 30oC, thời gian 36 giờ, tỷ lệ giống 2,5% 

với mật độ mật độ 10
8
 CFU/mL và pH 7.   

Bảng 3.11. Thiết kế ma trận Box - Behnken 

 
Nghiệm Mật rỉ Cao nấm NaCl 

      Mật độ vi khuẩn 
 

(Log.CFU/mL)  
thức đường (A) men (B) (C’)  Thực 

nghiệm Mô hình      
 1 1 1 0 11,25 11,24 

 2 0 1 -1 11,21 11,22 

 3 1 0 1 11,36 11,36 

 4 0 -1 1 11,18 11,17 

 5 1 -1 0 11,22 11,23 

 6 -1 0 -1 11,39 11,38 

 7 0 0 0 11,41 11,42 

 8 0 -1 -1 11,35 11,34 

 9 0 0 0 11,43 11,42 

 10 0 1 1 11,21 11,22 

 11 -1 -1 0 11,19 11,20 

 12 0 0 0 11,42 11,42 

 13 -1 0 -1 11,36 11,38 

 14 1 0 -1 11,37 11,37 

 15 -1 1 0 11,12 11,11 
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Bảng 3.11 cho thấy mật độ vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 trong thực 

nghiệm nằm trong khoảng từ 11,12 Log.CFU/mL đến 11,43 Log.CFU/mL. Mật độ 

vi khuẩn đạt cao nhất khi nồng độ thành phần môi trường như sau: mật rỉ đường 4 

g/L, cao nấm men 17 g/L và NaCl 3 g/L. Trong khi đó khi nồng độ các thành phần 

môi trường gồm mật rỉ đường 2 g/L, cao nấm men 25 g/L và NaCl 3 g/L thì mật độ 

vi khuẩn đạt thấp nhất. Trong mô hình dự đoán kết quả, thì kết quả cho tương tự 

như giá trị thực nghiệm. 

Bảng 3.12. Kết quả phân tích ANOVA của thí nghiệm Box - Behnken 

  Tổng 
Bậc tự 

Trung bình    
 
Nguồn biến thiên bình bình F-value p-value 

 

 
do 

 

  
phương phương 

   

      

 Model 
0,1487 9 0,0165 64,01 0,0001 

Có ý 

nghĩa 
        

 A – Mật rỉ đường 0,0083 1 0,0083 32,27 0,0024  
   

 B – Cao nấm men 0,0028 1 0,0028 10,89 0,0215  
   

 C’ – NaCl 0,0108 1 0,0108 41,85 0,0013  
   

 AB 0,0025 1 0,0025 9,68 0,0265  
   

 AC’ 0,0035 1 0,0035 13,59 0,0142  
   

 BC’ 0,0072 1 0,0072 27,98 0,0032  
   

 A2 0,0140 1 0,0140 54,11 0,0007  
   

 B
2 0,0766 1 0,0766 296,81 < 0,0001  

   

 C’2 0,0019 1 0,0019 7,36 0,0422  
   

        

 Phần dư 0,0013 5 0,0003    

 Sự thiếu phù hợp  0,0006        2       0,0003     1,48 0,3572 
Không có  

ý nghĩa 
   

 Sai số 0,0007 3 0,0002    
     

 Tổng 0,1500 14 11,30    
        

 

R
2 

R
2

Adj 

R
2

Pre

d CV% 

Adeq   

 precision   
       

 0,9914 0,9759 0,9203 0,1422 23,4233   
        

Từ kết quả phân tích ANOVA ở Bảng 3.12 ảnh hưởng của 3 yếu tố đến hàm 
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mục tiêu. Các giá trị của các nhân tố tuyến tính (A, B, C’) và giá trị bậc hai (A
2
, B

2
, 

C’2), ba tương tác AB, AC’ và BC’ đều thể hiện mức độ ý nghĩa tin cậy cao (p-value 

< 0,05) khi tham gia mô hình. Gía trị p-value là 0,0001 đã chứng tỏ mô hình thí 

nghiệm được thiết lập có ý nghĩa thống kê cao. Hệ số xác định tương quan R
2
 là 

yếu tố xác định sự phù hợp của mô hình được kiểm chứng. Khi hệ số xác định 

tương quan R
2
 lớn hơn 0,8 thì mô hình có độ tương quan tốt (Guan và Yao, 2008). 

Mô hình tương quan được xây dựng từ thí nghiệm phải thoả mãn điều kiện với 

giá trị R
2
cao (R

2
 = 0,9914) tức có 99,14 % số liệu thực nghiệm tương thích với số 

liệu mô hình. Điều này cũng chứng tỏ rằng mô hình phù hợp với các đại diện đầy 

đủ của các mối quan hệ thực sự giữa các biến được lựa chọn. Theo Montgomery 

(1984), giá trị p-value của Lack of Fit (sự thiếu phù hợp) là 0,3572 (p > 0,05) không 

có ý nghĩa, cho thấy sự tương thích của mô hình với thực nghiệm. Kết quả phân tích 

ANOVA cho thấy giá trị bình phương của cao nấm men (p-value < 0,0001) và mật 

rỉ đường (p-value = 0,0007), NaCl (p-value = 0,0422), sự tương tác giữa hai yếu tố 

mật rỉ đường và cao nấm men (AB, p-value = 0,0265), sự tương tác giữa cao nấm 

men và NaCl (BC’, p-value = 0,0032), tương tác giữa mật rỉ đường và NaCl (AC’, 

p-value = 0,0142) đều có ảnh hưởng có ý nghĩa đến mật độ vi khuẩn. Bên cạnh đó, 

sự thay đổi của NaCl (p-value = 0,0013) so với 2 yếu tố cao nấm men và mật rỉ 

cũng ảnh hưởng tới mật độ vi khuẩn. Hệ số xác định tương quan R
2
 = 0,9914 cho 

thấy 99,14% phương sai của mật độ khuẩn có thể được giải thích bởi ba yếu tố trên. 

Đồng thời, R
2
 hiệu chỉnh của mô hình cao (R

2
Adj = 0,9759) cho thấy mô hình thể 

hiện thực tế khá chính xác và R
2
 dự đoán phù hợp với R

2
 hiệu chỉnh cho thấy mô 

hình đã đầy đủ. Adeq Precision (độ chính xác đầy đủ) = 23,4233 thể hiện một tỉ lệ 

tín hiệu trên nhiễu tố (yêu cầu >4), điều này cho thấy mô hình phù hợp để đưa vào 

thực tế.   

Dựa vào kết quả phân tích (phụ lục 2.5.3 – bảng 2.13), phương trình hồi quy 

đa biến cho kết quả trên được thể hiện như sau: 

Y1 = 11,42 + 0,0386 A- 0,0188 B - 0,0439 C’ + 0,0250 AB + 0,0404 AC’ + 
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0,0425 BC’ – 0,0673 A2 – 0,1577 B2 – 0,0248 C’2 

Trong đó: Y1 là mật độ vi khuẩn (Log.CFU/mL) A mật rỉ đường (g/L), B là cao 

nấm men (g/L), C’ là NaCl (g/L). 

Kết quả ở Hình 3.23 (b) (c) cho thấy các yếu tố NaCl là yếu tố ảnh hưởng 

nhiều nhất đến đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn, khi yếu tố NaCl tương tác với 

yếu tố cao nấm men thì cho thấy cũng ảnh hưởng đến mật độ vi khuẩn nhiều nhất, 

kế đến là sự tương tác của yếu tố NaCl đến mật rỉ đường. Trong kết quả định danh 

sinh hóa, vi khuẩn B. licheniformis B85 có thể sống ở môi trường NaCl ở 6,5%, do 

đó có thể vi khuẩn sẽ phát triển mạnh trong môi trường chứa NaCl, kết quả đồ thị 

cho thấy khi tăng hàm lượng NaCl lên thì mật độ vi khuẩn tăng, vì khi NaCl ngoài 

tác dụng bổ sung nguồn ion Cl- vào môi trường, mà còn thay đổi sức thẩm thấu của 

tế bào vi khuẩn, giúp cho vi khuẩn tiết ra nhiều enzyme để sử dụng các chất hữu cơ 

trong môi trường, làm tăng mật độ vi khuẩn (Lương Đức Phẩm, 1998).  

 

                                             
(a)       (b)    (c) 

Hình 3.23. Mặt đáp ứng giữa các yếu tố. (a) Mặt đáp ứng tương tác giữa cao nấm 

men và mật rỉ đường, (b) Mặt đáp ứng tương tác giữa mật rỉ đường và NaCl (c) Mặt 

đáp ứng tương tác giữa cao nấm men và NaCl.  

Hình 3.23 (a) (b), yếu tố rỉ đường cũng ảnh hưởng đến mật độ vi khuẩn sau 

yếu tố NaCl, tuy nhiên khi mật rỉ tăng lên 1 nồng độ nhất định thì sẽ giúp vi khuẩn 

phát triển nhanh, còn nếu tăng cao quá sẽ kiềm hãm sự phát triển của mật độ vi 

khuẩn (Lương Đức Phẩm, 1998). 

Hình 3.23 (a) (c) cho thấy yếu tố cao nấm men là cũng có ảnh hưởng tương 

đối đến mật độ vi khuẩn, ít hơn hai yếu tố kia. Sreekumar và ctv (2010), tối ưu hóa 

điều kiện nhân sinh khối chủng vi khuẩn Bacillus subtilis SK09 với yếu tố pH 
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(6,72), amoni citrate (0,164%) và peptone (0,85%), cho mật số 10,051.109 CFU/mL.  

Kết quả của nhóm tác giả Han và ctv (2014), đã tối ưu hóa chủng vi khuẩn Bacillus 

pumilus STF26 trong môi trường nuôi cấy và các yếu tố ảnh hưởng, cho thấy với 

nồng độ dextrose là 20%, cao nấm men 1,526%, KH2PO4 0,1% và 0,5% 

MgSO4.7H2O ở 30,9oC và pH 6,9, thu sinh khối vi khuẩn 4,23 g/L cao gấp 2,5 lần 

khi nuôi trên môi trường TSB. Kết quả nghiên cứu của Đoàn Thị Tuyết Lê và ctv 

(2020) tối ưu hóa môi trường nuôi cấy của vi khuẩn Bacillus subtilis LH1, cho thấy 

hàm lượng NaCl 7,5 g/L, nguồn Nitơ (NH4)2SO4 15g/L và K2HPO4 2,13g/L cho mật 

độ vi khuẩn 109 CFU/mL. Kết quả của đề tài nghiên cứu có kết quả khá phù hợp với 

các nghiên cứu của hai nhóm tác giả trên vì thành phần môi trường để tối ưu vi 

khuẩn Bacillus licheniformis là cao nấm men, mật rỉ và NaCl, về hàm lượng các yếu 

tố khác nhau là do các chủng vi khuẩn cùng chi nhưng khác loài có thể sẽ sử dụng 

hàm lượng các nguồn nitơ, cacbon, khoáng khác nhau. Ngoài ra, Võ Hồng Phượng 

và ctv (2019), tối ưu các điều kiện lên men được sử dụng bằng phương pháp đáp 

ứng bề mặt (RSM), môi trường để sản xuất sinh khối Bacillus S5 sau 48 giờ lên 

men đạt giá trị OD550nm 11,36 tương ứng 4,3x109 CFU/mL là: bột đậu nành 34,9 

g/L, cao nấm men 20 g/L, glucose 35 g/L và tốc độ lắc 170 vòng/phút. Ngoài ra, 0,5 

g/L ion Ca2+ được bổ sung sau 30 giờ lên men có thể kích thích trên 90% tế bào 

dinh dưỡng Bacillus S5 chuyển thành bào tử.  Kết quả có sự khác biệt với nghiên 

cứu đã thực hiện, do tác giả thực hiện tối ưu hóa môi trường lên men Bacillus sp. ở 

dạng bột. Từ các dữ liệu thu được, mô hình dự đoán các yếu tố ảnh hưởng đến quá 

trình sản xuất là mật rỉ đường: 3,94 g/L, cao nấm men: 15,56 g/L và NaCl 1,13g/L, 

cho ra kết quả dự đoán trong phần mềm DX11 là 11,44 Log.CFU/mL (2,77 x 1011 

CFU/mL). Tiến hành thí nghiệm nuôi cấy vi khuẩn theo thành phần môi trường mà 

mô hình dự đoán, cho kết quả vi khuẩn trong thực nghiệm là 3,14 x 1011 CFU/mL 

(11,49 Log.CFU/mL) ở điều kiện nhiệt độ 30oC, 36 giờ, pH 7, tỷ lệ giống 2,5%, khá 

tương thích với kết quả mô hình dự đoán. 

Tối ưu hóa thành phần môi trường sản xuất sinh khối vi khuẩn Pseudomonas 

stutzeri KL15 

• Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng ma trận Plackett – Burman 
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Dịch tăng sinh vi khuẩn với các điều kiện khảo sát từ các thí nghiệm trên sau 

khi điều chỉnh đạt mật độ vi khuẩn 108 CFU/mL được cấy vào môi trường gồm 6 

thành phần là mật rỉ đường, cao nấm men, K2HPO4, MgSO4, CaCl2 và NaCl đã được 

bố trí theo ma trận Plackett – Burman (phụ lục 2.5.3 – bảng 2.15). 

Sau khi xử lý thu được kết quả như sau: từ 6 yếu tố chọn được 3 yếu tố có độ 

ảnh hưởng lớn nhất đến mật độ vi khuẩn P. stutzeri KL15 đều là các giá trị có ảnh 

hưởng + với mức ý nghĩa α = 0,05 (p<0,05), bao gồm: mật rỉ đường, cao nấm men 

và MgSO4. Trong khi đó 3 yếu tố gồm K2HPO4, CaCl2 và NaCl có độ ảnh hưởng 

thấp đến mật độ vi khuẩn, đồng thời giá trị p > 0,05 nên không có ý nghĩa về mặt 

thống kê, do đó bị loại bỏ. Dựa vào hệ số ảnh hưởng cho thấy mật rỉ đường có tác 

động lớn nhất đến mật độ vi khuẩn P.stutzeri KL15 (0,55), sau đó là cao nấm men 

(0,32) và cuối cùng là MgSO4 (0,25) (phụ lục 2.5.3 – bảng 2.14). Do đó chọn ba yếu 

tố này cho thiết kế thí nghiệm theo ma trận Box - Behnken để xác định sự tương tác 

giữa các yếu tố cũng như xác định các thông số tối ưu ảnh hưởng đến quá trình nhân 

sinh khối vi khuẩn P. stutzeri KL15. 

• Tối ưu hóa thành phần môi trường lên men thu sinh khối vi khuẩn 

Từ ba yếu tố đã được sàng lọc bằng ma trận Plackett - Burman bao gồm mật 

rỉ đường, cao nấm men và MgSO4, tiến hành thực hiện thí nghiệm tối ưu hóa. Dịch 

tăng sinh vi khuẩn sau 24 giờ, mật độ 108 CFU/mL sẽ được cấy vào môi trường có 

thành phần được bố trí theo ma trận Box – Behnken (Box và Behnken, 1960; 

Ferreira và ctv, 2007). Xác định mật độ vi khuẩn và nhập vào phần mềm Design 

Expert 11 để xử lý số liệu. 

Bảng 3.13. Thiết kế ma trận Box - Behnken 

 
Nghiệm Mật rỉ Cao nấm MgSO4 

Mật độ vi khuẩn 
 

(Log.CFU/mL)  

thức đường (A) men (B) (C)  

Thực nghiệm Mô hình      

 1 1 0 -1 11,37 11,38 

 2 0 0 0 11,54 11,55 

 3 1 1 0 11,53 11,51 

 4 0 -1 1 11,36 11,35 

 5 -1 0 -1 11,04 11,05 
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 6 -1 0 1 11,20 11,19 

 7 0 -1 -1 11,28 11,25 

 8 0 0 0 11,54 11,55 

 9 0 1 -1 11,31 11,32 

 10 0 0 0 11,57 11,55 

 11 0 1 1 11,43 11,46 

 12 1 0 1 11,48 11,47 

 13 -1 1 0 11,17 11,15 

 14 1 -1 0 11,36 11,38 

 15 -1 -1 0 11,09 11,11 
 

Kết quả từ Bảng 3.13 cho thấy mật độ vi khuẩn P. stutzeri KL15 nằm trong 

khoảng từ 11,04 Log.CFU/mL đến 11,57 Log.CFU/mL. Mật độ vi khuẩn đạt cao 

nhất khi nồng độ thành phần môi trường như sau: mật rỉ đường 4 g/L, cao nấm men 

17 g/L và MgSO4 1 g/L. Trong khi đó khi nồng độ các thành phần môi trường gồm 

mật rỉ đường 2 g/L, cao nấm men 17 g/L và MgSO4 0,5 g/L thì mật độ vi khuẩn đạt 

thấp nhất.  

Từ kết quả phân tích ANOVA ảnh hưởng của 3 yếu tố đến hàm mục tiêu 

được trình bày ở Bảng 3.14, các giá trị của các nhân tố tuyến tính (A, B, C) và giá trị 

bậc hai (A2, B2, C2) đều thể hiện mức độ ý nghĩa tin cậy cao (p-value < 0,05) khi 

tham gia mô hình ngoại trừ ba tương tác AB, AC và BC (p-value > 0,05). Gía trị F-

value của mô hình là 54,25 và giá trị p-value = 0,0002 đã chứng tỏ mô hình thí 

nghiệm được thiết lập có ý nghĩa thống kê cao. 

Bảng 3.14. Kết quả phân tích ANOVA của thí nghiệm Box - Behnken 

  Tổng 
Bậc tự 

Trung bình    
 

Nguồn biến thiên bình bình F-value p-value 
 

 
do 

 

  
phương phương 

   

      
        

 Model 0,3979 9 0,0442 54,25 0,0002 significant 
        

 A – Mật rỉ đường 0,1922 1 0,1922 235,83 <0,0001  
   

 B – Cao nấm men 0,0153 1 0,0153 18,79 0,0075  
   

 C – MgSO4 0,0276 1 0,0276 33,88 0,0021  
   

 AB 0,002 1 0,002 2,48 0,1758  
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 AC 0,0006 1 0,0006 0,77 0,4213  
   

 BC 0,0004 1 0,0004 0,49 0,5148  
   

 A2 0,1036 1 0,1036 127,11 0,0001  
   

 B
2 

0,0333 1 0,0333 40,89 0,0014  
   

 C
2 

0,0447 1 0,0447 54,82 0,0007  
   

        

 Phần dư 0,0041 5 0,0008    

 Sự thiếu phù hợp 0,0035 3 0,0012 3,86 0,2125  
   

 Sai số 0,0006 2 0,0003    
     

 Tổng 0,402 14 0,0442    
        

 

R
2 

R
2

Adj R
2

Pred C,V,% 

Adeq   

 precision   
       

 0,9899 0,9716 0,8583 0,2515 21,6113   

Dựa vào kết quả phân tích (phụ lục 2.5.3 – bảng 2.16), phương trình hồi quy 

đa biến cho kết quả trên được thể hiện như sau:  

Y2 = 11,55 + 0,1550A + 0,0437B + 0,0588C - 0,1675A2 - 0,0950B2 - 

0,1100C2. 

Trong đó: Y2 là mật độ vi khuẩn (Log. CFU/mL), A mật rỉ đường (g/L), B là cao 

nấm men (g/L), C là MgSO4 (g/L). 

Kết quả phân tích ANOVA cho thấy mật rỉ đường (p-value < 0,0001), cao 

nấm men (p-value = 0,0075),  MgSO4 (p-value = 0,0021) và các giá trị bình phương 

của các yếu tố A, B, C đều ảnh hưởng tới mật độ vi khuẩn còn các giá trị tương tác 

AC, AB, BC có giá trị p-value > 0,05 nên không có ý nghĩa trong mô hình. Hệ số 

xác định tương quan R2 = 0,9899 cho thấy 98,99% phương sai của mật độ vi khuẩn 

P. stutzeri KL15 có thể được giải thích bởi các yếu tố trên. Đồng thời, R2 hiệu chỉnh 

của mô hình cao, (R2Adj = 0,9716) cho thấy mô hình thể hiện thực tế khá chính xác 

và R2 dự đoán (R2pred = 0,8583) phù hợp với R2 hiệu chỉnh (sai khác phù hợp là 

nhỏ hơn 0,20) cho thấy mô hình đã đầy đủ. Adeq Precision (độ chính xác đầy đủ) = 

21,6113 thể hiện một tỉ lệ tín hiệu trên nhiễu tốt (yêu cầu >4), điều này cho thấy mô 

hình phù hợp để đưa vào thực tế. Để xác định mức độ tối ưu của mỗi yếu tố đối với 

mật độ vi khuẩn P. stutzeri KL15 và sự tương tác của từng cặp yếu tố, đồ thị bề mặt 
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3D - đáp ứng bề mặt được xây dựng với trục Z là mật độ vi khuẩn P.stutzeri KL15 

và 2 yếu tố độc lập bất kỳ, trong khi duy trì yếu tố còn lại ở mức tối ưu. 

Hình 3.24 (a) và (b) cho thấy mật rỉ đường là yếu tố có ảnh hưởng lớn đến mật 

độ vi khuẩn P. stutzeri KL15. Đồ thị mặt đáp ứng cho thấy, nồng độ mật rỉ đường 

trong môi trường nuôi cấy vi khuẩn tỉ lệ thuận với mật độ vi khuẩn P. stutzeri 

KL15, nhưng đến giới hạn chất định mật độ vi khuẩn giảm dần do nồng độ mật rỉ 

đường cao sẽ làm thay đổi áp suất thẩm thấu của môi trường, kiềm hãm sự sinh 

trưởng của vi khuẩn (Lương Đức Phẩm, 1998). 

 

 

 

 

 

 

(a)                                            (b)     (c) 

Hình 3.24. Mặt đáp ứng giữa các yếu tố. (a) Mặt đáp ứng tương tác giữa cao nấm 

men và mật rỉ đường, (b) Mặt đáp ứng tương tác giữa mật rỉ đường và MgSO4, (c) 

Mặt đáp ứng tương tác giữa cao nấm men và MgSO4. 

Các loài vi khuẩn nằm trong chi Pseudomonas thường sinh trưởng và phát 

triển tối ưu khi môi trường có tỉ lệ C: N là 20:60 (Peekate và Abu, 2017). Khi nồng 

độ mật rỉ đường quá cao làm tăng tỉ lệ C trong môi trường nuôi cấy, khiến tỉ lệ C: N 

bị chênh lệch, từ đó làm mật độ vi sinh vật giảm. Tương tự, nồng độ cao nấm men 

trong môi trường cũng có ảnh hưởng đáng kể đến mật độ vi khuẩn. Khi nồng độ cao 

nấm men thay đổi, tỉ lệ N thay đổi làm ảnh hưởng đến mật độ vi khuẩn (Lương Đức 

Phẩm, 1998). 

 Tuy nhiên, từ kết quả ở hình 3.24 (a), (c) cho thấy nồng độ cao nấm men ảnh 

hưởng không nhiều bằng nồng độ mật rỉ đường trong quá trình nhân sinh khối P. 

stutzeri KL15. Bên cạnh đó, nồng độ MgSO4 trong môi trường nuôi cấy cũng ảnh 

hưởng tương đối khá đến quá trình nhân sinh khối P. stutzeri KL15 nhưng sự tác 

động của yếu tố này không nhiều bằng mật rỉ đường và cao nấm men.  
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Từ các dữ liệu thu được, các thông số tối ưu cho thành phần môi trường được 

xác định trong phần mềm DX11 như sau mật rỉ đường 4,95 g/L, cao nấm men 19,08 

g/L và MgSO4 1,13 g/L, kết quả dự đoán mật độ vi khuẩn tối đa đạt 2,45 x 10
11

 

CFU/mL (11,60 Log.CFU/mL). Tiến hành thí nghiệm tăng sinh vi khuẩn theo thành 

phần môi trường mô hình đề xuất, cho mật độ vi khuẩn P. stutzeri KL15 sau 36 giờ 

nuôi cấy, nhiệt độ 33 oC, tỷ lệ nạp giống là 2,5% là 2,37 x 1011  CFU/mL khá tương 

thích với mật độ vi khuẩn mà mô hình đã dự đoán.  

Peng và ctv (2014) đã tối ưu hóa thành phần của môi trường lên men giá rẻ để 

thu sinh khối P.putida R-198 và sản xuất axit axetic hòa tan (IAA) bằng phương 

pháp đáp ứng bề mặt (RSM). Nồng độ IAA tối đa (18,73 mg/L) được dự đoán trong 

môi trường chứa 52,41 g/L bột ngô, bột đậu nành 15,82 g/L, 2,40 g/L K2HPO4, 0,17 

g/L MnSO4 và 5,00 g/L NaCl, mật độ vi khuẩn đạt tối đa 1013 CFU/mL.Tác giả 

Vidakovic và ctv (2017) đã nghiên cứu thành phần tối ưu của môi trường nuôi cấy 2 

chủng vi khuẩn P.stutzeri là glucose, KNO3 và peptone khác hoàn toàn với môi 

trường tối ưu của chủng vi khuẩn P. stutzeri KL15, có thể các chủng vi khuẩn tuy 

cùng loài P. stutzeri nhưng khi được phân lập ở các điều kiện sinh thái khác nhau 

thì sẽ phát triển các môi trường lên men khác nhau hoặc các chủng vi khuẩn thuộc 

chi Psedomonas cùng chi khác loài thì sẽ có những điều kiện lên men và thành phần 

môi trường khác nhau (Lương Đức Phẩm, 1998). Từ các nghiên cứu cho thấy nguồn 

nitơ, cacbon, các muối vô cơ ảnh hưởng khá nhiều đến việc nhân sinh khối các 

chủng vi khuẩn và các tác giả cũng nhắm tới việc lựa chọn nguồn nghiên liệu rẻ tiền 

để có thể lên men vi khuẩn ở qui mô lớn. 

Tối ưu hóa thành phần môi trường sản xuất sinh khối vi khuẩn Rhodococcus 

rhodochrous T9 

• Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng ma trận Plackett – Burman 

Dịch tăng sinh vi khuẩn với các điều kiện khảo sát từ các thí nghiệm đơn, sau 

khi điều chỉnh đạt mật độ vi khuẩn 108 CFU/mL được cấy vào môi trường gồm 6 

thành phần là mật rỉ đường, cao nấm men, K2HPO4, MgSO4, CaCl2 và NaCl đã được 

bố trí theo ma trận Plackett – Burman. Kết quả cho thấy giữa giá trị mô hình và thực 

nghiệm có sự chênh lệch không đáng kể, có ba thí nghiệm kết quả thực nghiệm 
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trùng với kết quả dự đoán, ba yếu tố bao gồm glucose, pepton và NaCl là những yếu 

tố có ảnh hưởng và tác động nhiều nhất đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn R. 

rhodochrous T9. (phụ lục 2.5.3 – bảng 2.18). 

Sau khi xử lý thu được kết quả như sau: từ 6 yếu tố chọn được 3 yếu tố có 

ảnh hưởng lớn nhất đến mật độ vi khuẩn R. rhodochrous T9 đều là các giá trị có ảnh 

hưởng với mức ý nghĩa α = 0,05 (p<0,05), bao gồm: glucose, pepton và NaCl. Trong 

khi đó 3 yếu tố gồm K2HPO4, CaCl2 và MgSO4 có mức ảnh hưởng thấp, đồng thời 

giá trị p > 0,05 nên không có ý nghĩa về mặt thống kê, do đó bị loại bỏ. Dựa vào hệ 

số ảnh hưởng cho thấy tác động lớn nhất đến mật độ vi khuẩn R. rhodochrous T9 là 

NaCl (0,075), sau đó là pepton (0,0683) và glucose (0,0683) (phụ lục 2.5.3 – bảng 

2.17). Do đó chọn ba yếu tố này cho thiết kế thí nghiệm theo ma trận Box - Behnken 

để xác định các thông số tối ưu ảnh hưởng đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn. 

• Tối ưu hóa thành phần môi trường lên men thu sinh khối vi khuẩn 

Từ ba yếu tố đã được sàng lọc bằng ma trận Plackett - Burman bao gồm 

glucose, pepton, NaCl tiến hành thực hiện thí nghiệm tối ưu hóa. Dịch tăng sinh vi 

khuẩn theo các điều kiện đã khảo sát sẽ được cấy vào môi trường có thành phần 

được bố trí theo ma trận Box - Behnken (Box và Donald, 1960; Ferreira và ctv, 

2007). 

Kết quả từ Bảng 3.15 cho thấy mật độ vi khuẩn nằm trong khoảng từ 10,08 

Log.CFU/mL đến 10,48 Log.CFU/mL. Mật độ vi khuẩn đạt cao nhất khi nồng độ 

thành phần môi trường như sau: glucose 6 g/L, pepton 8 g/L và NaCl 3 g/L. Trong 

khi đó khi nồng độ các thành phần môi trường gồm glucose 4 g/L, pepton 6 g/L và 

NaCl 3 g/L thì mật độ vi khuẩn đạt thấp nhất.  

Bảng 3.15. Thiết kế ma trận Box - Behnken 

 
Nghiệm Glucose  Pepton NaCl 

Mật độ vi khuẩn 
 

(Log.CFU/mL)  
thức           (A’) (B’) (C’)  

Thực nghiệm Mô hình      
       

 1 0 0 0 10,46 10,47 

 2 1 0 1 10,10 10,10 

 3 1 1 0 10,09 10,09 



 
 

 

97 

 

 

 4 0 -1 1 10,10 10,10 

 5 0 -1 -1 10,11 10,11 

 6 -1 -1 0 10,08 10,08 

 7 -1 1 0 10,21 10,21 

 8 0 1 -1 10,15 10,15 

 9 -1 0 -1 10,13 10,13 

 10 0 0 0 10,46 10,47 

 11 0 0 0 10,48 10,47 

 12 0 1 1 10,12 10,12 

 13 1 0 -1 10,13 10,13 

 14 -1 0 1 10,13 10,13 

 15 1 -1 0 10,16 10,16 
       

Từ kết quả phân tích ANOVA được trình bày ở Bảng 3.16, gía trị F-value của 

mô hình là 557,46 và giá trị p-value < 0,0001 đã chứng tỏ mô hình thí nghiệm được 

thiết lập có ý nghĩa thống kê cao. Các giá trị của các nhân tố tuyến tính (A’, B’, C’) 

và giá trị bậc hai (A’2, B’2, C’2), giá trị tương tác A’B’ đều thể hiện mức độ có ý 

nghĩa cao (p-value < 0,05) trong mô hình.  

Bảng 3.16. Kết quả phân tích ANOVA của thí nghiệm Box - Behnken 

  Tổng 
Bậc tự 

Trung bình    
 

Nguồn biến thiên bình bình F-value p-value 
 

 
do 

 

  
phương phương 

   

      
        

 Model 0,2927 9 0,0325 557,46 < 0,0001 Có ý nghĩa 
        

 A’ – Glucose 0,0006 1 0,0006 10,50 0,0229  
   

 B’ – Pepton  0,0018 1 0,0018 30,86 0,0026  
   

 C’ – NaCl 0,0006 1 0,0006 10,50 0,0229  
   

 A’B’ 0,0100 1 0,0100 171,43 < 0,0001  
   

 A’C’ 0,0002 1 0,0002 3,86 0,1067  
   

 B’C’ 0,0001 1 0,0001 1,71 0,2474  
   

 A’
2 0,1000 1 0,1000 1714,56 < 0,0001  

   

 B’ 2 
0,1031 1 0,1031 1767,04 < 0,0001  
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 C’ 
2 

0,1191 1 0,1191 2041,33 < 0,0001  
   

        

 Phần dư 0,0003 5 0,0001    

 Sự thiếu phù hợp 0,0000 3 8,333E-06 0,0625 0,9749 Không ý nghĩa 
   

 Sai số 0,0003 2 0,0001    
     

 Tổng 0,2930 14 10,19    
        

 

R
2 

R
2

Adj R
2

Pred C.V. % 

Adeq   

 precision   
       

 0,9990 0,9972 0,9966 0,0749 62,2051   
        

 

Dựa vào kết quả phân tích (phụ lục 2.5.3 – bảng 2.19), phương trình hồi quy đa 

biến cho kết quả trên được thể hiện như sau: Y3 = 10,47 - 0,0088A’ + 0.0150 B’  - 

0,0088C’ - 0,0500A’B’ -  0,1646A’2 - 0,167B’2 – 0,1796C’2. 

Trong đó: Y3 là mật độ vi khuẩn (Log. CFU/mL), A’ là glucose (g/L), B’ là pepton 

(g/L), C’ là NaCl (g/L). 

Hệ số xác định tương quan R2 là yếu tố xác định sự phù hợp của mô hình được 

kiểm chứng. Khi hệ số xác định tương quan R2 lớn hơn 0,8 thì mô hình có độ tương 

quan tốt (Guan & Yao, 2008). Mô hình tương quan được xây dựng từ thí nghiệm phải 

thoả mãn điều kiện với giá trị R2 cao (R2 = 0,9990) tức có 99,90 % số liệu thực 

nghiệm tương thích với số liệu mô hình. Điều này cũng chứng tỏ rằng mô hình phù 

hợp với các đại diện đầy đủ của các mối quan hệ thực sự giữa các biến được lựa chọn. 

Theo Montgomery (1984), giá trị p-value của Lack of Fit là 0,9749 (> 0,05) phản ánh 

độ thiếu phù hợp của dữ liệu phải không có ý nghĩa về mặt thống kê. Kết quả phân 

tích ANOVA cho thấy sự thay đổi của pepton (p-value = 0,0026) là quan trọng nhất 

so với hai yếu tố còn lại là glucose và NaCl. Bên cạnh đó, các giá trị bình phương của 

ba yếu tố đều tác động mạnh mẽ đến mật độ vi khuẩn vì p -value < 0,0001. Mặt khác, 

sự tương tác giữa pepton và glucose có ảnh hưởng nhiều nhất đến mật độ vi khuẩn 

(A’B’, p-value < 0,0001), sự tương tác giữa gluccose và NaCl (A’C’, p-value = 

0,1067), sự tương tác giữa pepton và NaCl (B’C’, p-value = 0,2474) đều ảnh hưởng 

không nhiều đến mật độ vi khuẩn. Hệ số xác định tương quan R2 = 0.9990 cho thấy 

99,90 % phương sai của mật độ vi khuẩn có thể được giải thích bởi ba yếu tố trên. 

Đồng thời, R2 hiệu chỉnh của mô hình cao, (R2Adj = 0,9972) cho thấy mô hình thể 
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hiện thực tế khá chính xác và R2 dự đoán (R2pred = 0,9966) phù hợp với R2 hiệu 

chỉnh (sai khác phù hợp là nhỏ hơn 0,20) cho thấy mô hình đã đầy đủ. Adeq Precision 

(độ chính xác đầy đủ) = 62,2051 thể hiện một tỉ lệ tín hiệu trên nhiễu tốt (yêu cầu >4), 

điều này cho thấy mô hình phù hợp để đưa vào thực tế.  

Hình 3.25 (a) cho thấy yếu tố pepton tác động nhiều đến mật độ vi khuẩn nhiều 

hơn so với yếu tố glucose, và khi hai yếu tố glucose và pepton tác động với nhau 

ảnh hưởng rất lớn đến mật độ vi khuẩn. Hình 3.25 (b) yếu tố glucose và NaCl ảnh 

hưởng không nhiều đến mật độ vi khuẩn, Hình 3.25 (c) yếu tố pepton và NaCl ảnh 

hưởng không nhiều đến mật độ vi sinh vật. Khi hàm lượng pepton cao thì mật độ vi 

khuẩn cao nhưng nếu thành phần nitơ trong môi trường lên men vi sinh vật quá cao 

thì ảnh hưởng đến quá trình tạo sinh khối vi khuẩn. Tỷ lệ C:N phải ở 1 tỷ lệ thích 

hợp thì vi sinh vật mới phát triển tốt. Nitơ là cấu tử dinh dưỡng quan trọng, là 

nguyên tố có trong thành phần cấu tạo của vi khuẩn R. rhodochrous. Để nuôi cấy R. 

rhodochrous thường sử dụng peptone, cao nấm men, casein, mật rỉ đường và lượng 

chất dinh dưỡng cung cấp ảnh hưởng đến sinh trưởng của vi khuẩn vừa đủ và hợp 

lý. Nếu cung cấp dinh dưỡng không hợp lý sẽ có tác dụng gây ức chế sự phát triển 

của vi khuẩn. (Nguyễn Lân Dũng và ctv, 2002). 

 

(a)                                           (b)                                                 (c) 

Hình 3.25. Mặt đáp ứng giữa các yếu tố. (a) Mặt đáp ứng tương tác giữa Pepton và 

Glucose, (b) Mặt đáp ứng tương tác giữa NaCl và Glucose, (c) Mặt đáp ứng tương 

tác giữa NaCl và Pepton. 

Chủng vi khuẩn R. rhodochrous khi khảo sát trên môi trường tăng sinh thì 

chủng lại phát triển tốt nhất trên môi trường NB là môi trường chứa thành phần 

pepton cao nhất 5g/L, và khi khảo sát môi trường sản xuất sinh khối lỏng cho thấy 
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pepton vẫn ảnh hưởng nhiều nhất đến quá trình nhân mật độ vi khuẩn, bên cạnh đó, 

mức yếu tố ảnh hưởng là glucose và NaCl như nhau vì đây là nhóm vi khuẩn chịu 

mặn nên có thể yếu tố NaCl có tác động đến việc tạo sinh khối. Glucose thì trong 

môi trường nhân giống thì không có nhưng có thể môi trường sản xuất mức năng 

lượng cho vi sinh vật cao hơn, đòi hỏi chúng phải có thêm cacbon để phát triển. 

NaCl cũng có vai trò quan trọng trong phát triển của vi khuẩn, hàm lượng Na+ cao 

trong nhóm vi sinh vật sống ở nước biển hoặc vùng ven biển, tuy nhiên nếu hàm 

lượng quá cao thì sẽ dẫn đến các ảnh hưởng xấu đến sự phát triển vi sinh vật 

(Nguyễn Lân Dũng và ctv, 2002). Vương Thị Nga và ctv (2014), tối ưu hóa môi 

trường nuôi cấy vi khuẩn Rhodococcus ruber TD2 để tạo ra chất hoạt hóa bề mặt 

sinh học chứa 5,7% (v/v) dầu DO; 3,3 g/l NaNO3 và pH 8,3. Tác giả Singh và ctv 

(2017), nghiên cứu tối ưu hóa các điều kiện và môi trường enzyme Nhase từ vi 

khuẩn Rhodococcus pyridinivorans NIT-36, với môi trường Yeast extract- 0.10 %, 

K2HPO4- 0.01 %, KH2PO4- 0.01 %, MgSO4- 0.10 % and Glycerol- 10% ở pH là 9, 

thời gian 24 giờ với nhiệt độ 37oC. Một nghiên cứu của tác giả Sahu và ctv (2020), 

tối ưu hóa môi trường sinh enzyme nitrile hydratase (NHase) của vi khuẩn 

Rhodococcus rhodochrous (RS-6) với glycerol là 1%, urea 0,75% ở nhiệt độ 33oC, 

pH 7, thời gian nuôi cấy 48 giờ, kết quả cho thấy enzyme sinh ra tăng 6,22 lần so 

với môi trường ban đầu chưa tối ưu hóa. Theo các nghiên cứu trong và ngoài nước 

tham khảo thì các chủng vi sinh vật thuộc chi Rhodococcus có khả năng sinh tổng 

hợp enzyme Nhase trong sản xuất Acrylamide hay tạo chất hoạt hóa bề mặt sinh học 

nhưng trong nghiên cứu này, chủng vi khuẩn R. rhodochrous phân lập từ vùng nuôi 

tôm hùm có khả năng chuyển hóa các hợp chất ammonia, nitrite, nitrate, nghiên cứu 

cũng đã tối ưu hóa môi trường tạo sinh khối vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 

ứng dụng trong nuôi trồng thủy sản. Vì mục đích nghiên cứu khác nhau nên thành 

phẩn và hàm lượng môi trường khảo sát cũng khác nhau. Hiện nay, các tài liệu sử 

dụng chủng vi khuẩn này để xử lý các hợp chất nitơ trong ao nuôi thủy sản cũng như 

tối ưu hóa thành phần môi trường để sản xuất sinh khối vi khuẩn này rất hạn chế nên 

không thể so sánh với các nghiên cứu khác.  

Từ các dữ liệu thu được, thành phần môi trường nuôi cấy vi khuẩn R. 

(a) 
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rhodochrous T9 được xác định trong mô hình như sau: glucose 7,93 g/L, pepton 6,1 

g/L và NaCl 2,95 g/L, kết quả dự đoán mật độ vi khuẩn trong phần mềm DX11 tối 

đa đạt 2,93x 10
10

 CFU/mL (10,467Log.CFU/mL). Thử nghiệm nuôi cấy vi khuẩn 

theo môi trường mà mô hình đề xuất, cho kết quả mật độ vi khuẩn Rhodococcus 

rhodochrous T9 sau 36 giờ nuôi cấy, nhiệt độ 33 oC, tỷ lệ nạp giống là 2,5% là 2,52 

x 1010 CFU/mL (10,40 Log.CFU/mL) khá tương thích với mật độ vi khuẩn mà mô 

hình đã dự đoán. 

Vậy, ba chủng vi khuẩn được nhân sinh khối trong môi trường sản xuất lỏng có 

thành phần môi trường đã được tối ưu hóa, kết quả cho thấy mật độ vi khuẩn B. 

licheniformics B85 là 3,14 x 1011 CFU/mL, mật độ vi khuẩn P. stutzeri KL15 là 2,37 x 

1011  CFU/mL, R. rhodochrous T9 là 2,52 x 1010 CFU/mL. 

3.2.2. Tạo chế phẩm vi sinh dạng bột 

3.2.2.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến điều kiện sản xuất của các chủng vi 

khuẩn trên môi trường bán rắn  

Khảo sát môi trường ảnh hưởng đến sinh khối các chủng vi khuẩn   

 Ba chủng vi khuẩn được pha loãng mật độ vi khuẩn về 108 CFU/mL, cấy vào các 

môi trường như cám gạo, cám bắp, cám mì và bã đậu nành trong thời gian 48 giờ, nhiệt 

độ phòng, độ ẩm 50% với tỷ lệ nạp giống là 5%.  

 

Hình 3.26. Khảo sát các môi trường 

 Hình 3.26 ( phụ lục 2.6.1 - bảng 2.17) cho kết quả chủng vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85 phát triển tốt nhất trên môi trường là bã đậu nành với mật độ 2,9 

x109 CFU/gam, mật độ vi khuẩn phát triển tốt hơn so với các môi trường còn lại. 
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Chủng vi khuẩn P. stutzeri KL15 phát triển tốt nhất trên môi trường có chất mang là 

cám bắp có mật độ 1,27 x109 CFU/mL, chủng Rhodococcus rhodochrous T9 phát 

triển tốt nhất trên môi trường là cám gạo với mật độ 1x109 CFU/gam. Trong sản 

xuất chế phẩm vi sinh, thường sẽ chuyển qua dạng bột vì dễ dàng vận chuyển và 

bảo quản lâu hơn. Do đó, vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 sẽ nuôi cấy trên môi 

trường chứa chất mang là bã đậu nành, Pseudomonas stutzeri KL15 là cám bắp và 

Rhodococcus rhodochrous T9 là cám gạo.  

Theo xử lý thống kê, các chủng vi khuẩn trên môi trường chứa chất mang tốt 

nhất đều có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với các môi trường còn lại. Đây là 

phương pháp lên men bề mặt của nhóm vi khuẩn hiếu khí, thành phần môi trường 

thường chứa cả tinh bột và protein và trộn thêm các khoáng chất nhằm hỗ trợ thêm 

chất dinh dưỡng cho vi khuẩn phát triển (Trần Thị Thanh, 2000).  

Khảo sát tỷ lệ nạp giống ảnh hưởng đến sinh khối các chủng vi khuẩn  

Từ các môi trường phù hợp đã nghiên cứu ở nội dung trên, các chủng vi khuẩn 

được nuôi cấy trong thời gian 48 giờ, nhiệt độ phòng, độ ẩm 50% với tỷ lệ nạp 

giống là 2,5%, 5%, 7,5% và 10%. Ở môi trường bán rắn, không khảo sát mật độ vi 

khuẩn bổ sung mà chỉ khảo sát tỷ lệ giống vì thừa kế từ môi trường tăng sinh và 

môi trường sản xuất lỏng (mật độ vi khuẩn là 108 CFU/mL). Do đó, chọn mật độ 

108 CFU/mL cho các chủng vi khuẩn và chỉ khảo sát các tỷ lệ giống bổ sung vào 

môi trường bán rắn.  

 

Hình 3.27. Khảo sát tỷ lệ nạp giống  

Hình 3.27 (phụ lục 2.6.1 – bảng 2.18), chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis 

B85 phát triển tốt nhất với tỷ lệ giống là 7,5 % có mật độ 3,4x109 CFU/gam tuy 
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nhiên theo xử lý thống kê thì mật độ vi khuẩn ở 3 nồng độ 5%, 7,5% và 10% của 

chủng vi khuẩn B.licheniformis B85 không có sự khác biệt có ý nghĩa, do đó để có 

hiệu quả kinh tế, chọn tỷ lệ giống là 5% bổ sung vào môi trường bán rắn cho vi 

khuẩn B.licheniformis B85. Chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15 phát triển 

tốt nhất với tỷ lệ giống là 10% có mật độ 2 x 109 CFU/mL, tuy nhiên mật độ vi 

khuẩn KL 15 ở tỷ lệ giống 7,5% là 2 x 109 CFU/mL. Xét ý nghĩa thống kê, giữa hai 

nghiệm thức này không có sự khác biệt nên chọn tỷ lệ giống cho chủng vi khuẩn P. 

stutzeri KL15 là 7,5%. Tương tự chủng Rhodococcus rhodochrous T9 phát triển tốt 

nhất với mật độ 10% (1,8x109 CFU/gam), tuy nhiên mật độ vi khuẩn giữa các tỷ lệ 

5%, 7,5% và 10% không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê, nên chọn mật độ vi 

khuẩn cho môi trường bán rắn là 5%. Trong môi trường sản xuất, thành phần là các 

nguồn nitơ thô còn gọi là nguồn nitơ kỹ thuật, thường những môi trường này thì vi 

sinh vật phải cần một thời gian dài để thích nghi và sử dụng các thành phần trong 

môi trường, do đó để việc lên men bán rắn với thời gian nhanh hơn thì sẽ cần lượng 

giống nhiều hơn môi trường lỏng (Trần Thị Thanh, 2000). 

Tóm lại, tỷ lệ giống để bổ sung vào môi trường bán rắn cho vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85, Rhodococcus rhodochrous T9 là 5% và vi khuẩn Pseudomonas 

stutzeri KL15 là 7,5%.  

Khảo sát độ ẩm ảnh hưởng đến sinh khối các chủng vi khuẩn  

Các chủng vi khuẩn sau khi được nhân sinh khối trong môi trường sản xuất 

lỏng đã được tối ưu hóa, cấy vào các môi trường phù hợp đã nghiên cứu ở nội dung 

4.9.1, 4.9.2, ủ trong thời gian 48 giờ, nhiệt độ phòng, khảo sát độ ẩm 45%, 50%, 

55% và 60%.  

 

Hình 3.28. Khảo sát độ ẩm nuôi cấy  
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Chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 phát triển tốt nhất độ ẩm 55% có 

mật độ vi khuẩn là 3,6 x 109 CFU/gam tuy nhiên theo xử lý thống kê thì mật độ vi 

khuẩn ở hai độ ẩm 50, 55% không có sự khác biệt có ý nghĩa, do đó chọn độ ẩm 

55% để có mật độ cao nhất. Chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15 phát triển 

tốt nhất ở độ ẩm 55% có mật độ 2 x 109 CFU/mL, nghiệm thức độ ẩm 55% có sự 

khác biệt có ý nghĩa thống kê với các nghiệm thức còn lại, do đó chọn độ ẩm 55% 

cho môi trường nuôi cấy chủng vi khuẩn này. Tương tự Rhodococcus rhodochrous 

T9 phát triển tốt nhất ở độ ẩm 55% với mật độ 1,42 x 109 CFU/gam, mật độ vi 

khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 ở độ ẩm 50% là 1x109 CFU/mL. Xét ý nghĩa 

thống kê, giữa hai nghiệm thức này không có sự khác biệt nên có thể chọn một 

trong hai độ ẩm để nhân sinh khối. Trong lên men bán rắn, độ ẩm cũng ảnh hưởng 

đến quá trình nhân sinh khối của vi khuẩn, nếu độ ẩm quá thấp hay quá cao thì quá 

trình nhân sinh khối đều bị ảnh hưởng, môi trường lên men bán rắn độ ẩm của 

nguyên liệu môi trường phải từ 60-75%. Sự có mặt của nước giúp vi  sinh vật  hấp 

thu chất dinh dưỡng từ  môi trường dễ dàng hơn (Trần Thị Thanh, 2000).  

Tóm lại, độ ẩm để bổ sung vào môi trường bán rắn cho vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85, Rhodococcus rhodochrous T9, vi khuẩn Pseudomonas stutzeri 

KL15 là 55%.  

Khảo sát thời gian ảnh hưởng đến sinh khối các chủng vi khuẩn  

Thí nghiệm khảo sát thời gian nuôi cấy từ 36, 48, 60, 72, 84, 96 giờ cho 3 

chủng vi khuẩn trên môi trường bán rắn cho thấy khoảng thời gian nuôi cấy tốt nhất 

trong khoảng 48 – 84 giờ. Kết quả thể hiện ở phụ lục 2.6.1 – bảng 2.20 

Chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 phát triển tốt nhất với thời gian là 

60 giờ có mật độ 9,2 x109 CFU/gam, theo xử lý thống kê thì mật độ vi khuẩn ở thời 

gian 60 giờ của chủng vi khuẩn B85 không có sự khác biệt có ý nghĩa với nghiệm 

thức thời gian 72 giờ (mật độ vi khuẩn là 8,5 x 109 CFU/gam), do đó để có hiệu quả 

kinh tế, chọn thời gian là 60 giờ để thu nhận mật độ vi khuẩn trong môi trường bán 

rắn cho vi khuẩn Bacillus licheniformis B85. 

Chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15 phát triển tốt nhất với thời gian 

72 giờ có mật độ 5,1 x 109 CFU/mL. Xét thống kê, nghiệm thức 72 giờ này có sự 
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khác biệt có ý nghĩa với các nghiệm thức còn lại nên chọn thời gian cho chủng vi 

khuẩn P. stutzeri KL15 là 72 giờ. Tương tự chủng Rhodococcus rhodochrous T9 

phát triển tốt nhất với thời gian 72 giờ có mật độ 4,9 x 109 CFU/mL. Xét thống kê, 

nghiệm thức 72 giờ này có sự khác biệt có ý nghĩa với các nghiệm thức còn lại nên 

chọn thời gian cho chủng vi khuẩn Rhodococcus rhodochrous T9 là 72 giờ. Tóm lại, 

thời gian nuôi cấy cho chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 là 60 giờ và 

chủng vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus rhodochrous T9 là 72 

giờ. 

 

Hình 3.29. Khảo sát thời gian nuôi cấy 

Tác giả Trần Hữu Tâm (2014), đã nghiên cứu qui trình pilot sản xuất sinh 

khối 3 chủng vi khuẩn Bacillus sp. để tạo probiotic cung cấp carotenoid với nguồn 

cơ chất là đậu nành trong môi trường có agar với thời gian 48h, sau đó đông khô tế 

bào vi khuẩn để tạo probiotic, thử nghiệm trên chuột. Do ứng dụng chế phẩm vi 

sinh cho hai mục đích khác nhau, nên thành phần và phương pháp làm khác nhau 

nên không thể so sánh kết quả.  

3.2.2.2. Tạo chế phẩm vi khuẩn dạng bột  

 Ba chủng vi khuẩn được nhân lên từ môi trường bán rắn theo điều kiện đã 

khảo sát, đem đi sấy ở điều kiện nhiệt độ 40o C – 45o C trong thời gian 2 -3 ngày. 

Các sản phẩm được sấy khô về độ ẩm 10 - 15%, sau đó nghiền mịn, được đếm lại 

mật độ vi khuẩn để có thể tiến hành trộn với các chất phụ gia. Mật độ vi khuẩn được 

đếm lại sau khi sấy khô và nghiền mịn. Sau khi sấy khô thì tế bào vi khuẩn mất 

nước nên sẽ có một số tế bào vi khuẩn bị chết đi. Nhóm vi khuẩn nào có khả năng 

tạo bào tử sẽ chuyển thành bào tử và khi có điều kiện dinh dưỡng và độ ẩm, nhiệt độ 
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phù hợp thì nhóm vi khuẩn sẽ phát triển, còn những chủng vi khuẩn không có khả 

năng tạo bào tử, tế bào sinh dưỡng khi qua giai đoạn sấy, một phần tế bào chết đi và 

mật độ vi khuẩn giảm. Giai đoạn nghiền cũng là một yếu tố ảnh hưởng đến mật độ 

vi khuẩn vì có sử dụng nhiệt độ cao trong một thời gian ngắn. Các chế phẩm vi 

khuẩn dạng bột được tính toán trộn với nhau theo tỷ lệ phù hợp để đưa ra mật độ vi 

khuẩn cho hỗn hợp chế phẩm là 1x109 CFU/gam cho từng chủng vi khuẩn.  

Bảng 3.17. Mật độ vi khuẩn sau khi nghiền và sấy 

Stt Chủng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn (CFU/gam) 

1 Bacillus licheniformis B85 5,1 x 109 

2 Pseudomonas stutzeri KL15 3,3 x 109 

3 Rhodococcus rhodochrous T9 1,8 x 109 

Theo tính toán lý thuyết, số lượng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 là 200 

gam, Pseudomonas stutzeri KL15 là 300 gam và Rhodococcus rhodochrous T9 là 

500 gam, trộn với nhau thành 1 kg sẽ cho mật độ 109 CFU/gam cho mỗi con vi 

khuẩn. Hỗn hợp chế phẩm vi sinh cũng được pha loãng theo các nồng độ và tiến 

hành đo OD600mm, từ đường cong tăng trưởng chuyển ra mật độ vi khuẩn là 1,2 x 109 

CFU/gam. Hỗn hợp chế phẩm vi sinh tiếp tục được phối với chất phụ gia là 

dextrose, với tỷ lệ 150 gam hỗn hợp vi sinh với 850 gam dextrose, dùng phương 

pháp đo OD600nm, kết quả cho tổng mật độ vi khuẩn cho kết quả 1,5 x 108 CFU/gam, 

đem sử dụng cho nội dung 3.  

Khảo sát điều kiện bảo quản chế phẩm vi sinh 

 

 

Hình 3.30. Khảo sát điều kiện bảo quản của vi khuẩn B.licheniformis 

Hình 3.30, cho thấy vi khuẩn B. licheniformis B85, khi bảo quản ở nhiệt độ 4 - 8oC 
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trong 180 ngày, mật độ vi khuẩn giảm nhẹ, ban đầu từ 5,1 x 109 CFU/g xuống còn 7 

x108 CFU/g. Sau 360 ngày, mật độ vi khuẩn giảm còn 3,5 x 107 CFU/g. Ở nhiệt độ 

28-32o C, mật số vi khuẩn B. licheniformics B85 sau 120 ngày giảm xuống còn 

8,3.108 CFU/g, sau 270 ngày mật số vi khuẩn tiếp tục giảm xuống còn 107 CFU/g 

và sau 360 ngày, mật số vi khuẩn giảm xuống còn 3,5 x 106 CFU/g.  

 

Hình 3.31. Khảo sát điều kiện bảo quản của vi khuẩn P. stutzeri KL15 

Đối với vi khuẩn P. stutzeri KL15 ở hình 3.31, bảo quản ở mức nhiệt độ 4 - 8o C, 

120 ngày thì mật độ vi khuẩn giảm xuống còn 108 CFU/g, sau 360 ngày mật độ vi 

khuẩn giảm xuống 106 CFU/g. Còn ở mức nhiệt độ 28-32oC, thì sau 90 ngày mật độ 

vi khuẩn của 2 chủng P. stutzeri KL15 giảm từ 109 CFU/g xuống còn 108 CFU/g và 

sau 360 ngày bảo quản, mật độ vi khuẩn giảm còn 105 CFU/g 

 

Hình 3.32. Khảo sát điều kiện bảo quản của vi khuẩn R.rhodochrous T9 

Đối với vi khuẩn R.rhodochrous T9 ở hình 3.32 cho thấy bảo quản ở mức nhiệt độ 4 

– 8oC, 120 ngày thì mật độ vi khuẩn giảm xuống còn 108 CFU/gam, sau 360 ngày 

mật độ vi khuẩn giảm xuống 106 CFU/g. Còn ở mức nhiệt độ 28-32oC, thì sau 90 

ngày mật độ vi khuẩn của R.rhodochrous T9 giảm từ 109 CFU/g xuống còn 108 

CFU/g và sau 360 ngày bảo quản, mật độ vi khuẩn giảm còn 105 CFU/g.  

Tóm lại, bảo quản ở điều kiện nhiệt độ từ 4 – 8oC, vi khuẩn được bảo quản tốt 
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hơn, mật độ vi khuẩn có giảm nhẹ sau 120 ngày bảo quản và sau 360 ngày, chủng vi 

khuẩn B. licheniformis B85 giảm còn 107 CFU/g, còn 2 chủng vi khuẩn còn lại là 

106 CFU/g. Đối với bảo quản ở nhiệt độ 28-32oC, mật độ vi khuẩn giảm nhẹ sau  

180 ngày và sau 360 ngày, mật số vi khuẩn B. licheniformis B85 giảm còn 106 

CFU/g, hai chủng vi khuẩn giảm xuống còn 105 CFU/g. Đặc biệt, chủng vi khuẩn B. 

licheniformics B85 là nhóm vi khuẩn sinh bào tử nên sau thời gian bảo quản 360 

ngày, có mật số vi khuẩn cao hơn so với 2 chủng vi khuẩn còn lại.  

3.3. Nội dung 3: Đánh giá chuyển hóa nitơ của các chủng vi khuẩn trong nuôi 

trồng thủy sản. 

3.3.1. Đánh giá sự chuyển hóa N của các chủng vi khuẩn trong nước nuôi tôm 

thẻ chân trắng (không có tôm) ở qui mô phòng thí nghiệm. 

3.3.1.1. Đánh giá sự chuyển hóa N của các chủng vi khuẩn. 

Theo dõi pH môi trường nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng (không có tôm) 

Nước nuôi tôm thẻ chân trắng được đem về từ Cần Giờ là 400L, chứa vào can 20L, 

có sụt khí oxy. Tiến hành bổ sung chế phẩm vi sinh theo các tỷ lệ 0,1%, 0,2%, 

0,3%, 0,4% và 0,5% với mật độ vi sinh vật là 108 CFU/gam.  

 

Hình 3.33. Chỉ tiêu pH theo dõi hàng ngày 

Theo dõi các chỉ tiêu pH, hàm lượng ammonia, nitrite, nitrate và tổng vi khuẩn 

hiếu khí, mật độ vi khuẩn AOB, NOB trong thời gian 5 ngày ở nhiệt độ phòng. 

Nhiệt độ nước trong can được đo vào các buổi sáng, do động từ 28 - 30oC và chiều 

trong khoàng 30 - 32oC. Tất cả các NT có bổ sung vi khuẩn sau 5 ngày đều có xu 

hướng pH giảm nhưng giảm rất ít, sau 5 ngày vẫn duy trì ở mức pH = 7,3 - 7,8. 

Nhìn chung, pH ở Hình 3.33 dù có giảm nhưng vẫn duy trì ở mức độ cho phép 
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với môi trường nước nuôi tôm thẻ chân trắng (7,0 – 8,5), pH có xu hướng giảm là 

hoàn toàn phù hợp với xu hướng giảm hàm lượng ammonia có trong nước ao. 

Khảo sát chuyển hóa ammonia trong ao nuôi tôm thẻ chân trắng       

Khi pH giảm, sự chuyển đổi từ NH4
+ sang NH3 sẽ giảm, kết hợp với điều kiện 

sụt khí liên tục hợp thành tổ hợp điều kiện giúp nhóm vi khuẩn hiếu khí oxy hóa 

NH4
+/NH3 thành NO2

- dễ dàng hơn và sự phân hủy chất hữu cơ ở đáy ao sẽ diễn ra 

nhanh chóng khi pH ở ngưỡng 7 – 8 (Boyd, 1998).  

 

Hình 3.34. Hàm lượng ammonia theo dõi hàng ngày 

Ở hình 3.34, nước nuôi tôm thẻ chân trắng ban đầu phân tích có hàm lượng 

ammonia là 0,204 mg/l. Sau 4 ngày ở 5 can có bổ sung chế phẩm hỗn hợp vi khuẩn 

xử lý thì nồng độ ammonia giảm xuống ngưỡng < 0,1 mg/l, lượng ammonia giảm 

theo thứ tự tỷ lệ chế phẩm vi khuẩn bổ sung từ cao đến thấp, ở NTĐC cũng có giảm 

nhưng chưa đạt ngưỡng nồng độ ammonia ≤ 0,1 mg/l. Sau 5 ngày theo dõi, hàm 

lượng ammonia ở các NT 1, 2, 3, 4, 5 tiếp tục giảm xuống ≤ 0,06 mg/L, riêng 

NTĐC có hàm lượng ammonia là 0,12 mg/L. Vậy khi bổ sung mật độ vi khuẩn bổ 

sung với tỷ lệ 0,3%, 0,4% và 0,5% sau 5 ngày đều cho hiệu suất xử lý ammonia lớn 

hơn 80 % tương ứng với hàm lượng ammonia là 0,04 mg/L (NT3) và 0,03 mg/L 

(NT4, NT5). Ở NT5 bổ sung tỷ lệ 0,5% vi khuẩn với mật độ 108 CFU/gam xử lý 

ammonia tốt nhất, ở ngày thứ 3 đã làm hàm lượng ammonia giảm xuống còn 0,09 

mg/L tương ứng hiệu suất xử lý 56%, qua 5 ngày hàm lượng ammonia giảm còn 

0,03 mg/L tương ứng với hiệu suất xử lý đạt được 85,31%. Điều này chứng tỏ khi 

có sự kết hợp nhiều nhóm vi khuẩn chuyển hóa nitơ lại với nhau và bổ sung mật số 

vi khuẩn cao thì khả năng xử lý ammonia sẽ tốt hơn. Xét về mặt thống kê, NT3 
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(0,3%), NT4 (0,4%), NT5 (0,5%) không có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê 

(phụ lục 3.1 – bảng 3.2) và 3 nghiệm thức này có sự khác biệt với NT1, NT2 và 

NTĐC. Tuy nhiên khi mở rộng ứng dụng vấn đề này, về mặt hiệu quả kinh tế, nếu 

chế phẩm vi sinh được phép bổ sung vào ao nuôi tôm thẻ với tỷ lệ vi sinh 0,5% thì 

có thể sẽ khá đắt tiền, ảnh hưởng đến khoảng chi phí cho việc sử dụng chế phẩm vi 

sinh của người nuôi tôm. Từ kết quả và những phân tích trên, quyết định thử 

nghiệm mật độ vi khuẩn nitrite hóa thích hợp cần bổ sung vào bể ương nuôi tôm thẻ 

chân trắng giai đoạn post 5 ở qui mô 1m3 để cải thiện hàm lượng ammonia là 108 

CFU/g với liều lượng 0,3 %, 0,4% và 0,5%. 

Khảo sát chuyển hóa nitrite trong ao nuôi tôm thẻ chân trắng       

Hình 3.35, nhìn chung hàm lượng NO2
- ở các NT ban đầu không cao với hàm 

lượng 0,1086 mg/L và sau 6 ngày theo dõi, lượng nitrite ở các NT có bổ sung vi 

sinh có tăng nhẹ vào ngày thứ 1 đến ngày thứ 3, sau đó giảm khi chuyển qua ngày 

thứ tư đến thứ 6. Do trong quá trình hoạt động từ ngày thứ 1 đến ngày thứ 3, các 

chủng vi khuẩn chuyển hóa ammonia sau 24 giờ và tạo ra sản phẩm là nitrite, làm 

hàm lượng nitrite tăng lên. 

 

Hình 3.35. Hàm lượng nitrite theo dõi hàng ngày 

Sau thời gian 3 ngày, các chủng vi khuẩn chuyển hóa nitrite thành nitrate, do 

đó làm hàm lượng nitrite bị giảm xuống. Nghiệm thức có bổ sung vi sinh vật thì 

nitrite giảm nhanh so với nghiệm thức đối chứng và hàm lượng nitrite ở 5 NT bổ 

sung vi sinh giảm xuống còn từ 0,0214 – 0,0405 mg/L, điều này chứng tỏ nhóm vi 

khuẩn nitrite hóa bổ sung đã bắt đầu hoạt động và thích nghi dần với môi trường 

nước ương nuôi ấu trùng tôm thẻ chân trắng. Riêng nghiệm thức đối chứng, không 

bổ sung vi sinh vật từ bên ngoài mà chỉ có các chủng vi khuẩn nitrate hóa trong 
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nước nên việc chuyển hóa NO2
- chậm và hầu như giảm rất ít. Xét về thống kê ( phụ 

lục 3.1 – bảng 3.3), sau 6 ngày theo dõi, nghiệm thức NT4 và NT5 có không có sự 

khác biệt có ý nghĩa, nghiệm thứ NT3 có sự khác biệt có ý nghĩa với nghiệm thức 

NT5 nhưng lại không có sự khác biệt có ý nghĩa với nghiệm thức NT4.  

Tóm lại, nghiệm thức bổ sung chế phẩm vi sinh 0,5% (NT5) có hàm lượng 

nitrite là 0,0214 mg/L tương ứng hiệu suất chuyển hóa nitrite là 80,29% là nghiệm 

thức giảm nhiều nhất. Hàm lượng nitrite còn 0,0274 mg/L tương ứng hiệu suất 

chuyển hóa nitrite 74,77% ở nghiệm thức bổ sung chế phẩm vi sinh 0,4% (NT4), 

hàm lượng nitrite ở nghiệm thức 0,3 % (NT3) là 0,0319 mg/L tương ứng hiệu suất 

chuyển hóa 70,63% tuy nhiên khi sử dụng chế phẩm ở qui mô lớn hơn có thể xem 

xét sử dụng ở nghiệm thức 0,3% và 0,4% để có hiệu quả về kinh tế. Theo Boyd 

(1998) hàm lượng nitrite trong ao nuôi tôm chủ yếu do thức ăn thừa và quá trình bài 

tiết của tôm nuôi. Nitrite là hợp chất nitơ gây độc cho các động vật thủy sản, trong 

đó có tôm, khi nồng độ nitrite cao sẽ kết hợp với hemocyanin trong máu tôm làm 

mất khả năng vận chuyển ôxy trong máu khiến tôm nuôi bị ngạt. Khi đó tôm sẽ yếu, 

dễ mắc bệnh hoặc chết vì sốc môi trường, cho rằng đối với ao nuôi thủy sản nồng 

độ nitrite nhỏ hơn 0,3 mg/L. Theo Whetstone và ctv (2002) nồng độ nitrite trong ao 

nuôi tôm phải nhỏ hơn 0,23 mg/L được xem là an toàn.  

Khảo sát chuyển hóa nitrate trong ao nuôi tôm thẻ chân trắng 

Trên biểu đồ Hình 3.36 hàm lượng nitrate ở các NT ban đầu thấp chỉ có 

0,2156 mg/L và sau 6 ngày theo dõi, lượng nitrate có tăng nhẹ từ ngày thứ 1 đến 

ngày thứ 3 và giảm từ ngày thứ tư đến ngày thứ sáu.  

 

Hình 3.36. Hàm lượng nitrate theo dõi hàng ngày 
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Riêng nghiệm thức đối chứng, hàm lượng nitrate hầu như giảm nhẹ từ ngày 

thứ 1 đến ngày thứ 6, vì do mật độ vi sinh vật nitrate hóa và khử nitrate trong nước 

nuôi tôm thẻ chân trắng thấp, lại không được bổ sung vi sinh vật bên ngoài vào nên 

hàm lượng NO3
-  không được khử để chuyển thành N phân tử. Các nghiệm thức có 

bổ sung vi sinh thì quá trình chuyển hóa từ NH3 → NO2
- → NO3

- → N2 giúp cho sự 

thay đổi trong môi trường nước tốt hơn, hàm lượng nitrate giảm từ ngày thứ tư đến 

ngày thứ 6 thì chứng tỏ nhóm vi khuẩn đã bắt đầu hoạt động và thích nghi dần với 

môi trường.       

Tóm lại, sau 6 ngày, nghiệm thức 0,5% (NT5) chuyển hóa nitrate với hiệu suất 

là 76,11% (tương ứng hàm lượng nitrate còn là 0,0515 mg/L), nghiệm thức 0,4% 

(NT4) chuyển hóa nitrate với hiệu suất là 70,92% tương ứng hàm lượng nitrate còn 

0,0627 mg/L, NT3 là 64,08% tương ứng hàm lượng nitrate 0,0774 mg/L. Cho thấy, 

nghiệm thức NT5 có hàm lượng nitrate giảm nhiều nhất so với các nghiệm thức còn 

lại. Nhưng xét về mặt thống kê (phụ lục 3.1 – bảng 3.4), nghiệm thức NT3 và NT4 

không có khác biệt có ý nghĩa và nghiệm thức NT4 và NT5 không có sự khác biệt 

có ý nghĩa, tuy nhiên nghiệm thức NT3 và NT5 lại có sự khác biệt có ý nghĩa. 

Do đó, cần thử nghiệm cả 3 NT3, NT4, NT5 ở qui mô lớn hơn nhằm lựa chọn 

tỷ lệ vi sinh thích hợp cho hiệu quả kinh tế. Theo Zweig và ctv (1999) nitrate là sản 

phẩm cuối cùng của quá trình nitrate hóa và nồng độ thường cao hơn cả ammonia 

và nitrit nhưng ít độc hơn. Nồng độ nitrate cao có thể ảnh hưởng đến quá trình thẩm 

thấu và vận chuyển ôxy, nhưng nồng độ độc hại cao hơn nhiều so với ammonia và 

nitrite (Lawson, 1995). Nồng độ nitrate cao cũng có thể dẫn đến hiện tượng phú 

dưỡng, phát triển quá mức của tảo và thực vật thủy sinh, có thể có tác động tiêu cực 

đến các loài thủy sản nuôi (Zweig và ctv., 1999). Zhang (2020), đã khảo sát được tỷ 

lệ C/N là 10 với nguồn cacbon là glucose, pH 7, nhiệt độ 30oC, bốn chủng vi sinh 

vật Pseudomonas sp., Sphingobacterium sp., Bacillus sp., Acinetobacter sp. theo tỷ 

lệ 1:1:1:1 thì chuyển hóa ammonia trong nước thải trang trại chăn nuôi lợn đã 

chuyển hóa được khoảng 20,56% ammonia. Tóm lại, các chủng vi khuẩn khi phối 

hợp theo các tỷ lệ đã cho khả năng chuyển hóa ammonia, nitrite, nitrate trên 80% 

khi bổ sung vào môi trường nước ao tôm thẻ chân trắng (không có tôm), làm tiền đề 
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cho việc ứng dụng chế phẩm vi sinh vào ương giống tôm thẻ chân trắng.  

3.3.1.2. Đánh giá mật độ vi sinh vật khi bổ sung chế phẩm vi sinh. 

• Tổng vi khuẩn hiếu khí  

Mật độ vi khuẩn hiếu khí trong nước nuôi tôm thẻ chân trắng ban đầu khi lấy 

về phòng thí nghiệm là 2,7 x 106 CFU/mL, sau khi bổ sung hỗn hợp vi sinh theo các 

tỷ lệ 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 % với mật độ vi khuẩn là 108 CFU/g vào các can 20L 

chứa nước nuôi tôm thẻ chân trắng cho thấy tổng vi sinh vật hiếu khí có mật độ từ 

4,5 x 1010 CFU/mL đến 6,2 x1011 CFU/mL. Đến ngày thứ 2 vi sinh bắt đầu hoạt 

động sử dụng ammonia như nguồn thức ăn và chuyển hóa thành nitrite, nitrate tuy 

nhiên hàm lượng vi sinh vật giảm nhanh trong thời gian 2 – 5 ngày sau khi cho vào 

môi trường nước. Đến ngày thứ năm, NTĐC có tổng vi khuẩn hiếu khí còn 1,2 x 

103 CFU/mL và nghiệm thức NT1, NT2, NT3 là 1,6 – 8,1 x 106 CFU/mL, NT4, 

NT5 là 1,2 -1,5 x 107 CFU/mL.  

 

Hình 3.37. Mật độ tổng vi khuẩn hiếu khí  

Theo Anderson (1993) trong nước sạch thì tổng vi khuẩn nhỏ hơn 103 

CFU/mL nếu mật độ tổng vi khuẩn vượt 107 CFU/mL sẽ có hại cho tôm cá nuôi và 

môi trường trở nên bẩn. Tuy nhiên theo thí nghiệm này thì môi trường nước không 

có hoạt động của tôm, chỉ kiểm soát mật độ vi khuẩn theo từng ngày để đánh giá sự 

hiện diện của chúng và cũng không so sánh giữa các nghiệm thức. Môi trường nước 

nuôi tôm này không có sự hoạt động của tôm nên sau khi hàm lượng ammonia 

giảm, nitrite giảm thì vi sinh vật không còn nguồn thức ăn nên mật độ cũng sẽ giảm 

dần theo thời gian. 
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Vi khuẩn chuyển hóa ammonia (AOB) 

 Hình 3.38, mật độ vi khuẩn chuyển hóa ammonia trong nước ban đầu khi lấy 

về phòng thí nghiệm là 4,7 x 102 CFU/mL, sau khi bổ sung hỗn hợp vi sinh theo các 

tỷ lệ 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 % với mật độ vi khuẩn là 108 CFU/g vào các can 20L 

chứa nước nuôi tôm cho thấy vi khuẩn AOB tăng mật độ lên 107 CFU/mL (NT1 và 

NT2) và 2,8 – 7,2 x 108 CFU/mL (3 nghiệm thức NT3, NT4, NT5). Đến ngày thứ 2 

vi sinh bắt đầu hoạt động sử dụng ammonia như nguồn thức ăn và chuyển hóa thành 

nitrite, nitrate. Tuy nhiên hàm lượng vi sinh vật giảm nhanh trong thời gian 4 - 5 

ngày sau khi cho vào môi trường nước nuôi tôm. Đến ngày thứ 4 thì ở NTĐC nhóm 

vi khuẩn AOB không còn phát hiện và nghiệm thức NT1, NT2, NT3 là 1,5 – 8,1 x 

105 CFU/mL, NT4, NT5 là 2,2 – 5,2 x 106 CFU/mL. Đến ngày thứ 5 mật độ tiếp tục 

giảm nhiều, nghiệm thức  NT1 là 4,1 x 103 CFU/mL, NT2, NT3 là 1,6 – 2,1 x 104 

CFU/mL và NT4, NT5 là 1,2 – 6,2 x 105 CFU/mL. 

 

    Hình 3.38. Mật độ vi khuẩn chuyển hóa ammonia 

Hàm lượng vi sinh vật chuyển hóa ammonia giảm nhanh theo từng ngày, ngày 

đầu tiên vi khuẩn AOB được bổ sung vào môi trường nước, vi sinh vật sử dụng 

ammonia làm thức ăn để sinh trưởng và phát triển, chuyển hóa NH4
+ thành NO2

- và 

đây là môi trường nước không nuôi tôm nên thức ăn không được cung cấp vào, do 

đó một phần các vi sinh vật cạnh tranh dinh dưỡng lẫn nhau, làm ảnh hưởng đến 

mật độ vi khuẩn và một phần nhóm vi khuẩn không sinh bào tử chết đi cũng làm 

ảnh hưởng đến mật độ vi khuẩn.  

• Vi khuẩn chuyển hóa nitrite (NOB) 

Vi khuẩn chuyển hóa nitrite trong nước ban đầu khi lấy về phòng thí nghiệm 
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có mật độ từ 1,2 x 102 CFU/mL, sau khi bổ sung hỗn hợp vi sinh theo các tỷ lệ 0,1; 

0,2; 0,3; 0,4; 0,5 % với mật độ vi khuẩn là 108 CFU/g vào các can 20L chứa nước 

nuôi tôm cho thấy vi khuẩn NOB tăng mật độ lên 2,5 - 4,1 x 107  CFU/mL cho 3 

nghiệm thức NT1, NT2, NT3 và mật độ 5,6 – 8,3.108 CFU/g ở NT4, NT5. Đến 

ngày thứ 2 vi sinh bắt đầu hoạt động sử dụng nitrite để chuyển hóa thành nitrate thì 

mật độ có giảm nhẹ ở NT4, NT5 còn 5,5 – 8,5 x 107 CFU/mL và nghiệm thức NT1, 

NT2, NT3 giảm xuống còn 3,7 – 6,7 x 107 CFU/mL. Tuy nhiên hàm lượng vi sinh 

vật giảm nhanh trong thời gian 3, 4, 5 ngày sau khi cho vào môi trường nước nuôi 

tôm. Đến ngày thứ 3 thì ở NTĐC nhóm vi khuẩn NOB không còn phát hiện và các 

nghiệm thức giảm mật độ rất nhanh. Đến ngày thứ 5 mật độ giảm khá thấp, mật độ 

vi sinh NOB ở nghiệm thức NT1, NT2 còn 1,6 -1,7 x 102 CFU/mL, NT3 là 2,1 x 

103 CFU/mL, NT4, NT5 là 1,2 – 2,2 x 104  CFU/mL.  

 

Hình 3.39. Mật độ vi khuẩn chuyển hóa nitrite 

Tương tự như nhóm vi khuẩn AOB, mật độ vi khuẩn giảm khá nhanh do hàm 

lượng nitrite bị chuyển hóa hết và vi khuẩn ko còn thức ăn sử dụng tồn tại và phát 

triển. Trong nhóm vi khuẩn bổ sung chỉ có vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 là 

sinh bào tử, còn hai chủng vi khuẩn còn lại không sinh bào tử nên vi khuẩn bị chết 

đi 1 phần. Tóm lại, khi bổ sung chế phẩm hỗn hợp vi khuẩn vào trong nước nuôi 

tôm thẻ chân trắng (không có tôm) có chứa ammonia và nitrite thì chế phẩm sẽ hoạt 

động làm giảm hàm lượng ammonia, nitrite và nitrate trong nước. Mật độ nhóm vi 

khuẩn AOB, NOB trong môi trường nước ao thực địa mọc được trên môi trường 

Winogradki khoảng 102 CFU/mL và được bổ sung chế phẩm vi sinh vào là 108 

CFU/mL, phân tích mật độ sau bổ sung thì mật độ vi khuẩn AOB, NOB tăng từ 108 
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– 109 CFU/mL. Hàm lượng vi sinh ngày đầu tiên cao do mới bổ sung vi sinh vật 

vào, hàm lượng dinh dưỡng trong nước vẫn còn, vi sinh vật sử dụng như là nguồn 

thức ăn. Đến ngày thứ 3, 4, 5 thì vi sinh vật giảm do lượng chất hữu cơ trong nước 

giảm, vi khuẩn không còn nguồn thức ăn để phát triển sinh khối. 

Nhìn chung, qua các ngày mật độ vi khuẩn ở tất cả các NT đều có xu hướng 

giảm, giảm khá nhanh. Sau 5 ngày mật độ vi sinh dao động về khoảng 102 – 104 

(CFU/mL), có thể đây là do lượng NH4
+/NH3 giảm (dinh dưỡng giảm) làm tăng 

lượng NO2
-, sau đó NO2

- giảm để tạo ra NO3
- và tiếp tục NO3- giảm, chuyển thành 

N2 phân tử nên môi trường nước nuôi tôm thẻ chân trắng (không có tôm) để thời 

gian lâu thì khả năng sống sót của nhóm vi khuẩn bản địa cũng như nhóm vi khuẩn 

nitrite hóa bổ sung sẽ giảm đi rất nhiều. Để đánh giá đầy đủ hơn hiệu quả của chế 

phẩm vi sinh vật trong nuôi trồng thủy sản, cần thực hiện thí nghiệm quy mô hơn và 

toàn diện hơn, vì thế, tiếp tục tiến hành đánh giá ảnh hưởng của chế phẩm vi sinh 

lên chất lượng nước nuôi tôm thẻ chân trắng, giai đoạn ương giống ở qui mô 1m3 

với 3 tỷ lệ vi sinh là 0,3%, 0,4% và 0,5%.  

3.3.2. Đánh giá sự chuyển hóa N của các chủng vi khuẩn trong bể nuôi tôm thẻ 

chân trắng giai đoạn ương giống ở qui mô bể xi-măng 1m3. 

Các chỉ tiêu môi trường ương nuôi ấu trùng tôm thẻ chân trắng  

Trong suốt thời gian thực hiện thí nghiệm, các chỉ tiêu nhiệt độ, pH, DO được 

đo định kỳ một ngày 2 lần (bảng kết quả phần phụ lục 3.2 – bảng 3.8 và 3.9). Nhiệt 

độ nước của các nghiệm thức tương đối ổn định trong quá trình thí nghiệm. Vào buổi 

sáng, nhiệt độ cao nhất ở NT1 (28,06 ± 0,96 oC), thấp nhất ở NTĐC (27,96 ± 0,94 

oC). Vào buổi chiều nhiệt độ nước cao hơn so với buổi sáng và cao nhất ở NTĐC 

(29,37 ± 1,24 oC), thấp nhất ở NT3 (29,19 ± 1,15 oC), tuy nhiên sự khác biệt giữa các 

nghiệm thức không có ý nghĩa thống kê (P<0,05). Theo Wyk và Scarpa (1999) thân 

nhiệt của tôm sẽ thường xuyên ở trạng thái cân bằng với nhiệt độ của nước. Khoảng 

nhiệt độ tối ưu cho tôm chân trắng trưởng thành là từ 28 đến 32oC (Boyd, 1998; Wyk 

và Scarpa, 1999). Vì vậy, nhiệt độ ở các nghiệm thức thí nghiệm nằm trong khoảng 

thích hợp cho sự tăng trưởng của tôm, và cũng phù hợp với sự phát triển của vi khuẩn 

(theo nội dung 2, vi khuẩn tăng sinh tốt ở nhiệt độ 30oC). 
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Theo Lawson (1995) pH là một trong những chỉ tiêu quan trọng để đánh giá 

chất lượng nước ao nuôi, đặc biệt là trong ương ấu trùng tôm chân trắng. Khi pH 

biến động thì sẽ ảnh hưởng tới quá trình sinh lý, sinh hóa trong cơ thể tôm, làm ảnh 

hưởng các yếu tố khác trong ao như tảo, khí độc. pH trung bình của các nghiệm 

thức luôn luôn ổn định, vào buổi sáng từ 7,72 – 7,78 và buổi chiều từ 7,61 – 7,76, 

các khoảng dao động này nằm trong giới hạn thích hợp cho tôm (Boyd và ctv, 2002; 

Whetstone và ctv, 2002) và thích hợp cho vi khuẩn hoạt động (Nguyễn Lân Dũng 

và ctv, 2002).  

Theo Wanninayate và ctv (2001) nghiên cứu sự phân phối ôxy trong ao cho 

thấy có 70% lượng ôxy tiêu hao cho sinh vật đáy và sự ôxy hóa các hợp chất hữu 

cơ, chỉ có 20% lượng ôxy tiêu tốn cho quá trình hô hấp của tôm. Hàm lượng DO 

trung bình của các nghiệm thức ở cả hai buổi sáng và chiều tương đối ổn định, có sự 

khác nhau giữa các nghiệm thức nhưng không có ý nghĩa về mặt thống kê (p 

<0,05), dao động trung bình từ 6,5 – 6,97 ppm khoảng biến động này nằm trong 

giới hạn từ 6 – 8,2 ppm, theo nghiên cứu của Avnimelech (2007) là thích hợp cho 

tôm. Hàm lượng DO như vậy rất thuận lợi cho tôm tăng trưởng và phát triển, cũng 

như duy trì được sự phát triển tốt của lượng tảo trong hệ thống. Ngoài ra, DO cũng 

hỗ trợ cho nhóm vi khuẩn hiếu khí chuyển hóa các hợp chất N trong ao hoạt động 

tốt hơn thì việc chuyển hóa các khí độc trong ao cũng nhanh hơn.  

 Độ kiềm cao nhất ở NT2 (121,25 ± 18,45 mg/L) và thấp nhất ở NTĐC 

(106,75 ± 31,74 mg/L), giữa các nghiệm thức có sự sai khác về mặt thống kê 

(P<0,05). Theo Hargreaves (2013), độ kiềm trong ao nuôi nên duy trì ở mức 100 – 

150 mg/L. Do đó, độ kiềm trung bình ở các nghiệm thức nằm trong mức cho phép 

và không gây hại đến tôm. Độ mặn trong thí nghiệm không có sự khác biệt về mặt 

thống kê (P <0,05), các nghiệm thức duy trì được độ mặn 20o/oo. Theo Samocha 

(2019) độ mặn 20 - 35 ‰ sẽ thích hợp cho tôm chân trắng phát triển. vì vậy độ mặn 

trong các nghệm thức ổn định, phù hợp để tôm phát triển và cũng phù hợp với khả 

năng chịu mặn của vi khuẩn (trong thí nghiệm khảo sát chịu mặn, nội dung 2). 

Khảo sát hàm lượng TAN trong quá trình ương nuôi  

Tôm được thả sau 2 ngày ổn định nước trong bể (lần 2 là mới bắt đầu thả 
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tôm), tôm được ương nuôi trong 30 ngày, đến lần thứ 17 là dừng nuôi tôm và tiếp 

tục lấy nước phân tích chỉ tiêu để theo dõi sau 4 ngày không có tôm (lần 18, 19), 

mẫu nước được lấy 2 ngày/1 lần để tiến hành phân tích (phụ lục 3.2 – bảng 3.14).  

 

Hình 3.40. Hàm lượng TAN của các nghiệm thức 

Kết quả phân tích ở Hình 3.40 cho thấy hàm lượng TAN ở NTĐC biến thiên 

từ 1,18 – 8,89 mg/L, hàm lượng TAN tương đối ổn định ban đầu từ lần 1 đến lần 7, 

đến lần 8 thì hàm lượng TAN trong bể đối chứng bắt đầu có sự biến động và chênh 

lệch lớn ở các lần đo, đặc biệt ở lần 13 tăng lên cao nhất và giảm dần ở các lần sau, 

nguyên nhân của sự biến động TAN trong nghiệm thức đối chứng này có thể do 

“tảo trong ao thường bị tàn do cường độ ánh sáng quá cao hoặc vì một số nguyên 

nhân khác. Các sự cố này khiến cho môi trường ao nuôi thủy sản mất ổn định, dẫn 

đến sự thiếu hụt oxy hòa tan hoặc gia tăng hàm lượng TAN” (Avnimelech và ctv, 

1994). Trong thời gian 30 ngày, NT1 biến thiên từ 1,14 – 3,31 mg/L, NT2 từ 1,12 - 

2,90 mg/L và NT3 từ 1, 26 – 2,50 mg/L. Ở các nghiệm thức, TAN khá ổn định, tăng 

cao nhất là lần thứ 9 đến lần thứ 15 tuy nhiên không có NT nào có hàm lượng TAN 

tăng vượt 3,5 mg/L, hàm lượng TAN giảm nhẹ ở lần 18, 19. Theo Boyd (1998); 

Chanratchakool (2003), hàm lượng TAN thích hợp cho ao nuôi tôm là 0,2 – 2,0 

mg/L và hàm lượng ammoniac (NH3) phải nhỏ hơn 0,1mg/L. Tuy nhiên theo 

Robertson (2006); Samocha (2019) thì hàm lượng TAN nhỏ hơn 3,0 mg/L là 

khoảng tối ưu cho tôm nuôi phát triển và độ độc của nó tuỳ thuộc vào pH. Kết quả 

của nghiên cứu cho thấy TAN của NT2, NT3 nẳm trong ngưỡng cho phép tôm phát 

triển, chứng tỏ hàm lượng vi sinh được bổ sung đủ trong ao nuôi tôm góp phần 

phân hủy vật chất hữu cơ chứa nitơ thành các hợp chất NH4+, NO2-, NO3-. Do đó, 
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cho thấy tỷ lệ vi sinh là 0,4 % và 0,5% là tỷ lệ tốt nhất để bổ sung cho bể nuôi tôm 

thẻ chân trắng giai đoạn ương giống.  

Khảo sát hàm lượng nitrite trong quá trình ương nuôi  

 

Hình 3.41. Hàm lượng NO2
- của các nghiệm thức 

Hình 3.41 hàm lượng nitrite ổn định từ bắt đầu thả tôm đến thời điểm ương 

nuôi được 20 ngày (lần thứ 1 – 12), càng về sau hàm lượng NO2
- càng tăng dần từ 

lần thứ 12 đến thời điểm thu tôm là lần thứ 17, khoảng biến thiên hàm lượng NO2
- 

của NTĐC từ 0,06 – 15,58 mg/L, NT1 từ 0,07 – 7,32 mg/L, NT2 từ 0,04 – 3,32 

mg/L và NT3 từ 0,05 – 3,10 mg/mL (phụ lục 3.2 – bảng 3.15). Hàm lượng nitrite 

tăng cao và biến động mạnh ở lần thu mẫu thứ 12 – lần thứ 19 ở nghiệm thức đối 

chứng. Ở các nghiệm thức còn lại thì hàm lượng NO2
- cũng tăng ở lần thu mẫu 12 

nhưng không biến động mạnh như NTĐC. Theo Boyd (1998) hàm lượng NO2
- cho 

phép trong ao nuôi thủy sản là không vượt quá 10 mg/L và tốt nhất là nhỏ hơn 2 

mg/L. Theo Alcaraz và ctv (1999), hàm lượng NO2
- gây chết 50% tôm trong 48 giờ 

là 240 mg/L. Whetstone và ctv. (2002) nồng độ N-NO2- trong ao nuôi tôm phải nhỏ 

hơn 0,23 mg/L được xem là an toàn. Theo kết quả nghiên cứu cho thấy hàm lượng 

NO2
- của NT1, NT2, NT3 nằm trong phạm vi cho phép để tôm phát triển và không 

gây bất lợi đến sức khỏe của tôm, chỉ riêng NTĐC ở thời điểm 20 ngày nuôi thì 

hàm lượng NO2
- vượt trội lên so với ngưỡng cho phép hàm lượng nitrite trong ao. 

Điều này cho thấy ảnh hưởng của chế phẩm vi sinh rất có ý nghĩa đến hàm lượng 

nitrite, nghiệm thức bổ sung chế phẩm vi sinh càng cao thì hàm lượng nitrite lại 

càng thấp và ít biến động trong quá trình nuôi tôm.  

Khảo sát hàm lượng nitrate trong quá trình ương nuôi  
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Hình 3.42 hàm lượng Nitrate ổn định từ bắt đầu thả tôm đến thời điểm ương 

nuôi được 22 ngày (lần thứ 1 – 13), càng về sau hàm lượng NO3
- càng tăng dần từ 

lần thứ 13 đến thời điểm thu tôm là lần thứ 17, khoảng biến thiên NO3
- trong NT 

ĐC từ 0,44 - 61,11 mg/L, NT1 là 0,56 – 18,51 mg/L, NT2 là 0,56 – 13,86 ng/L, 

NT3 từ 0,50 – 10,03 mg/L, giữa các nghiệm thức có sự khác biệt ý nghĩa về mặt 

thống kê (p < 0,05) (phụ lục 3.2 – bảng 3.16).  

 

Hình 3.42. Hàm lượng NO3
- của các nghiệm thức 

Hàm lượng nitrate trong nghiên cứu này vẫn nằm trong ngưỡng thích nghi 

của tôm thẻ chân trắng. So với NTĐC, các nghiệm thức có bổ sung vi khuẩn có hàm 

lượng nitrate ổn định hơn và hầu như không tăng cao trong suốt quá trình nuôi tôm, 

điều này cho thấy nhóm vi khuẩn bổ sung có khả năng chuyển hóa nitrate trong hệ 

thống nuôi tôm, giúp cho hàm lượng nitrate luôn ổn định trong quá trình ương 

giống tôm thẻ chân trắng. Theo Zweig và ctv. (1999) nitrate là sản phẩm cuối cùng 

của quá trình nitrate hóa và nồng độ thường cao hơn cả ammonia và nitrit nhưng ít 

độc hơn nhưng nồng độ nitrate cao cũng có thể dẫn đến hiện tượng phú dưỡng và 

phát triển quá mức của tảo và thực vật thủy sinh, có thể có tác động tiêu cực đến các 

loài thủy sản nuôi. Theo Boyd (1998) cho rằng nồng độ nitrate 0,2 – 10,0 mg/L là 

thích hợp cho ao nuôi thủy sản. Theo tác giả Wyk và Scarpa (1999) thì hàm lượng 

nitrate phù hợp trong ao nuôi thủy sản nhỏ hơn 60 mg/L. 

Tổng vi khuẩn hiếu khí trong bể ương nuôi ấu trùng tôm thẻ chân trắng 

Hình 3.43 cho thấy các nghiệm thức có bổ sung chế phẩm vi khuẩn thì tổng 

vi khuẩn hiếu khí cao hơn so với NTĐC, mật độ vi khuẩn dao động trong các 

nghiệm thức biến thiên từ 104 CFU/mL đến 107 CFU/mL trong 12 lần thu mẫu (mật 



 
 

 

121 

 

 

độ vi khuẩn được đếm 3 ngày/1 lần), mật độ vi khuẩn hiếu khí tăng dần theo thời 

gian thí nghiệm và cao nhất ở NT3 (4,96 x107 CFU/mL), nghiệm thức đối chứng 

không bổ sung vi khuẩn, mật độ vi khuẩn hiếu khí từ 104 - 106 CFU/mL, thấp nhất 

trong các nghiệm thức. 

 

Hình 3.43. Mật độ tổng vi khuẩn hiếu khí trong các nghiệm thức  

Nghiệm thức NT2 và NT3 cho mật độ vi khuẩn cao nhất trong thí nghiệm dao 

động từ 105 – 107 CFU/mL trong 30 ngày và mật độ giữa hai nghiệm thức không có 

sự khác biệt nhiều, tỷ lệ chế phẩm vi sinh được bổ sung vào bể ban đầu càng nhiều 

thì cho mật độ vi khuẩn hiếu khí cao nhất. Trong nghiên cứu này, NT3 có tỷ lệ chế 

phẩm vi sinh là 0,5% cho mật độ vi khuẩn hiếu khí cao nhất, do đó việc chuyển hóa 

ammonia, nitrite, nitrate cũng nhiều nhất và ổn định.  

Trong thí nghiệm, chế phẩm vi sinh là chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis 

B85, Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus rhodochrous T9. Theo Verschuere 

và ctv (2000) vi khuẩn Bacillus sp. đóng vai trò quan trọng trong việc cải thiện chất 

lượng nước và cạnh tranh với các vi khuẩn có hại trong môi trường nước. Bacillus 

sp. đạt hiệu quả cao trong việc chuyển đổi vật chất hữu cơ thành CO2. Bên cạnh đó, 

nhóm vi khuẩn Bacillus cũng có khả năng phân hủy protein rất hiệu quả, chúng 

phân hủy thành các hợp chất nhỏ hơn như là các acid amin (Aslim và ctv., 2002). 

Bacillus licheniformis là chủng vi khuẩn được sử dụng rộng rãi trong sản xuất 

probiotic phục vụ nuôi trồng thuỷ sản (Decamp và ctv, 2004). Ngoài ra, chủng vi 

khuẩn Pseudomonas stutzeri, Rhodococcus rhodochrous cũng được ứng dụng khá 

nhiều trong nuôi trồng thủy sản, vi khuẩn Pseudomonas stutzeri loại bỏ N trong 

nước ao cá tra nhiễm ammonium cao (Cao Ngoc Diep và ctv, 2009), chủng vi 
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khuẩn Rhodococcus sp. được sử dụng trong thủy sản như là probiotic và bổ sung 

carotenoid cho động vật thủy sinh (Ponce-Granillo CV và ctv, 2016). Vì vậy duy trì 

mật độ vi khuẩn hiếu khí này trong ao có thể giảm sự tích luỹ vật chất hữu cơ và các 

chất thải hòa tan trong nước. Vì vậy, trong môi trường nuôi tôm thẻ chân trắng có 

bổ sung chế phẩm vi sinh thì có khả năng xử lý khí độc sẽ tốt hơn so với nghiệm 

thức không bổ sung chế phẩm vi sinh.  

Mật số vi khuẩn Vibrio sp. trong bể ương nuôi ấu trùng tôm thẻ chân trắng  

Một trong những yếu tố hạn chế chính trong sự phát triển của ngành tôm là sự 

hiện diện của nhóm vi khuẩn gây bệnh Vibrio. Theo nghiên cứu của tác giả Nguyễn 

Công Tráng và ctv (2019), Vibrio parahaemolyticus phân lập được từ các hệ thống 

nuôi tôm thẻ chân trắng ở Bạc Liêu có tỷ lệ kháng cao nhất với Apramycin (73,3%) 

và nhạy cao nhất (100%) với Doxycyline và Chloramphenicol. Việc sử dụng chế 

phẩm vi khuẩn để hạn chế sự phát triển của vi khuẩn vibrio sp. được ứng dụng khá 

nhiều hiện nay và có nhiều kết quả rất triển vọng, giúp các sản phẩm thủy sản được 

an toàn, không gây ảnh hưởng đến sức khỏe của con người đang được quan tâm 

(Moriarty và ctv, 1997; Verschuere và ctv, 2000). 

 

Hình 3.44. Mật độ tổng vi khuẩn Vibrio trong các nghiệm thức 

Kết quả thí nghiệm ở Hình 3.44 cho thấy mật độ vi khuẩn Vibrio spp. trong 

nước ở NT ĐC dao động từ 103 – 106 CFU/mL, biến động khá nhiều trong 12 lần 

thu mẫu, càng về cuối thí nghiệm thì mật độ Vibrio sp. càng cao, do nghiệm thức 

đối chứng không bổ sung vi sinh vật và trong quá trình cho ăn không kiểm soát 

được lượng thức ăn dư thừa dưới đáy bể đã tạo môi trường thuận lợi cho vi sinh vật 

có hại phát triển. Mật độ tổng vi khuẩn Vibrio của NT1 là 103 – 105 CFU/mL và ở 



 
 

 

123 

 

 

NT2 và NT3 có mật độ Vibrio tổng là 102-104 CFU/mL, mật độ vi khuẩn Vibrio 

tăng theo thời gian từ đầu thí nghiệm đến cuối thí nghiệm. Mật độ vi khuẩn Vibrio 

của NT2, NT3 vẫn nằm trong giới hạn cho phép tuy nhiên 3 lần lấy mẫu cuối cùng 

mật độ Vibrio sp. tăng lên 104 CFU/mL, ở NT ĐC và NT1 mật độ Vibrio vượt quá 

giới hạn cho phép từ lần thu mẫu thứ 3 - 12. Điều này cho thấy tổng Vibrio trong 

các bể có bổ sung chế phẩm vi sinh tương đối ổn định, có thể là do các vi khuẩn 

cũng đã chuyển hóa các chất hữu cơ dư thừa trong bể, làm giảm dinh dưỡng trong 

nước nuôi, từ đó làm giảm mật số Vibrio sp., ngoài ra, cũng có thể chế phẩm vi sinh 

được bổ sung định kỳ trong suốt quá trình nuôi, nhóm vi khuẩn có lợi đã lấn át sự 

phát triển của vi khuẩn Vibrio sp. 

Mật độ Vibrio sp. tăng cao ở cuối thí nghiệm là do không thay nước nuôi suốt quá 

trình thí nghiệm, do thức ăn dư thừa của tôm tích lũy trong quá trình nuôi làm tạo điều 

kiện thuận lợi cho Vibrio phát triển và khi Vibrio tăng lên thì các vi sinh vật hiếu khí 

cũng tăng lên theo và tương tác qua lại. Theo Moriaty (1999) mật độ vi khuẩn Vibrio 

tổng vượt quá 103 CFU/mL gây hại đến tôm. Tác giả Lê Hồng Phước và ctv (2017) đã 

nghiên cứu với mẫu nước các ao nuôi ở Bạc Liêu cho thấy mật độ Vibrio tổng số trung 

bình là 103 CFU/mL, mật độ vi khuẩn Vibrio tổng bắt đầu tăng từ tuần nuôi thứ 3 và 

mật độ vi khuẩn không vượt quá 104 CFU/mL tuy nhiên, đối với ao có mật độ Vibrio 

tăng cao vào tuần thứ 3, 4 và lớn hơn 104 CFU/mL có liên quan đến biểu hiện xấu trên 

gan tụy tôm. Giới hạn tối ưu được xác định đối với Vibrio tổng trong nước ao nuôi tôm 

ở mức < 103 CFU/mL (Ganesh và ctv. 2010). Võ Hồng Phượng và ctv (2018), Bacillus 

licheniformis có khả năng kháng với nhóm vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây bệnh 

teo gan tụy cấp tính trên tôm. Vì thế, những nghiệm thức có bổ sung chế phẩm vi sinh 

sẽ hạn chế được sự phát triển của vi khuẩn Vibrio. Do trong nghiên cứu này, chỉ quan 

tâm đến tổng số vi khuẩn Vibrio hiện diện trong bể ương nuôi nên không tiến hành 

định danh loài vi khuẩn Vibrio. 

Mật số vi khuẩn AOB chuyển hóa ammonia trong bể ương nuôi  

Phân tích nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia trong ao, kết quả ở Hình 3.45 

cho thấy mật độ vi khuẩn chuyển hóa ammonia dao động từ 7,3 x 103 CFU/mL - 9,1 

x 106 CFU/mL sau 30 ngày nuôi tôm. Riêng NT ĐC đến lần lấy mẫu thứ 3 (10 ngày 
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sau nuôi) vi khuẩn AOB mới xuất hiện, mật độ là 2,1 x 103 CFU/mL. Mật độ vi 

khuẩn chuyển hóa ammonia biến động tăng dần đến cuối thí nghiệm, NT ĐC có mật 

độ vi khuẩn AOB thấp nhất so với các nghiệm thức còn lại. NT1 có mật độ vi khuẩn 

dao động từ 103 - 105 CFU/mL, ở NT2 và NT3 có mật độ vi khuẩn AOB từ 103 – 

106 CFU/mL, mật độ giữa hai nghiệm thức NT2, NT3 hầu như không có khác biệt. 

 

Hình 3.45. Mật độ vi khuẩn chuyển hóa ammonia trong các nghiệm thức 

Đối với các NT có bổ sung vi sinh vật, đến ngày thứ 7 nhóm vi khuẩn AOB 

được tìm thấy ở tất cả các nghiệm thức và mật độ càng tăng đến cuối thí nghiệm có 

thể do các chủng vi khuẩn phân hủy hợp chất hữu cơ tốt hơn, sinh ra nhiều NH4
+ đã 

kích thích sự phát triển của nhóm vi khuẩn AOB sớm hơn so với các nghiệm thức 

đối chứng. Theo Rennie và Schmidt (1977) nhóm vi khuẩn nitrate hoá thường phân 

bố ở những nơi có nhiều hợp chất nitơ và muối vô cơ như nước thải công nghiệp, 

nước cống, đáy ao nhiều bùn và tại các khu vực đó mật độ của chúng có thể lên đến 

104 –105 tế bào/g bùn. Ở nghiên cứu này, cho thấy nhóm AOB ở NT2, NT3 có mật 

độ khá cao, có thể là do quá trình thí nghiệm, định kỳ 6 ngày bổ sung vi sinh 1 lần.  

Mật số vi khuẩn NOB chuyển hóa nitrite trong bể ương nuôi  

 

Hình 3.46. Mật độ vi khuẩn chuyển hóa nitrite trong các nghiệm thức  
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Hình 3.46 cho thấy kết quả thí nghiệm cho thấy mật độ vi khuẩn chuyển hóa nitrite 

(NOB) dao động từ 102 CFU/mL – 105 CFU/mL sau 30 ngày nuôi tôm. Riêng NT 

ĐC đến lần lấy mẫu thứ 4 (13 ngày sau nuôi) vi khuẩn NOB mới xuất hiện, mật độ 

là 3,1 x 102 CFU/mL và tăng dần đến cuối thí nghiệm là 6 x 104 CFU/mL. Ở NT1 

mật độ vi khuẩn NOB là 102 – 105 CFU/mL và đến ngày thứ 10 mới xuất hiện vi 

khuẩn chuyển hóa nitrite. Nghiệm thức NT2, NT3 có mật độ vi khuẩn NOB dao 

động 103 – 106 CFU/mL, mật độ vi khuẩn chuyển hóa nitrite có mật số 106 CFU/mL 

ở lần thu mẫu thứ 10, 11, 12. Có thể thời điểm gần cuối thí nghiệm, các chất hữu cơ 

từ thức ăn dư thừa tích tụ dưới đáy bể, vi khuẩn được bổ sung liên tục 6 ngày 1 lần 

và nhóm vi khuẩn nitrite quen với điều kiện hoạt động của môi trường mới, chúng 

hoạt động chuyển hóa NH4
+ thành NO2

-  mạnh mẽ hơn nên mật độ vi khuẩn tăng 

lên.  

Đánh giá tăng trưởng và tỷ lệ sống của tôm  

Kết quả tốc độ tăng trưởng, tỷ lệ sống của tôm ở các nghiệm thức có bổ sung 

chế phẩm vi sinh cao hơn so với NT ĐC ( Bảng 3.14 - phụ lục 3.2). Các yếu tố như 

tỷ lệ sống của tôm, tăng trọng trung bình của tôm, tốc độ tăng trưởng của tôm tỷ lệ 

thuận theo tỷ lệ vi sinh bổ sung vào bể, chứng tỏ vi sinh được bổ sung nhiều đã giúp 

hoạt động trong hệ thống tốt hơn, giảm vi khuẩn có hại, giúp tôm phát triển.  

Tác giả Far và ctv (2009) đã tổng kết một số tác giả đã chứng minh được lợi 

ích của việc ứng dụng vi khuẩn hữu ích trong nuôi tôm. Vai trò của các vi khuẩn 

này giúp cân bằng hệ vi khuẩn đường ruột, dẫn đến tăng khả năng hấp thụ thức ăn 

và tăng tăng trọng của vật nuôi (Fuller, 1998; Rengpipat và ctv,1998). Nhiều nghiên 

cứu cho thấy số lượng vi khuẩn hữu ích là nhân tố duy nhất thúc đẩy làm tăng tăng 

trọng và tỉ lệ sống của tôm nuôi (Zhou và ctv, 2009). Chế phẩm sinh học nitrate hóa 

nghiên cứu đã đạt hiệu quả chuyển hóa ammonia trên 95% trong hệ lọc ở điều kiện 

phòng thí nghiệm. Chế phẩm này còn được ứng dụng thành công tại các đầm, ao 

nuôi trồng thủy sản của các tỉnh Thanh Hóa và Sóc Trăng, hàm lượng ammonia 

tổng (TAN) luôn luôn thấp hơn 0,1 mg/L khi sử dụng chế phẩm nitrate hóa nghiên 

cứu (Hoàng Phương Hà và ctv, 2017). Tác giả Xue Li và ctv (2021) đã khảo sát hỗn 

hợp vi khuẩn Bacillus megaterium và Bacillus subtilis với mật số 6 x 105 CFU/g, xử 
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lý ammonia, nitrite, nitrate trong hệ thống nuôi cá chép trong thời gian 15 ngày, cho 

thấy hiệu suất chuyển hóa ammonia là 46,3%, nitrite là 76,3% và nitrate 35,5%. 

Theo tác giả Võ Văn Nha và ctv (2021), cho thấy việc dùng liều lượng 5ppm chế 

phẩm vi sinh, tần suất 7 ngày/lần, trong 3 lần là có thể xử lý được nước thải từ ao 

nuôi thâm canh tôm thẻ chân trắng ở ao trên cát. 

Qua các kết quả trên cho thấy khi bổ sung chế phẩm vi sinh vào bể nuôi tôm 

thẻ chân trắng, thì hàm lượng NH4
+, NO2

-, NO3
-  đều được kiểm soát tốt, mật độ vi 

khuẩn Vibrio cũng được hạn chế từ đó giúp tôm tăng trưởng và phát triển tốt hơn, 

giúp tỷ lệ chết giảm. Trong nghiên cứu này, đề xuất tỷ lệ chế phẩm vi khuẩn bổ 

sung là 0,4% hay 0,5% có mật độ 108 CFU/g vào bể nuôi tôm thẻ chân trắng định 

kỳ 6 ngày/1 lần có thể hạn chế, làm giảm hàm lượng NH4
+, NO2

-, NO3
- trong bể.  

Sản phẩm đạt được trong luận án là phân lập và tuyển chọn được ba chủng vi 

khuẩn là Bacillus licheniformis B85, Rhodococcus rhodochrous T9, vi khuẩn 

Pseudomonas stutzeri KL15 từ nền đáy vùng nuôi tôm hùm có khả năng chuyển 

hóa ammonia, nitrite tốt nhất, các chủng vi khuẩn trên là chủng vi khuẩn nitrate hóa 

dị dưỡng, có nguồn gốc tự nhiên trong môi trường nước biển, tham gia vào chu 

trình chuyển hóa các hợp chất N để xử lý các chất thải dư thừa trong nền đáy khu 

vực nuôi tôm hùm. Các nghiên cứu trong nước từ trước đến nay luôn quan tâm và 

tuyển chọn nhóm vi khuẩn nitrite hóa tự dưỡng vì chúng chuyển hóa ammonia, 

nitrite khá tốt trong chu trình N (Rajta, 2019) nhưng trong nghiên cứu này lại tuyển 

chọn được các chủng vi khuẩn dị dưỡng sống ở nền đáy của Vịnh Xuân Đài, chịu 

được độ mặn cao. Tác giả Rajta, (2019) đã cho thấy vai trò của nhóm vi khuẩn dị 

dưỡng trong việc chuyển hóa ammonia, nitrite, nitrate, đặc biệc là nhóm vi khuẩn 

Bacillus, Pseudomonas. Ngoài ra, tác giả cũng cho rằng những nhóm vi khuẩn dị 

dưỡng có thể chuyển hóa ammonia, nitrite và nitrate trong nước thải có chứa nhiều 

kim loại nặng và nước có nồng độ muối NaCl cao. Điều này, chứng tỏ trong chu 

trình chuyển hóa nitơ bên cạnh các chủng vi khuẩn nitrate hóa tự dưỡng vẫn có sự 

tồn tại song song của nhóm vi khuẩn nitrate dị dưỡng. Theo tác giả Nguyễn Lân 

Dũng và ctv (2002), vi sinh vật dị dưỡng sử dụng nguồn thức ăn cacbon để làm 

nguồn dinh dưỡng và nguồn năng lượng. Bên cạnh đó, để vi khuẩn dị dưỡng phát 

triển nhanh và mạnh thì chúng phải đồng thời sử dụng nguồn cacbon, nitơ và 
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nguyên tố khoáng để làm thức ăn, tuy nhiên nhu cầu thức ăn để sinh trưởng của 

từng nhóm vi khuẩn không giống nhau. Vì thế, trong nghiên cứu này đã áp dụng 

đặc tính trên của vi khuẩn dị dưỡng để bước đầu tạo ra chế phẩm vi sinh chuyển hóa 

ammonia, nitrite dạng lỏng và dạng bột. Luận án đã khảo sát các điều kiện nuôi cấy 

vi sinh vật, tối ưu hóa các thành phần môi trường lỏng để tạo chế phẩm vi sinh dạng 

lỏng và khảo sát các yếu tố để tạo chế phẩm vi sinh dạng bột.  

Tác giả Nguyễn Lân Dũng và ctv (2002), đã cho thấy nguồn nitơ mà vi sinh dễ 

hấp thụ nhất là NH3 và NH4
+ và chuyển hóa thành nitrite, nitrate trong chu trình N, 

chính vì đặc tính đó, nghiên cứu đã áp dụng chế phẩm vi sinh vào chuyển hóa các 

hợp chất N để ứng dụng trong nước nuôi trồng thủy sản. Luận án đã đánh giá hiệu 

quả của chế phẩm vi sinh trên mô hình bể nuôi ương giống tôm thẻ chân trắng ở 

giai đoạn post 5, cho thấy khi bổ sung chế phẩm theo định kỳ 6 ngày/1 lần, hàm 

lượng ammonia, nitrite, nitrate đều được kiểm soát tốt. Hiện nay, tôm hùm là loại 

thủy sản có giá trị kinh tế cao, được nuôi trong các lồng bè ngoài vùng nước vịnh có 

độ mặn cao, con giống tự nhiên và sử dụng thức ăn tươi nên việc xử lý môi trường 

nước rất khó khăn và hoàn toàn phụ thuộc vào sức tải của thủy vực (Tổng cục thủy 

sản, 2015). Ngoài ra, theo báo cáo quy hoạch nuôi tôm hùm của Tổng cục thủy sản 

(2015), định hướng cho phát triển từ năm 2020 - 2030, thì việc nuôi tôm hùm đang 

được nghiên cứu nuôi trong bể hay ao trên bờ, chuyển đổi thức ăn tươi thành thức 

ăn công nghiệp và ứng dụng chế phẩm vi sinh trong quá trình nuôi tôm hùm nhằm 

xử lý môi trường nước. Do đó, việc nghiên cứu bổ sung chế phẩm vi sinh cho môi 

trường nuôi tôm thẻ chân trắng trong bể qui mô 1m3 ở giai đoạn ương giống post 5 

nhằm đánh giá hiệu quả của chế phẩm vi sinh xử lý môi trường nuôi nước lợ và còn 

làm tiền đề cho việc nghiên cứu ứng dụng chế phẩm vi sinh xử lý N cho môi trường 

nước nuôi tôm hùm ở bể trong tương lai. 

Vậy luận án đã góp phần tuyển chọn và chế tạo chế phẩm vi sinh từ nhóm vi 

khuẩn dị dưỡng có nguồn gốc từ môi trường nuôi tôm hùm ở biển, độ mặn 30-35 

ppt có khả năng chuyển hóa được các hợp chất N tốt trong môi trường nuôi tôm thẻ 

chân trắng ở bể, định hướng cho việc ứng dụng chế phẩm vi sinh xử lý các hợp chất 

ammonia, nitrite, nitrate cho môi trường bể nuôi tôm hùm trong tương lai. 
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

 

1. Kết luận  

- Phân lập, chọn lọc được 3 chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85, 

Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus rhodochrous T9 có khả năng chuyển hóa 

ammonia, nitrite như sau: (1) Bacillus licheniformis B85 có hiệu suất chuyển hóa 

ammonia 98,8% trong thời gian 24 giờ, chuyển hóa nitrite 96,97% và nitrate 

89,63% trong 4 ngày; (2) Pseudomonas stutzeri KL15 có hiệu suất chuyển hóa 

ammonia 83,87% trong 7 ngày, chuyển hóa nitrite 99,06% và nitrate 98,02 % trong 

4 ngày; (3) Rhodococcus rhodochrous T9 có hiệu suất chuyển hóa ammonia 86,21 

% trong thời gian 5 ngày, chuyển hóa nitrite 95,01 % trong 3 ngày, chuyển hóa 

nitate 81,24 % trong 4 ngày.  

- Xác định được qui trình phân lập cho từng chủng vi khuẩn ở nền đáy vùng 

nuôi tôm hùm. Mỗi qui trình có sự khác nhau ở môi trường, điều kiện phân lập và 

môi trường tăng sinh. 

- Tối ưu hóa được thành phần môi trường nhân sinh khối dạng lỏng cho 3 

chủng vi khuẩn để sản xuất chế phẩm vi sinh lỏng: (1) Mật độ vi khuẩn 

B.licheniformis B85 là 3,14 x 1011 CFU/mL với thành phần môi trường gồm 3,94 

g/L mật rỉ đường, 15,56 g/L cao nấm men và 1,13 g/L NaCl; (2) Mật độ vi khuẩn 

P.stutzeri KL15 là 2,37 x 1011 CFU/mL với thành phần môi trường gồm 4,95 g/L 

mật rỉ đường, 19,08 g/L cao nấm men và 1,13 g/L MgSO4; (3) Mật độ vi khuẩn 

R.rhodochrous T9 là 2,52 x 1010 CFU/mL với thành phần môi trường là 7,93 g/L 

glucose, 6,1 g/L pepton và 2,95 g/L NaCl. 

- Xác định được các yếu tố như chất mang, tỷ lệ giống, độ ẩm và thời gian ảnh 

hưởng đến quá trình tạo sinh khối bán rắn của 3 chủng vi khuẩn để sản xuất chế 

phẩm vi sinh dạng bột: (1) Bacillus licheniformis B85:  chất mang là bã đậu nành, 

tỷ lệ giống 5%, độ ẩm 55% và thời gian lên men là 60 giờ; (2) Pseudomonas 

stutzeri KL15:  cám bắp, tỷ lệ giống 7,5%, độ ẩm 55% và thời gian lên men là 72 
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giờ; (3) Rhodococcus rhodochrous T9 cám gạo, tỷ lệ giống 5%, độ ẩm 55% và thời 

gian lên men là 72 giờ. 

- Chế phẩm vi sinh có chứa 3 chủng vi khuẩn Bacillus licheniformis B85, 

Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus rhodochrous T9 có khả năng chuyển hóa 

ammonia, nitrite trong môi trường nước ương ấu trùng tôm thẻ chân trắng (post 5) ở 

mật độ 108 CFU/gam, định kỳ 6 ngày/1 lần.  

2. Đề nghị 

Nghiên cứu đa dạng di truyền của các nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia, 

nitrite trong nền đáy vùng nuôi tôm hùm.  

 Nghiên cứu thêm các điều kiện, tối ưu hóa môi trường bán rắn để sản xuất chế 

phẩm vi sinh ở qui mô lớn.  

Đánh giá khả năng đối kháng lẫn nhau của 3 chủng vi khuẩn Bacillus 

licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus rhodochrous T9  

được phối trộn để sản xuất chế phẩm vi sinh ở qui mô lớn.  

Đánh giá hiệu quả xử lý môi trường nước của chế phẩm vi sinh từ 3 chủng vi 

khuẩn Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus 

rhodochrous T9 ở ao nuôi thực tế tôm thẻ chân trắng, bể hay ao nuôi tôm hùm hoặc 

các đối tượng thủy sản nuôi trong môi trường nước mặn, lợ khác.  

Nghiên cứu so sánh hiệu quả sử dụng của chế phẩm vi sinh từ 3 chủng vi 

khuẩn Bacillus licheniformis B85, Pseudomonas stutzeri KL15, Rhodococcus 

rhodochrous T9 với các sản phẩm xử lý môi trường nước nuôi tôm nước lợ trên thị 

trường.  
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PHỤ LỤC 1 (NỘI DUNG 1) 
Nội dung 1:  

1.1 Các chỉ tiêu môi trường và mật độ tổng vi khuẩn hiếu khí, AOB, NOB trong mẫu 

bùn được thu ở Vùng Vịnh Xuân Đài  

   

 

 

Hình 1.1 Các chỉ tiêu môi trường của mẫu bùn  

 

Hình 1.2 Mật độ tổng vi khuẩn hiếu khí, nhóm AOB, NOB trong mẫu bùn 
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1.2 Phân lập, định danh vi khuẩn Bacillus và khảo sát khả năng chuyển hóa ammonia 

của các dòng vi khuẩn Bacillus  

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

Hình 1.3 Một số hình ảnh thu mẫu ở Vịnh Xuân Đài 

 

1.2.1 Môi trường trypticase soya agar (TSA) ( phân lập Bacillus ) 

Soya peptone  15g 

Tryptone peptone 5g 

Agar  18g 

NaCl  5g 

Nước cất  1000ml 

pH 7,3 

1.2.2 Hình ảnh các dòng vi khuẩn Bacillus và phản ứng sinh hóa.  
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Hình 1.4 Các dòng vi khuẩn và các phản ứng sinh hóa  

 

 

 

Hình 1.5 Định tính khả năng chuyển hóa ammonia của Bacillus sp.  
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➢ Khóa phân loại Bergey của nhóm vi khuẩn Bacillus sp.  

 
1.2.3 Kết quả định danh sinh học phân tử  

Kết quả giải trình tự dòng B2 
AGTGCCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTAGAACGGCACTTGTTCT

TCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCC

GTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGC

CGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTT

GGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAG

CCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCC

CGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTC

CGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGC

ACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCCAAAAATAAACCCA 

Kết quả giải trình tự dòng B5 

TGGTGGGGGGGGAAGAACAAATACTTGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTC

CCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG

ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAAC

ATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGG

TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC

ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC

CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGAT

CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGAC

GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAAACACC 
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Kết quả giải trình tự dòng B31 

ATCGGGTGGCCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTG

TTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGC

TCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG

GGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCG

CCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTG

GTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTA

GCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACC

CGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATT

AGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCAAACTCTCAAA 

Kết quả giải trình tự dòng B58 

AGGGGGGGAACGTTGCCTAATAAATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCC

CTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGA

TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACA

TAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC

GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATC

GTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACG

GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCCGGTAATAAAA 

Kết quả giải trình tự dòng B68 

AGTTGGGGGGCGTGCCTATACTGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGA

TGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAAC

TCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAA

AGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG

TAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA

TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA

AGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTAC

CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCCGGTAATAAAA 

Kết quả giải trình tự dòng B74 

CCGTGGCTTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTC

TTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCC

GTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGC

CGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTT

GGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAG

CCAAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCC

GGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTC 

GCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCA

CGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGAATCAAAACTCTCCAA 

Kết quả giải trình tự dòng B85 

ACCCTTGCTTTTCTGGTAAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTT

CTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTC

CGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGG

CCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCT

TGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTA

GCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCC

CGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTC

CGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGC

ACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCCAAACTCAATCAA 

Kết quả giải trình tự dòng B91 

AGGGGCCGGGGTGCCTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGAT

GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACT

CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAA

GGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT

AACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
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GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT

GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA

GCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACC

TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCCGGTAATAAACA. 

 

1.2.4 Hiệu suất chuyển hóa ammonia của 13 dòng vi khuẩn Bacillus sp.  

 

Bảng 1.1 Số liệu hiệu suất chuyển hóa ammonia của 7 dòng vi khuẩn Bacillus sp.  

Chủng vi khuẩn  

Hàm lượng NH4+ (mg/L) chuyển hóa  

6 12 24 36 48 
Hiệu suất chuyển 

hóa (%) 

  

B2 0,576b±0,03 0,408bc±0,05 0,199de±0,02 0,104cd±0,02 0,041c±0,01 88,6   

B7 0,358d±0,03 0,227d±0,04 0,155e±0,02 0,068d±0,01 0,035c±0,01 92,6   
 B9 0,469c±0,03 0,354bcd±0,05 0,215bcde±0,03 0,148bc±0,02 0,064bc±0,03 83,8   
B11 0,564b±0,03 0,460b±0,01 0,246bcd±0,06 0,162bc±0,06 0,074bc±0,03 82,3   

B12 0,525bc±0,04 0,356bcd±0,03 0,237bcde±0,03 0,167bc±0,04 0,089bc±0,05 81,8   

B18 0,469c±0,03 0,354bcd±0,06 0,198de±0,06 0,129bcd±0,03 0,085bc±0,04 85,9   

B91 0,530bc±0,02 0,366bcd±0,05 0,205cde±0,03 0,172bc±0,02 0,143b±0,01 81,2   

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,01).  

Bảng 1.2 Số liệu hiệu suất chuyển hóa ammonia của 6 dòng vi khuẩn Bacillus sp (Hình 3.2)  

Thời gian  

( giờ) 

Hàm lượng NH4+ (mg/L) chuyển hóa   

B5 B31 B58 B68 B74 B85   

6 0,233c ± 0,1 0,862b ± 0,1 1,973a ± 0,1 0,751b ±0,01 1,973a±0,1 1,010b ± 0,064   
12 3,146a ± 0,1 1,073c ± 0,1 2,221b ± 0,064 3,220a± 0,11 2,221b ±0,064 2,332b ± 0,064   
24 8,987b ± 0,08 10,515a± 0,1 8,198c ±0,034 8,404c±0,12 8,254c ± 0,1 9,046b ± 0,063   
36 0,468a ± 0,01 0,211c ± 0,034 0,305bc ±0,006 0,509a0,14 0,248c ±0,009 0,417ab ± 0,062   
48 0,040c ±0,003 0,121bc ±0,013 0,267a ± 0,002 0,074c ±0,04 0,187b±0,029 0,155b ± 0,02   

Hiệu suất 

chuyển hóa (%) 

99,7 99,1 97,9 99,4  98,6 98,8   

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

 

1.3 Phân lập, định danh vi khuẩn AOB và khảo sát khả năng chuyển hóa ammonia 

của nhóm vi khuẩn  

1.3.1 Thành phần môi trường  

Môi trường phân lập vi khuẩn: môi trường ammonium-calcium-carbonate được sử 

dụng để phân lập vi khuẩn dựa theo phương pháp của Ehrlich (1975)  

(NH4)2SO4  0,5g 

K2HPO4  1g 

FeSO4.7H2O  0,03g 

NaCl  0,3g 

MgSO4.7H2O  0,3g 

CaCO3  7,5g 

Môi trường nuôi tăng sinh vi khuẩn được chuẩn bị theo công thức môi trường của Lewis 

và Pramer (1958) và MacDonad và Spokes (1980).  

             Na2HPO4                13,5g 

KH2PO4  0,7g 

MgSO4.7H2O  0,1g 

NaHCO3  0,5g 

(NH4)2SO4  2,5g 

FeCl3.6H2O  0,0142g 



11 

 

 
CaCl2.2H2O  0,0184g 

Thuốc thử Griess – Ilosway dùng để kiểm tra sự hiện diện của NO2
- bao gồm dung dịch A 

(thuốc thử acid sulfanilic), dung dịch B (thuốc thử N –(1-naphthyl) ethylenediamine) và 

dung dịch C (thuốc thử alpha- Naphthol) được chuẩn bị sẳn. 

Một ít Tris HCl được thêm vào để tránh sự kết tủa của các nguyên tố vi lượng trong môi 

trường (thể tích 1000 ml nước cất). (NH4)2SO4 được tiệt trùng chuyên biệt sau đó thêm 

vào dung dịch môi trường trong điều kiện vô trùng. 

1.3.2 Tuyển chọn và phân lập nhóm vi khuẩn chuyển hóa ammonia  

 

 

Ghi chú: trắng (-), đỏ (+) 

Hình 1.6 Sự hiện diện của nhóm AOB trong mẫu bùn   

 

Bảng 1.3 Mật độ vi khuẩn của nhóm AOB trong mẫu bùn  

STT Ký hiệu mẫu MPN /gam STT Ký hiệu mẫu MPN /gam 

1 BT1 1,5 x 104 12 BC12 1,6 x 103 

2 BT2 1,5 x 104 13 BC13 2,4 x 103 

3 BT3 4,3 x 103 14 BC14 1,5 x 104 

4 BT4 1,2 x 104 15 BC15 1,6 x 103 

5 BT5 7,5 x 103 16 BC16 2,4 x 103 

6 BT6 7,5 x 103 17 BC17 2,1 x 103 

7 BT7 4,3 x 103 18 BC18 2,8 x 103 

8 BT8  2,1 x 104 19 BC19 2,4 x 103 

9 BT9 1,5 x 104 20 BC20 2,1 x 103 

10 BT10 9,3 x 103 21 BC21 2,4 x 103 

11 BC11 0,9 x 103 22 NTĐC < 3 

 

Bảng 1.4 Định tính khả năng chuyển hóa ammonia của các dòng vi khuẩn AOB 

Dòng 
Chuyển  

hóa  NH3 
Dòng 

Chuyển  

hóa  NH3 

KL1 ++ KL19 + 

KL2 + + + + KL20 ++ 

KL3 + KL21 + + + + 

KL4 + + +  KL22 + 

KL5 + + KL23 + ++ 
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KL6 + KL24 + 

KL7 + KL25 + + 

KL8 + + KL26 + + + + 

KL9 +  + KL27 + + 

KL10 + + + + KL28 + 

KL11 + + + + KL29 + 

KL12 + KL30 + + + + 

KL13 + KL31 + 

KL14 + + + + KL32 + 

KL15 + + + + KL33 + + + + 

KL16 +++ KL34 +++ 

KL17 ++ KL35 + + + + 

KL18 +++ ĐC - 
  Ghi chú:   (+) rất yếu, (+ +) yếu, (+ + +) vừa, (+ + + +) mạnh 

 

        
Hình 1.7 Một số khuẩn lạc phân lập tại Vịnh Xuân Đài 

               
Hình 1.8  Định tính khả năng chuyển hóa ammonia của nhóm AOB  

( Ghi chú: xanh (-), vàng (+)) 
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1.3.3 Hình ảnh đại thể vi khuẩn, gram của các chủng vi khuẩn  

 

Bảng 1.5 Hình ảnh các chủng vi khuẩn của 10 chủng AOB  
Chủng 

vi khuẩn 

(1) 

Đại thể 

(2) 

Vi thể 

(3) 

Mô tả 

(4) 

KL2 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, nhầy, màu 

trắng sữa, rìa răng cưa. 

Vi thể: Tế bào gram âm, hình que 

ngắn, gần tròn, tồn tại ở đạng đơn, đôi 

hoặc tụ thành đám. 

KL10 

 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục nhạt. 

Vi thể: Tế bào hình que, gram âm. 

KL11 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng hơi vàng. 

Vi thể: tế bào gram âm, hình que. 

KL14 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

vàng nhạt. 

Vi thể: tế bào hình que, gram âm. 

KL15 

  

Đại thể: Khuẩn lạc khô, nhăn, không 

có hình dạng cố định, màu vàng. 

Vi thể: Tế bào gram âm, hình que dài, 

nhỏ. 

 

KL21 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi nhầy, có 

màu vàng nhạt. 

Vi thể: Tế bào gam dương, hình que 

ngắn, tù ở 2 đầu, tồn tại ở dạng đơn. 

KL26 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, 

bóng nhớt, màu hồng dâu. 

Vi thể: Tế bào hình cầu, gram âm 

KL30 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục, khuẩn lạc nhăn ở rìa sau 

48h cấy. 

Vi thể: Tế bào hình que, gram dương. 
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KL33 

  

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi nhầy, màu 

trắng đục, có tâm màu trắng đậm hơn 

ở giữa. 

Vi thể: Tế bào hình que, gram âm 

KL35 

 

 

Đại thể: Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

vàng. 

Vi thể: tế bào hình cầu, gram âm. 

 

1.3.4 Hình ảnh tra phần mềm phản ứng sinh hóa của nhóm vi khuẩn AOB/NOB 

  

1.3.5 Kết quả trình tự của các dòng vi khuẩn chuyển hóa ammonia  
Kết quả giải trình tự dòng KL2:  

TTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAG

TCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACCGGACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCT

TAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGATGCTAATACCGCATAC

GTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTC

GGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGA

GAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC

AGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA

GAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTCTAGTTAATACC

TAGGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCACAGCCGC

GGTAA. 

Kết quả giải trình tự dòng KL10: 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGA

GCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCATTTGC

TACGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGAGCCCGAAAGGGGAAAGA

TTTATCGGCAAATGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC

CAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGC

CTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACC

GGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCAGCAGCC

GCGGTA. 

Kết quả giải trình tự dòng KL11:  

TTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAG

TCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT

AGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATAC

GTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTC

GGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGA

GAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGAGGCAGCA
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GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG

AAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCT

TGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCG

GTAA 

Kết quả giải trình tự dòng KL14:  

TTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAG

TCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT

AGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATAC

GTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTC

GGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGA

GAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC

AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA

GAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACC

TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCCG

CGGTA 

Kết quả giải trình tự dòng KL15:  

CGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTAT

CAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACG

ATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCC

ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGG

GCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACT

TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG 

CGTAAAGCG. 

Kết quả giải trình tự dòng KL21: 

TTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACATGCAAG

TCGAACGGCAGCGCGGGGCAACCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATATATC

GGAACGTACCCAAGAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACG

ATCTATGGATGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGTGCTCCTGGAGCGGCCGATATCT

GATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAG

AGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAG

AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTGTCAGGGAAGAAACGGCTGTGGCTAATATCCA

CGGCTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG

GTAA 

Kết quả giải trình tự dòng KL26: 

GGCTCAGGATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGGACGGGATCCATC

GGAGAGCTTGCTCGAAGATGGTGAGAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGAGCAAC

CTACCTCTATCAGGGGGATAGCCTCTCGAAAGAGAGATTAAACCGCATAACATCAACA

GTTCGCATGTTCGGTTGATTAAATATTTATAGGATAGAGATGGGCTCGCGTGACATTA

GCTAGTTGGTAGGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGTCTAGGGGCTCTGAGAGGA

GAATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAA

GGAATATTGGTCAATGGGCGGAAGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACTG

CCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTCCAGGAATAAACCTAAATACGTGTATTTAGCTG

AATGTACTGGAAGAATAAGGATCGGCTAACTC CGTGCCAGCAGCCGCGGT. 

Kết quả giải trình tự dòng KL30: 

TTTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAA

GTCGAGCGGTAACAGGGGAAGCTTGCTTCTCGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA

ATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACC

GCATAATCTCTTAGGAGCAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTGTCGGATGAACC

CATATGGGATTAGCTAGTAGGTAAGGTAATGGCTTACCTAGGCGACGATCCCTAGCTG

GTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG 

CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAG

TCGGGAGGAAGGCGTTGATGTTAATACCATCAACGATTGACGTTACCGACAGAAGAA

GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA 
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Kết quả giải trình tự dòng KL33: 
GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTAGCGGGATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAG

CGCGAGAGAGCTTGCTCTCTTGGCGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATATATCGGAA

CGTGCCCAGTAGCGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTGGCTATACCGCATACGCCCTAC

GGGGGAAAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTA

GCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGAC

GACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG

GAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTATGATGAAGGCC

TTCGGGTTGTAAAGTACTTTTGGCAGAGAAGAAAAGGTATCCCCTAATACGGGATACT

GCTGACGGTATCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA 

Kết quả giải trình tự dòng KL35: 

ATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAA

GCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCC

CTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGCCTACCG

CATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGT

TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCG

GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA

TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG

GTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC

ACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC GGTAA. 

 

1.3.6 Khảo sát chuyển hóa ammonia của 10 chủng vi khuẩn AOB 

Bảng 1.6 Hiệu suất chuyển hóa NH4
+ của 10 dòng vi khuẩn AOB 

Dòng 

vi khuẩn 

 Hiệu suất chuyển hóa NH4+ (%)  

1  

ngày 

2  

ngày 

3  

ngày  

4  

ngày  

5  

ngày  

6 

 ngày 

7  

ngày 

 

KL2 18,2b  

± 0,01 

15,51g  

± 0,02 

26,8f  

± 0,01 

30,9j  

± 0,06 

67,28f 

± 0,1 

73,17d 

± 0,07 

78,38f 

± 0,14 

 

KL10 12,9d  

± 0,11 

17,51f  

± 0,2 

25,86g 

± 0,05 

36,53h 

± 0,06 

62,05h 

± 0,18 

69,43e 

± 0,11 

78,23fg 

± 0,16 

 

KL11 11,57e  

± 0,08 

20,84c 

 ± 0,1 

27,29f 

± 0,06 

34,45i 

± 0,13 

76,41d 

± 0,21 

64,86f 

± 0,09 

77,93g 

± 0,1 

 

KL14 15,62c  

± 0,2 

17,46f  

± 0,2 

35,07e 

± 0,06 

37,94g 

± 0,27 

57,25i 

± 0,06 

62,83g 

± 0,03 

79,93e 

± 0,09 

 

KL15 10,34f  

± 0,05 

19,13d  

± 0,22 

37,80d 

± 0,08 

39,07f 

± 0,14 

71,53e 

± 0,23 

75,63c 

± 0,20 

83,87c 

± 0,01 

 

KL21 11,21e 

 ± 0,1 

18,51e  

± 0,1 

25,73g 

± 0,19 

41,35e 

± 0,07 

55,23j 

± 0,33 

72,62d 

 ± 0,22 

80,91d 

± 0,04 

 

KL26 15,56c  

± 0,17 

35,12b  

± 0,1 

66,45c 

± 0,21 

90,31c 

± 0,1 

95,23c 

± 0,16 

95,19b 

± 0,15 

96,51b 

± 0,12 

 

KL30 30,51a  

± 0,03 

45,33a 

 ± 0,22 

75,56a 

± 0,05 

97,71a 

± 0,21 

97,83a 

± 0,02 

97,68a 

± 0,18 

97,65a 

± 0,17 

 

KL33 30,53a  

± 0,15 

45,28a 

 ± 0,06 

70,87b 

± 0,06 

96,20b 

± 0,28 

95,50b 

± 0,2 

97,10a 

± 0,13 

97,79a 

± 0,10 

 

KL35 15,24c 

 ± 0,06 

17,51f  

± 0,18 

35,08e 

± 0,2 

50,65d 

± 0,17 

 64,62g 

± 0,24 

75,83c 

± 0,08 

80,35e 

± 0,01 

 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

1.4 Phân lập, định danh vi khuẩn NOB và khảo sát khả năng chuyển hóa nitrite của 

nhóm vi khuẩn  

1.4.1 Thành phần môi trường  

Môi trường nitrite – calcium – carbonate cho phân lập vi khuẩn chuyển hóa nitrite 

dựa trên phương pháp của Ehrlich, 1975 

NaNO2 0,005g 

K2HPO4 1g 
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MgSO4.7H2O 0,1g 

NaCl 0,3g 

CaCO3 

CaCl2 

1g 

0,3g 

pH = 8  

Môi trường nuôi tăng sinh cho vi khuẩn chuyển hóa nitrite dựa trên phương pháp 

(Aleem và Alexande, 1960). 

NaNO2 0,3g 

KH2PO4 0,175g 

MgSO4.7H2O 0,175g 

NaCl 0,1g 

KHCO3 

FeSO4.7H2O 

Agar                             

1,5g 

0,35µg 

15g 

1.4.2 Phân lập và định danh nhóm vi khuẩn chuyển hóa nitrite  

 

     

Hình 1.9 Sự hiện diện của vi khuẩn NOB trong mẫu bùn 

Ghi chú: trắng, hồng (+), đỏ (-) 

 

Bảng 1.7 Mật độ vi khuẩn của nhóm NOB trong mẫu bùn  

STT 
Ký hiệu 

mẫu 

Kếtquả  

(MPN/g) 

  STT 
Ký hiệu mẫu 

Kếtquả  

(MPN/g) 

1 CKT 4,6x104 12 TKT 2,8x103 

2 C1 4,6x102 13 T1 7,5x103 

3 C2 1,1x105 14 T2 9,3x103 

4 C3 4,3x103 15 T3 2,8x103 

5 C4 2,4x104 16 T4 4,3x103 

6 C5 1,5 x 102 17 T5 4,6x104 

7 C6 4,3 x 102 18 T6 0,92 x 102 

8 C7 2,4 x 102 19 T7 1,1 x 104 

9 C8 2,0 x 103 20 T8 2,1 x 102 

10 C9 0,92 x103 21 T9 2,0 x 103 

11 C10 2,0 x 103 22 T10 2,2 x 102 

 

Bảng 1.8 Khả năng chuyển hóa NO2
 - của các chủng vi khuẩn NOB 

Dòng 
Chuyển 

hóa NO2
- 

Dòng 
Chuyển 

hóa NO2
- 

 

CKC + + + + C9/4 + +  

C1/2 + + + C10 + + + +  

C1/3 + TKT + + + +  

C2/1 + + + + T1 + + + +  
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C2/2 + + + + T2/1 +  

C2/3 + + T2/2 + + + +  

C2/4 + T3/1 + + + +  

C3/1 + + + + T3/2 + +  

C4/2 + + + + T3/3 + + +  

C4/3 +  + T4/1 + + + +  

C5/1 + + + T4/2 +  

C5/3 + + + T5/2 + +  

C5/5 + T5/3 + + + +  

C6/1 + T6 +  

C6/2 + + + T7/1 +  

C7 + + T7/3 + + + +  

C8/1 + + + + T8/1 + +  

C8/4 + T8/2 + +  

C9/1 + + + + T9 + + + +  

C9/3 
+ + T10              + + + + 

 

  Ghi chú:   (+) rất yếu, (+ +) yếu, (+ + +) vừa, (+ + + +) mạnh 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.10 Một số khuẩn lạc NOB phân lập tại Vịnh Xuân Đài 

 

 

 

Hình 1.11 Định tính khả năng chuyển hóa nitrite của chủng vi khuẩn NOB. 

 

 

 

 

 

  
 

 



19 

 

 
Bảng 1.9 Phản ứng sinh hóa của các chủng vi khuẩn NOB 

 
STT Ký hiệu 

chủng vi 

khuẩn 

Khuẩn 

lạc 

 

Nhuộm Gram 

 

Mô tả 

 

1 CKT 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

vàng đục. Tế bào hình que, 

gram âm, không đi động, không 

sinh bào tử, catalase (+), phát 

triển yếu trên môi trường NaCl 

3% 

2 C2/1 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

vàng đục Tế bào hình que, 

gram âm, không đi động, không 

sinh bào tử, catalase (+), phát 

triển yếu trên môi trường NaCl 

3% 

3 C2/2 

  

 

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục. Tế bào hình que, 

gram âm, không di động, không 

sinh bào tử, catalase (+), phát 

triển trên môi trường NaCl 3% 

4 C3/1 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục Tế bào hình que, 

gram âm, không di động, không 

sinh bào tử, catalase (+), phát 

triển trên môi trường NaCl 3 và 

4,5%, phát triển mạnh ở nhiệt 

độ 42oC 

5 C4/2 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục 

Tế bào hình que, gram âm, 

không di động, không sinh bào 

tử, catalase (+), phát triển trên 

môi trường NaCl 3% 

6 C8/1 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, màu trắng 

đục. Tế bào hình que, gram 

dương,di động, không sinh bào 

tử, catalase (+), phát triển trên 

môi trường NaCl 3% 

7 C9/1 

 
 

Khuẩn lạc lồi, nhầy, màu trắng 

đục. Tế bào hình que, gram 

dương, sinh bào tử, di động, 

catalase (+), phát triển trên môi 

trường NaCl 3% 

8 C10 

 

 

Khuẩn lạc màu trắng trong. 

Tế bào hình que, gram dương, 

sinh bào tử, di động, catalase 

(+), phát triển trên môi trường 

NaCl 3%. 
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9 TKT 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục 

Tế bào hình que, gram âm, 

không sinh bào tử, không di 

động, catalase (+), phát triển 

trên môi trường NaCl 3% 

10 T1 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục Tế bào hình que, 

gram âm, không di động, không 

sinh bào tử, catalase (+), phát 

triển trên môi trường NaCl 3 và 

4,5%, phát triển mạnh ở nhiệt 

độ 42oC 

11 T2/2 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục Tế bào hình que, 

gram âm, không di động, không 

sinh bào tử, catalase (+), phát 

triển trên môi trường NaCl 3% 

12 T3/1 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục Tế bào hình que, 

gram âm, di động, không sinh 

bào tử, catalase (+), phát triển 

trên môi trường NaCl 3% 

13 T4/1 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng trong Tế bào hình que, 

gram âm, không di động, không 

sinh bào tử, catalase (+), phát 

triển trên môi trường  

NaCl 3% 

14 T5/3 

  

Khuẩn lạc tròn, lồi, nhầy, màu 

trắng đục. Tế bào hình que, 

gram dương, sinh bào tử, di 

động, sinh bào tử, catalase (+), 

phát triển trên môi trường NaCl 

3% 

15 T7/3 

  Khuẩn lạc màu đỏ cam, Tế bào 

hình que, gram dương, sinh bào 

tử, không di động, sinh bào tử, 

catalase (+), oxidase (-), phát 

triển trên môi trường NaCl 3% 

16 T9 

   

Khuẩn lạc màu đỏ cam, Tế bào 

hình que, gram dương, sinh bào 

tử, không di động, sinh bào tử, 

catalase (+), oxidase (-), phát 

triển trên môi trường NaCl 3% 

 

 

1.4.3 Kết quả giải trình tự 

 
Kết quả giải trình tự dòng TKT 
AGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCT

TGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTGTCG

TGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGC
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AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCG

GGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAC

ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA

CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT

AAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCTGGTTGGGATGACGGTA

CCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGT GC 

 

Kết quả giải trình tự dòng CKT 
TCAGGATGAACGCTAGCGGGAGGCCTAACACATGCAAGCCGAGCGGTAGAGATCTTT

CGGGATCTTGAGAGCGGCGTACGGGTGCGGAACACGTGTGCAACCTGCCTTTATCAGG

GGGATAGCCTTTCGAAAGGAAGATTAATACCCCATAATATATTGAGTGGCATCACTTA

ATATTGAAAACTCCGGTGGATAGAGATGGGCACGCGCAAGATTAGATAGTTGGTGAG

GTAACGGCTCACCAAGTCTGCGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGGTGATCCCCCACACT

GGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAA

TGGGTGCGAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACGACGGCCCTATGGGTTGTAA

ACTTCTTTTGTATAGGGATAAACCTACTCTCGTGAGAGTAGCTGAAGGTACTATACGA

ATAAGCACCGGCTAACTCC 

 

Kết quả giải trình tự dòng C2/2 
AGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCT

TGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTGTCG

TGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGC

AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCG

GGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAC

ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA

CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT

AAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTA

CCCAAAGAATAAGCACCGGC 

 

Kết quả giải trình tự dòng C4/2 
TGATCCTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCA

GCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGG

AATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACC

TACGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGAT

TAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAG

GATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT

GGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAA

GGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGG AAAGAAATCCA 

 

Kết quả giải trình tự dòng C3/1 
TGATCCTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCA

GCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGG

AATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACC

TACGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGAT

TAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAG

GATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT

GGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAA

GGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCA 

 

Kết quả giải trình tự dòng T3/1 
TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGT

CTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCAGTCGT

GGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGTCTGAGGATGAAAGCGG

GGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGG

ATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAA
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TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA

CTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCTTCTAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCG

TAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTG CCAGAGCCCGCGGTAAA 

 

Kết quả giải trình tự dòng T2/2 
CTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCAC

AGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATC

TACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACG

GGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGC

TAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATG

ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCC

TTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAA TCCA 

 

Kết quả giải trình tự dòng T4/1 
GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAG

ATGAGGTGCTTGCACCTTATCTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGC

CTATTAGTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGA

GAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAG

TTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCC

GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA

TTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATG

GTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTGAGACTAATACTCTTGGATAGTGG

ACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAA CTCTGTG 

 

Kết quả giải trình tự dòng T1 
TTGGAGAGTTTTGATCCTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAA

GTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAG

GAATACATCGGAATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATAC

CGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGC

CGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCT

GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG

AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGT

GGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCCGGC

TAATACCTGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAG

CAGCCCGCGGTAA 

 

Kết quả giải trình tự dòng C2/1 
TCAGGATGAACGCTAGCGGGAGGCCTAACACATGCAAGCCGAGCGGTAGAGATCTTT

CGGGATCTTGAGAGCGGCGTACGGGTGCGGAACACGTGTGCAACCTGCCTTTATCAGG

GGGATAGCCTTTCGAAAGGAAGATTAATACCCCATAATATATTGAGTGGCATCACTTA

ATATTGAAAACTCCGGTGGATAGAGATGGGCACGCGCAAGATTAGATAGTTGGTGAG

GTAACGGCTCACCAAGTCTGCGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGGTGATCCCCCACACT

GGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAA

TGGGTGCGAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACGACGGCCCTATGGGTTGTAA

ACTTCTTTTGTATAGGGATAAACCTACTCTCGTGAGAGTAGCTGAAGGTACTATACGA

ATAAGCACCGGCTAACTCC 

 

Kết quả giải trình tự dòng C8/1 
TGGGGGCCCTTCTTCTGAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTA

CAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGT

GCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTG

GCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCA

ACAAGCTGATAGGCCGCGAGTCCATCCCCCACCGATAAATCTTTCAACAACCCACCAT

GCAGTAGGAAGTCATATCCGGTATTAGACCCAGTTTCCCGGGCTTATCCCAGAGTCGG

GGGCAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCCTGCAAGCAGGG
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CTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGAA

CAAACTCTCTAA.  

 

Kết quả giải trình tự dòng C9/1 
GGTGGGGGGGCGTGCCTATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTA

TGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGA

TAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGAT

TGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC

GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTC

GTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGG

TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGGTAATAAAA. 

 
Kết quả giải trình tự dòng T5/3 
TCGGGGGGGGGGGTGAAAAAATAATGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTC

TATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGG

GATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATG

ATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC

CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT

CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGG

TCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGAC

GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAAAA 

 

Kết quả giải trình tự dòng C10 
AGGGGGGGGCTGCCTATACTGCAAGTCGAGCGCAGGAAGTTATCTGATCCTCTTTTAG

AGGTGACGATAATGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCT

GTAAGACTGGGATAACTCGTGGAAACGCGAGCTAATACCGGATAACACTTTTCATCTC

CTGATGAGAAGTTGAAAGGCGGCTTTTGCTGTCACTTACAGATGGGCCTGCGGCGCAT

TAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG

GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA

GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG

GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCATAGTAACTGATGG

CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATAAA.  

 

Kết quả giải trình tự dòng T7/3 
ATGGGCGGCGTGCTTACCATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATT

AGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTG

GGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCTCGGGATGCATGTTCCGGGGTGGAAAGG

TTTTCCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCAC

CAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC

CTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGT

ACCGACGAAGCGCAAGTGACGGTAGGTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAAAAAAAGTGACGGTAGGTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTG

CCAGCAGCCGCGGTAATAA. 

 
Kết quả giải trình tự dòng T9 
ACGGGGCGCGGTACTAACCTGCAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTA

GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGG

GAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCTTCTGCCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGGTT

TTCCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCA

AGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCT
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GATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAC

CGACGAAGCGCAAGTGACGGTAGGTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATAA. 

 

1.4.4 Kết quả sinh hóa để xác định 2 chủng vi khuẩn C9/1, T5/3 thuộc chi Bacillus sp. ( khóa 

phân loại Bergey). 

  

                
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.5. Kết quả sinh hóa xác định các chủng vi khuẩn TKT, T2/2, C2/2, C4/2, C3/1 và T1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.6 Khảo sát chuyển hóa nitrite của 11 chủng vi khuẩn NOB 
Bảng 1.10 Hiệu suất chuyển hóa nitrite của 11 dòng vi khuẩn NOB 

Dòng 

vi 

khuẩn 

Hiệu suất chuyển hóa NO2
- (%)  

12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h  

CKT 16,90d±0,01 34,26d±0,01 64,87c±0,03 89,77bc±0,08 94,56bc±0,02 96,62abc±0,01  

C2/1 9,80f±0,08 34,64cd±0,46 64,95c±1,16 87,06de±1,14 96,86ab±0,67 97,99a±0,58  

C2/2 15,53d±0,58 24,67e±0,27 61,90d±0,58 87,94cd±0,57 96,16ab±0,57 96,16abc±0,58  

C3/1 9,52f±0,06 19,96f±0,57 56,64e ±0,57 83,10fg ±0,46 90,76e±0,58 95,31bc±0,60  

C4/2 12,25e±0,69 26,54e±0,57 60,34d±0,66 85,07ef±0,53 91,65de±0,57 95,15bc±0,57  

Thủy phân Casein    Thủy phân tinh bột 

Vi khuẩn C3/1 và T1 phát triển ở nồng độ muối 4,5%, 42oC trên môi trường lỏng và môi trường thạch 

Phản ứng đồng hóa Citrate 

+ –

- 
– 

 

+ 

Vi khuẩn phát triển ở nồng độ 6,5% NaCl 

+ - 
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TKT 27,73b±0,57 35,58cd±1,15 74,86b±0,57 89,19bcd±0,48 93,58cd±0,81 95,73bc±0,58  

T1 13,14e±0,48 25,59e±0,21 56,25e±0,57 82,07g±0,38 92,90cde±0,27 95,05c±0,60  

T2/2 21,39c±0,68 64,86a±0,57 80,73a±1,17 94,76a±0,58 97,52a±0,23 98,21a±0,46  

T3/1 31,97a±0,06 36,57c±0,06 81,19a±0,05 94,30a±0,35 96,60ab±0,57 97,29ab±0,23  

T4/1 17,96d±0,58 52,52b±0,06 76,17b±0,46 91,41b±0,29 93,91bc±0,57 96,18abc±0,17  

T9 45,51a±0,75 69,84a ±1,5 77,52b ± 0,1 82,63fg±1,4 89,84f± 0,61 95,01bc±0,6  

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê 

(P < 0,05).  

1.5. Xây dựng đường chuẩn ammonia, nitrite, nitrate 

 
Hình 1.12 Đường chuẩn ammonia               Hình 1.13 Đường chuẩn nitrite 

 

 
Hình 1.14 Đường chuẩn nitrate   

 

➢ Phương pháp phân tích ammonia (PHENAT)  

• Dung dịch phenol: trộn 11,1 ml phenol (≥ 89%) với rượu etylic (95%) đến  

100 ml. Pha dung dịch hàng tuần. 

• Dung dịch natri nitroprusit: hòa tan 0,5 g natri nitroprusit trong nước cất và định mức đến 

100 ml. Bảo quản trong chai màu hổ phách hay nâu. 

• Dung dịch citrate: hòa tan 200 g natri citrate và 10 g NaOH trong nước cất, định mức đến 

1000 ml. 

• Dung dịch natri hypoclorit (NaOCl): sử dụng thuốc tẩy thương mại 5%. Dung dịch bền 

trong hai tháng. 

• Dung dịch oxi hóa: trộn 100 ml dung dịch citrate với 25 ml dung dịch natri hypoclorit. 

Chuẩn bị dung dịch hàng ngày. 

• Dung dịch gốc ammoni: hòa tan 2,972 g NH4Cl khan (đã sấy khô ở 100oC) trong nước và 

pha loãng đến 1000 ml. 1,0 ml dung dịch này chứa 1 mg NH4
+ (nồng độ  

1000 mg NH4
+

 /l). 

• Dung dịch ammoni trung gian 1: 10,0 ml dung dịch ammoni gốc pha loãng đến 100 ml. 1,0 

ml dung dịch này chứa 0,1 mg NH4
+

  (nồng độ 100 mg NH4
+

 /l). 
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• Dung dịch ammoni trung gian 2: 10,0 ml dung dịch ammoni trung gian 1 pha loãng đến 

100 ml. 1,0 ml dung dịch này chứa 0,01 mg NH4
+

  (nồng độ 10 mg NH4
+

 /l). 

• Dung dịch ammoni làm việc: 10 ml dung dịch ammoni trung gian 2 định mức 50 ml. 1,0 

ml này chứa 0,002 mg NH4
+

  (nồng độ 2 mg NH4
+

 /l). 

Quy trình phân tích  

Lấy 25 ml mẫu cho vào bình định mức dung tích 50 ml. Thêm 1 ml dung dịch phenol, 1 ml 

dung dịch natri nitroprusit, 2,5 ml dung dịch oxi hóa (trộn lẫn đều dung dịch sau mỗi lần 

thêm thuốc thử), thêm nước cất đến vạch mức và trộn đều. Để trong bóng tối, ở nhiệt độ 

phòng (22 - 27oC) ít nhất 1 giờ. Đo mật độ quang ở bước sóng  

640 nm với dung dịch mẫu trắng làm dung dịch so sánh. Màu ổn định trong 24 giờ. 

Nồng độ NH4
+ trong các mẫu được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn có dạng y 

= ax + b được xây dựng dựa trên dãy nồng độ NH4
+ chuẩn có giới hạn từ 0,00 – 0,40 mg/l 

như bảng 12. 

 Thành phần và nồng độ các dung dịch xây dựng đường chuẩn 

STT 1 2 3 4 5 6 7 

Thể tích dd ammoni làm việc (ml) 0 1 3 5 7 8 10 

Thể tích dd phenol (ml) 1 1 1 1 1 1 1 

Thể tích dd natrinitroprusit (ml) 1 1 1 1 1 1 1 

Thể tích dd oxi hóa (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,

5 

Thể tích nước cất (ml)  Vừa đủ 50 ml 

Nồng độ ammoni (mg NH4
+/l) 0,00 0,04 0,12 0,2 0,28 0,32 0,

4 

Cách xác định nồng độ ammonia trong các mẫu chuẩn được tiến hành như trên. 

 

➢ Phương pháp phân tích nitrite ( phương pháp NATHYLAMINE) 

• Dung dịch EDTA: hòa tan 0,5 g Disodium Ethylendiamine Tetra Acetate Dihydrate trong 

nước cất và định mức đến vạch 100 ml. 

• Acid Sulfanilic: hòa tan 0,6 g Acid Sulfanilic trong 70 ml nước cất đã được đun nóng. Để 

nguội, thêm 20 ml HCl đậm đặc, pha loãng đến vạch 100 ml. 

• Dung dịch Napthylamin Hydrochloride: hòa tan 0,6 g 1 - Napthylamin  hydrochloride 

trong 50 ml nước cất đã thêm 1 ml HCl đậm đặc, lắc đều và thêm nước cất đến vừa đủ 100 

ml. 

• Chú ý: Thuốc thử có thể nhạt màu và trầm hiện sau 1 tuần, ta có thể lọc và vẫn có thể dùng 

được. Nên bảo quản trong tủ lạnh. Sử dụng nên cẩn thận vì thuốc thử này có độc tính, do 

đó tránh hút bằng miệng và tránh dính vào da. 

• Dung dịch đệm Sodium acetate: Hòa tan 16,4 g Sodium acetate (NaC2H3O2) khan hay 27,2 

g NaC2H3O2.3H2O trong nước cất và pha loãng đến 100 ml.  

• Dung dịch trữ Nitrite: cân chính xác 0,3749 g NaNO2 khan, hòa tan với nước cất thành 

1000 ml (1 ml = 250 µg NO2
-
 ). Để bảo quản thêm 1ml CHCl3. 

• Dung dịch chuẩn trung gian (1 ml = 50 µg NO2
-): Lấy chính xác 50 ml dung dịch trữ cho 

vào bình định mức 250 ml, pha loãng với nước cất đến vạch. 

• Dung dịch chuẩn (1 ml = 5µg NO2
-
 ): Lấy chính xác 10 ml dung dịch chuẩn trung gian cho 

vào bình định mức 100 ml. Pha loãng với nước cất đến vạch. Hai dung dịch 6, 7 chỉ pha 

khi dùng. 

• Dung dịch Sulfat Zinic (10%): Hòa tan 100 g ZnSO4.7H2 O trong nước cất, pha loãng đến 

1000 ml. 

• Dung dịch NaOH 6N: Hòa tan 240 g NaOH trong 500 ml nước cất và pha loãng đến 1000 

ml. 

Xử lý mẫu: Nếu mẫu đục hoặc màu cao, cho 1 ml dung dịch ZnSO4 (10%) vào 100 ml 

mẫu, khuấy đều, thêm 0,4 - 0,5 ml dung dịch NaOH để đạt pH 10,5. Khuấy đều, để yên 

mẫu vài phút, cợn sẽ lắng xuống đáy. Lọc hay li tâm, nếu lọc, loại bỏ 25 ml đầu tiên qua 

lọc. 
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             Quy trình phân tích 

− Lấy 50 ml mẫu đã qua xử lý và trung hòa về pH = 7,0 cho vào các ống nessler. 

− Thêm vào mỗi ống nessler 1 ml dung dịch EDTA, 1 ml dung dịch acid sunfanilc. Lắc đều, 

pH của mẫu lúc này khoảng 1,4. Để yên 3 – 10 phút. 

− Thêm vào 1 ml napthylamine hydrochloride và 1 ml dung dịch đệm acetate. Lắc đều, pH của 

dung dịch lúc này khoảng 2 – 2,5. Để yên trong 10 – 30 phút. Đo mật độ quang học ở bước 

sóng 520 nm. Đọc và ghi nhận kết quả. 

Nồng độ NO2
- trong các mẫu được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn có dạng y 

= ax + b được xây dựng dựa trên dãy nồng độ NO2
- chuẩn có giới hạn từ 0,00 – 0,35 mg/l như bảng 

13. 

Thành phần và nồng độ các dung dịch xây dựng đường chuẩn 

ml dd chuẩn (1ml=5µg 

NO2
-) 

0 0,2 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 

ml nước cất 

 thêm vào 
50 49,8 49,5 49 48,5 48 47,5 47 46,5 

Số µg NO2
- 0 1 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 

mg/l NO2
- 0 0,02 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 

Cách xác định nồng độ NO2
- trong các mẫu chuẩn được thực hiện như quy trình trên. 

 

➢ Phương pháp phân tích nitrate ( phương pháp SALICYLATE) 

• Dung dịch A: Sodium salycilate 0,5%: hòa tan 0,5 g Sodium salycilate vào nước cất và 

định mức đến 100 ml. 

• Dung dịch B: Sulphuric acid 96%. 

• Dung dịch C: sodium hydroxide 10 mol/l: hòa tan 400g NaOH trong nước cất và định mức 

đến vạch 100 ml. 

• Dung dịch chuẩn: Potassium nitrate: 100 mg/l (0,1631 g KNO3 đã sấy khô ở 105oC, sau đó 

hòa tan trong nước cất và định mức đến 1000 ml). 

Quy trình thực hiện 

− Lấy 10 ml mẫu đã qua xử lý, cho vào hũ thủy tinh, thêm 1 ml dung dịch sodium salycilate 

1%, lắc đều. Cô cạn dung dịch.  

− Sau khi làm lạnh, thêm 1 ml dung dịch acid sunfuric 96%, chờ 10 phút. 

− Thêm 7 ml dung dịch NaOH 10 mol/l vào các hũ thủy tinh trên, để nguội, thêm nước cất 

cho đủ 50 ml. Lắc đều, để yên trong 10 phút cho màu ổn định. 

− Đo mật độ quang học ở bước sóng 410 nm. Đọc và ghi nhận kết quả. 

Hàm lượng NO3
- trong mẫu được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn có dạng y = 

ax + b được xây dựng dựa trên dãy nồng độ NO3
- chuẩn có giới hạn từ 0,00 – 0,35 mg/l 

như bảng 14. 

 Thành phần và nồng độ các dung dịch xây dựng đường chuẩn. 

STT 1 2 3 4 5 6 7 8 

Thể tích dung dịch 

KNO3 100 mg/l (ml) 
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 7,5 10,0 

Thể tích dung dịch A (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 

Thể tích dung dịch B (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 

Thể tích dung dịch C (ml) 7 7 7 7 7 7 7 7 

Thể tích nước cất (ml) Vừa đủ 50 ml 

Nồng độ mẫu chuẩn (mg/l) 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 15,0 20,0 

Cách xác định hàm lượng NO3
- trong các mẫu chuẩn được thực hiện như quy trình trên     

 

1.6  Khảo sát đặc tính chuyển hóa ammonia, nitrite, nitrate và chịu mặn của các dòng 

vi khuẩn  

Bảng 1.11 Định tính khả năng chuyển hóa nitrite và nitrate của các dòng vi khuẩn AOB 

Stt Dòng vi khuẩn 
Chuyển hóa 

NO2
- 

Chuyển hóa 

NO3
- 
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1 Bacillus sp. B5 + + 

2 Bacillus sp. B31 + - 

3 Bacillus sp. B58 - - 

4 Bacillus sp. B68 + - 

5 Bacillus sp. B74 + - 

6 Bacillus licheniformis B85 + + 

7 Pseudomonas stutzeri KL15 + + 

8 Sphingoacterium multivorum KL26 - - 

9 Providencia stuartii KL30 + - 

10 Alcaligenes faecalis KL33 + + 

 (+): phản ứng dương tính; (–): phản ứng âm tính. 

Bảng 1.12 Định tính khả năng chuyển hóa ammonia và nitrate của các dòng vi khuẩn NOB 

Stt Dòng vi khuẩn 
Chuyển hóa 

NH4
+ 

Chuyển hóa 

NO3
- 

1 Chryseobacterium gleum CKT + + 

2 Chryseobacterium gleum C2/1 + - 

3 Stenotrophomonas pavanii C2/2 + - 

4 Stenotrophomonas maltophilia C3/1 + - 

5 Stenotrophomonas pavanii C4/2 + - 

6 Stenotrophomonas pavanii TKT + - 

7 Stenotrophomonas maltophilia  T1 + + 

8 Stenotrophomonas pavanii T2/2 + + 

9 Delftia lacustris T3/1 + + 

10 Acinetobacter junii T4/1 + - 

11 Rhodococcus rhodochrous T9 + + 
 (+): phản ứng dương tính; (–): phản ứng âm tính.. 

Bảng 1.13 Hiệu suất chuyển hóa NO2
- của 4 dòng vi khuẩn AOB 

 

ST

T 

Dòng 

vi khuẩn 

Hiệu suất chuyển hóa NO2 của 4 dòng vi khuẩn 

1  

ngày 

2  

ngày 

3  

ngày  

4  

ngày  

1 Bacillus sp. B5 29,33a ± 0,09 40,63a ± 0,16 90,97c ± 0,22 92,58c ± 0,01 

2 Bacillus licheniformis B85 17,98b ± 0,01 36,45b±  0,09 94,98a±  0,11 96,97b ± 0,13 

3 Pseudomonas stutzeri KL15 5,46d ± 0,03 24,02c± 0,08 94,18b±  0,08 99,06a±  0,02 

4 Alcaligenes faecalis KL33 8,76c ±  0,12 26,25d±  0,06 87,36d ± 0,09 90,53d± 0,07 
Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

 

Bảng 1.14 Hiệu suất chuyển hóa NO3
- của 4 dòng vi khuẩn AOB và 4 dòng NOB 

 

STT Dòng 

vi khuẩn 

 Hiệu suất chuyển hóa NO3
- 8 dòng vi khuẩn. 

 

1 ngày 2 ngày 3 ngày  4 ngày  
1 Bacillus sp. B5 7,32g ±  0,07 40,63c± 0,05 63,48d ±0,05 63,87f±  0,05 

2 Bacillus licheniformis B85 12,46d ± 0,17 43,87b ±0,09 89,36b ±0,12 89,63b± 0,14 

3 Pseudomonas stutzeri KL15 9,67f ±  0,1 44,35b ±0,25 98,07a ±0,04 98,02a± 0,01 

4 Alcaligenes faecalis KL33 16,25b± 0,02 36,45e ±0,02 51,32f± 0,01 52,12g± 0,02 

5 Chryseobacterium gleum CKT 6,59h ± 0,05 28,37g ±0,12 42,61g± 0,08 45,36h ±0,04 

6 Stenotrophomonas maltophilia  T1 10,43e± 0,04 37,46d ±0,22 63,42d ±0,07 64,29e± 0,12 
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7 Stenotrophomonas pavanii T2/2 13,84c ±0,03 32,78f±  0,1 60,29e ±0,06 65,45d±  0,1 

8 Rhodococcus rhodochrous T9 17,41a ±0,02 57,20a± 0,07 80,97c ±0,13 81,24c± 0,06 
Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

 

Bảng 1.15 Hiệu suất chuyển hóa NH4
+ của 4 dòng vi khuẩn NOB 

 

STT 

 
Dòng 

vi khuẩn 

Hiệu suất chuyển hóa NH4
+ của 4 dòng vi khuẩn 

 1  

ngày 

2  

ngày 

3  

ngày  

4  

ngày  

5  

ngày  

6  

ngày 
1  

C. gleum CKT 
11,37d  

± 0,06 

25,68d  

± 0,08 

37,88c  

 ± 0,01 

42,68d 

± 0,15 

63,39c 

± 0,1 

64,01c 

± 0,11 

2  
S.maltophilia  T1 

13,153c  

± 0,12 

26,52c   

± 0,05 

35,86d 

 ± 0,05 

46,81c ± 

0,04 

60,61d  

± 0,12 

59,12d  

± 0,07 

3  
S. pavanii T2/2 

16,23b  

±0,12 

27,48d 

±0,17 

38,39b 

±0,02 

47,92b 

±0,04 

70,23b  

± 0,1 

69,34b 

±0,02 

4  

R.rhodochrous T9 

28,62a  

± 0,18 

32,32a  

± 0,02 

56,87a  

± 0,06 

80,93a  

± 0,02 

86,21a  

± 0,02 

85,87a  

± 0,07 
Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

 

Bảng 1.16 Khảo sát khả năng chịu mặn của các dòng vi khuẩn AOB 
 

STT Dòng 

vi khuẩn 

 OD600nm  

 Nồng độ muối NaCl (%) 

2% 3% 4% 5% 6% 7% 

1 
Bacillus sp. B5 0,99±0,01 0,99±0,01 0,91±0,03 0,78±0,02 0,58±0,01 0,32±0,01 

2 Bacillus licheniformis 

B85 
0,95±0,01 0,95±0,01 0,86±0,02 0,69±0,03 0,42±0,04 

0,27±0,02 

3 Pseudomonas stutzeri 

KL15 
0,89±0,01 0,89±0,01 0,8±0,03 0,52±0,03 0,36±0,03 

0,15±0,02 

4 Alcaligenes faecalis 

KL33 
0,92±0,01 0,92±0,01 0,75±0,03 0,67±0,03 0,34±0,03 

0,13±0,01 
Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

 

Bảng 1.17 Khảo sát khả năng chịu mặn của các dòng vi khuẩn NOB 
 

STT Dòng 

vi khuẩn 

 OD600nm  

 Nồng độ muối NaCl (%) 

2% 3% 4% 5% 6% 7% 

1 Chryseobacterium gleum CKT 0,82±0,03 0,82±0,03 0,71±0,02 0,64±0,03 0,37±0,02 0,08±0,01 

2 Stenotrophomonas maltophilia  T1 0,98±0,01 0,98±0,01 0,76±0,03 0,58±0,04 0,39±0,02 0,26±0,04 

3 Stenotrophomonas pavanii T2/2 0,84±0,03 0,84±0,03 0,69±0,03 0,48±0,01 0,14±0,02 0,07±0,02 

4 
Rhodococcus rhodochrous T9 0,91±0,02 0,91±0,02 0,84±0,02 0,61±0,05 0,25±0,03 0,11±0,02 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  
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PHỤ LỤC 2 ( NỘI DUNG 2) 
2.1 Đường tuyến tính mật số vi sinh vật với OD600nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

2.2 Thành phần môi trường nhân sinh khối 

Môi trường Luria Bertani (LB) 

Thành phần g/l 

Peptone 10 

Cao nấm men 5 

NaCl 10 

Môi trường Nutrient Broth (NB) 

Thành phần g/l 

Cao thịt 1.5 

Cao nấm men 1.5 

Peptone 5 

NaCl 5 

Hình 2.1 Đường tuyến tính của vi khuẩn Bacillus licheniformis B85 

 

Hình 2.2 Đường tuyến tính của vi khuẩn P. stutzeri KL15 

 

Hình 2.3 Đường tuyến tính của vi khuẩn R. rhodochrous T9 
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Môi trường Tryptic soybean broth (TSB) 

Thành phần g/l 

Tryptose 17 g 

Papaic digest soybean meal 3 g 

NaCl 5 g 

Dextrose (Glucose) 2,5 g 

K2HPO4 2,5 g 

 

2.3 Môi trường sản xuất lỏng 

Dựa trên thành phần môi trường TSB, đã thêm một số thành phần khoáng, cân bằng hàm 

lượng Cacbon và glucose.  

 Môi trường sản xuất Tryptic soybean broth (TSB)  

Thành phần g/l 

Pepton  10 g 

Glucose 10 g 

CaCl2 0,2 g 

MgSO4 1g 

K2HPO4 2 g 

NaCl  1 g 

 

2.4 Thành phần môi trường bán rắn  

Dựa trên thành phần môi trường TSB sản xuất lỏng đã thêm một số thành phần chất rắn 

như cám gạo, cám bắp, cám mì, bã đậu nành là nguồn Nitrogen kỹ thuật cho sản xuất công nghiệp 

(Trần Thị Thanh, 2000; Nguyễn Đức Lượng, 2006) vẫn giữ nguồn cacbon là glucose và các chất 

khoáng như môi trường lỏng đã tối ưu hóa cho dòng loài vi khuẩn. Nước được bổ sung vào khoảng 

50% độ ẩm. 

Bảng 2.1 Thành phần môi trường bán rắn 

Thành phần gam 

Cám gạo/cám bắp/ cám mì / bã đậu nành 

CaCl2 

NaCl 

K2HPO4 

MgSO4 

Glucose 

980 

0,2 

1 

2,5 

1 

20 

 

2.5. Tạo chế phẩm dạng lỏng   

2.5.1 Khảo sát các điều kiện nhân sinh khối của các dòng vi khuẩn trên môi trường lỏng  

 

Bảng 2.2 Ảnh hưởng của môi trường nhân sinh khối đến ba dòng vi khuẩn  

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( log.CFU/mL) 

 Môi trường  LB  TSB  NB 

1 R. rhodochrous T9 8,31b ±0,04 8,37b± 0,01 8,87a ± 0,08 

2 B.licheniformis B85 8,58 b±0,02 8,84a ± 0,02 8,70ab ±0,13 

3 P. stutzeri KL15 8,63ab ± 0,08 8,86a ±0,09 8,32b ± 0,001 

Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo môi trường nhân sinh khối của dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

 

Bảng 2.3 Ảnh hưởng của mật độ giống đến nhân sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( log.CFU/mL) 

 Mật độ vi khuẩn  106 107 108 109 

1 R. rhodochrous T9 8,20c ± 0,03 8,69b±0,01 9,66a±0,01 9,69a±0,01 

2 B.licheniformis B85 8,30c ± 0,02 8,73b±0,01 9,69a±0,02 9,75a±0,03 
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3 P. stutzeri KL15 8,39c ±0,04 8,78b±0,01 9,66a±0,02 9,76a±0,03 

Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo mật độ giống của  dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

 

Bảng 2.4 Ảnh hưởng thời gian tăng sinh đến nhân sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn (Log.CFU/mL) 

 Thời gian 24 

giờ  

36 

giờ  

48 

giờ 

60 

giờ 72 giờ  
1 R. rhodochrous T9 8,53d  

± 0,02 

9,67a 

±0,01 

9,72a 

±0,02 

9,49a 

±0,01 

9,02c 

±0,01 

2 B.licheniformis B85 8,49c 

±0,01 

9,70a 

±0,02 

9,73a 

±0,02 

9,09b 

±0,01 

8,99b 

±0,01 

3 
 

P. stutzeri KL15 

8,74c 

±0,02 

9,70a 

± 0,01 

9,78a 

± 0,02 

9,26b 

± 0,01 

8,70c 

± 0,03 

Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo thời gian tăng sinh dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

 

2.5.2 Khảo sát các điều kiện nhân sinh khối của các dòng vi khuẩn trên môi trường sản xuất 

lỏng (thành phần môi trường mục 2.2) 

 

Bảng 2.5 Ảnh hưởng của tỷ lệ nạp giống đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/mL) 

 Tỷ lệ nạp giống 1% 2,5% 3,5% 5% 

1 R. rhodochrous T9 9,66b ±0,01 9,98a ± 0,01 9,66b ±0,01 9,69b ±0,01 

2 B.licheniformis B85 9,66b ±0,01 10,03a±0,01 9,69b± 0,03 9,75b ±0,01 

3 P. stutzeri KL15 9,84b ±0,07 10,07a±0,03 9,78b±0,04 9,73b± 0,04 
Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo tỷ lệ nạp giống  dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

 

Bảng 2.6 Ảnh hưởng của thời gian đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/mL) 

 Thời gian  12 giờ 24 giờ 36 giờ 48 giờ 

1 R.rhodochrous T9 9,66b ±0,01 9,98a±0,01 10,01a±0,01 9,98a ±0,01 

2 B.licheniformis B85 9,63b ±0,01 10,01a±0,01 10,03a ±0,01 9,99a ±0,03 

3 P. stutzeri KL15 9,75b ±0,04 10,13a ±0,05 10,19a±0,01 10,07a±0,03 
Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê của thời gian theo dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

 

Bảng 2.7 Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/mL) 

 Nhiệt độ 30oC 33oC 35oC 37oC 

1 R. rhodochrous T9 9,98ab±0,01 10,04a±0,01 9,91bc ±0,01 9,85c±0,02 

2 B.licheniformis B85 10,01ab±0,01 9,99b ±0,01 10,07a ±0,01 10,05ab±0,01 

3 P. stutzeri KL15 9,87±0,07 9,88 ±0,05 9,96±0,02 10,23±0,03 

Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác 

biệt về mặt thống kê theo nhiệt độ của dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01) ( Riêng dòng vi khuẩn P. stutzeri KL15 không 

có ý nghĩa thống kê vì p>0,05, nên không trắc nghiệm phân hạng). 

 

Bảng 2.8 Ảnh hưởng của pH đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/mL) 

 pH 6,0 6,5 7,0 7,5 

1 R. rhodochrous T9 9,98b±0,01 10,05a±0,02 9,98a±0,01 9,78c±0,02 

2 B.licheniformis B85 9,87b±0,01 9,97a±0,01 9,98a±0,02 10,03a±0,01 

3 P. stutzeri KL15 9,85b±0,01 9,82b ±0,05 10,02a±0,02 9,87b±0,01 
Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt về 

mặt thống kê theo pH của dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 
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Bảng 2.9 Ảnh hưởng nguồn nitơ đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/mL) 

 Nguồn Nitơ Amoni 

sunfat  

Cao nấm 

men  

Natri 

nitrate 
pepton  

1 R. rhodochrous T9 8,66c±0,01 9,75b±0,02 8,50d±0,01 10,03a±0,01 

2 B.licheniformis B85 8,55c±0,01 10,11a±0,03 8,68b±0,01 10,07a±0,01 

3 P. stutzeri KL15 8,20b±0,05 10,08a±0,02 8,03b±0,06 10,00a±0,04 
Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt về 

mặt thống kê theo nguồn nitơ dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

 

Bảng 2.10 Ảnh hưởng nguồn cacbon đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 

Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/mL) 

 Nguồn Cacbon Glucose  Maltodextrin  Mật rỉ  Sucrose  
1 R.rhodochrous T9 10,07a±0,01 8,65c±0,01 9,75b±0,02 8,50d±0,01 

2 B.licheniformis B85 10,10a±0,02 8,68b±0,01 10,11a±0,2 8,55c±0,01 

3 P.stutzeri KL15 9,24b±0,05 9,28b±0,04 9,41a±0,06 8,75c±0,05 
Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/mL) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo nguồn cabon dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

➢ Khảo sát hàm lượng của nguồn cacbon và nitơ của ba chủng vi khuẩn.  

 

 
Hình 2.4 Khảo sát hàm lượng mật rỉ của B.licheniformis B85  Hình 2.5 Khảo sát hàm lượng mật rỉ của P. stutzeri KL15 

  
Hình 2.6 Khảo sát hàm lượng mật rỉ của R.rhodochrous T9   Hình 2.7 Khảo sát hàm lượng cao nấm men của B.licheniformis B85   

  
Hình 2.8 Khảo sát hàm lượng cao nấm men của P. stutzeri KL15   Hình 2.9 Khảo sát hàm lượng pepton của R.rhodochrous T9      

 

Mục đích: Khảo sát hàm lượng nguồn cacbon và nitơ là để khảo sát, lựa chọn các khoảng hàm 
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lượng của mật rỉ, cao nấm men cho mật độ vi khuẩn B. licheniformis B85, P. Stutzeri KL15 cao 

nhất, hàm lượng pepton và glucose cho mật độ vi khuẩn R.rhodochrous T9 cao nhất, để bố trí trong 

thí nghiệm tối ưu hóa thành phần môi trường sản xuất lỏng cho 3 chủng vi khuẩn. Đây là thí 

nghiệm trung gian sau khi lựa chọn nguồn C, N tốt nhất, để có sự lựa chọn tốt nhất, chuyển vào nội 

dung tối ưu hóa.  

2.5.3 Tối ưu hóa môi trường sản xuất của các dòng vi khuẩn 

➢ Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng ma trận Plackett – Burman Bacillus licheniformis B85 

 

Bảng 2.11 Các biến trong ma trận Plackett - Burman và ảnh hưởng của chúng 

Ký 

   Mức Mức độ ảnh hưởng 

Yếu tố Đơn vị 

    

hiệu 

Thấp Cao Ảnh 

      Prob>F 

  

     

   

(-1) (-1) hưởng     

X1 Mật rỉ đường g/L 2 6 0,0433a 0,0182 

X2 Cao nấm men g/L 9 25 -0,06a 0,0050 

X3 K2HPO4 g/L 1,25 5,00 -1,45862E-15b 1,0000 

X4 MgSO4 g/L 0,25 1,50 1,46724E-15b 1,0000 

X5 CaCl2 g/L 0,05 0,40           0,0033b 0,8013 

X6 NaCl g/L 1 5 -0,0633a 0,0040 

α: có ý nghĩa ở độ tin cậy α = 0,05;b: không có ý nghĩa ở độ tin cậy α = 0,05 

Bảng 2.12 Ma trận thiết kế Plackett – Burman 

 

Nghiệm 

  

Các biến 

  Mật độ vi khuẩn 

     

(Log.CFU/ml)  

thức 

      

         

 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 Thực nghiệm Mô hình   

 1 1 -1 1 1 -1 1 10,12 10,10 

 2 1 1 -1 1 1 1 10,03 10,04 

 3 -1 1 1 -1 1 1 10,01 9,99 

 4 -1 -1 -1 -1 -1 -1 10,13 10,12 

 5 -1 -1 1 -1 1 1 10,04 10,05 

 6 -1 -1 -1 1 -1 1 10,03 10,05 

 7 -1 1 -1 1 1 -1 10,07 10,06 

 8 1 1 1 -1 -1 -1 10,08 10,10 

 9 -1 -1 1 1 1 -1 10,16 10,16 

 10 1 1 -1 -1 -1 1 10,04 10,04 

 11 1 -1 -1 -1 1 -1 10,16 10,16 

 12 -1 1 1 1 -1 -1 10,05 10,06 

 

Bảng 2.13 Các hệ số trong phương trình hàm mục tiêu  

 

Yếu tố 

Hệ số  

ước tính  
Bậc tự do 

Sai số  

chuẩn  
95% CI thấp   95% CI cao VIF 

Intercept 11,42 1 0,0093 11,40 11,44  

A-Mật rỉ đường 0,0386 1 0,0068 0,0211 0,0560 1,43 

B-Cao nấm men -0,0188 1 0,0057 -0,0334 -0,0041 1,0000 
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C-NaCl -0,0439 1 0,0068 -0,0614 -0,0265 1,38 

AB 0,0250 1 0,0080 0,0043 0,0457 1,0000 

AC 0,0404 1 0,0109 0,0122 0,0685 1,73 

BC 0,0425 1 0,0080 0,0218 0,0632 1,0000 

A² -0,0673 1 0,0092 -0,0908 -0,0438 1,21 

B² -0,1577 1 0,0092 -0,1812 -0,1342 1,21 

C² -0,0248 1 0,0092 -0,0483 -0,0013 1,21 

➢ Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng ma trận Plackett – Burman Pseudomonas stutzeri KL15 

Bảng 2.14 Các biến trong ma trận Plackett - Burman và ảnh hưởng của chúng 

Ký 

   Mức Mức độ ảnh hưởng 

Yếu tố Đơn vị 

    

hiệu 

Thấp Cao Ảnh 

Prob>F 

  

     

   

(-1) (-1) hưởng     

X1 Mật rỉ đường g/L 2 6 0,55a 0,0002 

X2 Cao nấm men g/L 9 25 0,32a 0,0029 

X3 K2HPO4 g/L 1,25 5,00 0,03b 0,6502 

X4 MgSO4 g/L 0,25 1,50 0,25a 0,0079 

X5 CaCl2 g/L 0,05 0,40 0,09b 0,1933 

X6 NaCl g/L 1 5 -0,15b 0,0568 
α: có ý nghĩa ở độ tin cậy α = 0,05;b: không có ý nghĩa ở độ tin cậy α = 0,05 

 Bảng 2.15 Ma trận thiết kế Plackett - Burman 

 

Nghiệm 

  

Các biến 

  Mật độ vi khuẩn 

     

(Log.CFU/ml)  

thức 

      

         

 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 Thực nghiệm Mô hình   

 1 1 1 -1 -1 -1 1 10,19 10,10 

 2 -1 1 -1 1 1 -1 10,01 10,04 

 3 1 -1 1 1 -1 1 10,05 10,06 

 4 1 1 -1 1 1 1 10,36 10,44 

 5 -1 1 1 -1 1 1 9,69 9,67 

 6 1 1 1 -1 -1 -1 10,16 10,27 

 7 -1 -1 1 -1 1 1 9,33 9,35 

 8 -1 1 1 1 -1 -1 10,08 9,98 

 9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 9,31 9,38 

 10 -1 -1 -1 1 -1 1 9,48 9,49 

 11 1 -1 -1 -1 1 -1 10,10 10,01 

 12 1 -1 1 1 1 -1 10,31 10,29 

 

Bảng 2.16 Các hệ số trong phương trình hàm mục tiêu  

 

Yếu tố 

Hệ số 

ước tính 
Bậc tự do 

Sai số 

chuẩn 

95% CI  

thấp 

95% CI  

cao 
VIF 

Intercept 11,55 1 0,0044 11,52 11,56  

A-Mật rỉ đường 0,155 1 0,0067 0,0150 0,0518 1,0000 

B-Cao nấm men 0,043 1 0,0087 0,0011 0,019 1,0000 

C-Mg2SO4 0,058 1 0,0070 0,0027 0,089 1,0000 
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AB 0,0255 1 0,0038 0,0114 0,0546 1,0000 

AC 0,0125 1 0,0038 0,0173 0,0023 1,0000 

BC 0,01 1 0,0038 0,0148 0,0048 1,0000 

A² -0,1675 1 0,0040 -0,1748 -0,1544 1,01 

B² -0,095 1 0,0040 -0,1773 -0,1569 1,01 

C² -0,110 1 0,0040 -0,1898 -0,1694 1,01 

➢ Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng ma trận Plackett – Burman Rhodococcus rhodochrous T9 

Bảng 2.17 Các biến trong ma trận Plackett - Burman và ảnh hưởng của chúng 

Ký 

   Mức Mức độ ảnh hưởng 

Yếu tố Đơn vị 

    

hiệu 

Thấp Cao Ảnh 

Prob>F 

  

     

   

(-1) (-1) hưởng     

X1 Glucose g/L 6 10 0,0683a 0,042 

X2 Pepton g/L 4 8 0,0683a 0,042 

X3 K2HPO4 g/L 1,25 5,00 -0,0083b 0,5713 

X4 MgSO4 g/L 0,25 1,50 0,005b 0,7313 

X5 CaCl2 g/L 0,05 0,40 0,015b 0,3255 

X6 NaCl g/L 1 5 -0,075a 0,0028 
a: có ý nghĩa ở độ tin cậy α = 0,05;b: không có ý nghĩa ở độ tin cậy α = 0,05 

Bảng 2.18 Ma trận thiết kế Plackett - Burman 

 

Nghiệm 

  

Các biến 

  Mật độ vi khuẩn 

     

(Log10. CFU/ml)  

thức 

      

         

 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 Thực nghiệm Mô hình   

          

 1 -1 -1 -1 1 -1 1 9,87 9,89 

 2 1 1 -1 -1 -1 1 10,03 10,03 

 3 1 1 1 -1 -1 -1 10,06 10,10 

 4 -1 -1 1 -1 1 1 9,87 9,89 

 5 1 1 -1 1 1 1 10,04 10,03 

 6 1 -1 1 1 1 -1 10,05 10,03 

 7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 9,98 9,96 

 8 1 -1 1 1 -1 1 9,96 9,96 

 9 -1 1 1 1 -1 -1 10,03 10,03 

 10 -1 1 -1 1 1 -1 10,04 10,03 

 11 -1 1 1 -1 1 1 9,98 9,96 

 12 1 -1 -1 -1 1 -1 10,04 10,03 

 
Bảng 2.19 Các hệ số trong phương trình hàm mục tiêu  

 

Yếu tố 

Hệ số 

ước tính 

Bậc 

tự do 

Sai số 

chuẩn 

95% CI 

thấp 

95% CI 

cao 
VIF 

Intercept 10,47 1 0,0044 10,46 10,48  

A-Glucose -0,0088 1 0,0027 -0,0157 -0,0018 1,0000 

B-Pepton 0,0150 1 0,0027 0,0081 0,0219 1,0000 

C-NaCl -0,0088 1 0,0027 -0,0157 -0,0018 1,0000 

AB -0,0500 1 0,0038 -0,0598 -0,0402 1,0000 
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AC -0,0075 1 0,0038 -0,0173 0,0023 1,0000 

BC -0,0050 1 0,0038 -0,0148 0,0048 1,0000 

A² -0,1646 1 0,0040 -0,1748 -0,1544 1,01 

B² -0,1671 1 0,0040 -0,1773 -0,1569 1,01 

C² -0,1796 1 0,0040 -0,1898 -0,1694 1,01 

 
2.6. Tạo sản phẩm dạng bột  

2.6.1 Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình sản xuất trên môi trường bán rắn.   

Bảng 2.20  Ảnh hưởng của môi trường đến sinh khối ba dòng vi khuẩn  
Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log10.CFU/mL) 

 

Môi trường Cám gạo   Cám bắp   

Bã đậu 

nành  Cám mì  

1 R. rhodochrous T9 9,02a± 0,01 8,88b± 0,02 8,53c± 0,02 8,93ab±0,02 

2 B.licheniformis B85 8,91b± 0,02 8,80bc±0,05 9,47a± 0,05 8,58c± 0,06 

3 P. stutzeri KL15 8,75bc±0,04 9,10a± 0,04 8,85ab±0,02 8,53c± 0,08 

Mật độ vi khuẩn (Log.CFU/gam) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự 

khác biệt về mặt thống kê theo môi trường dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

Bảng  2.21  Ảnh hưởng của tỷ lệ giống đến sinh khối ba dòng vi khuẩn  
Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/g)  

 Tỷ lệ giống 

 2,5% 5% 7,5% 10% 

1 R. rhodochrous T9 8,27b± 0,1 9,02a±0,01 9,23a±0,04 9,26a±0,04 

2 B.licheniformis B85 8,40b±0,04 9,47a±0,01 9,54a±0,05 9,50a±0,01 

3 P. stutzeri KL15 8,43c±0,01 9,10b±0,04 9,30a±0,03 9,34a±0,05 
Mật độ vi khuẩn (Log.CFU/gam) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo tỷ lệ giống của dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

Bảng  2.22 Ảnh hưởng độ ẩm đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 
Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/g) 

 Độ ẩm 45% 50% 55% 60% 

1 R. rhodochrous T9 8,27c± 0,07 9,03a± 0,01 9,15a± 0,04 8,57b± 0,01 

2 B.licheniformis B85 8,44c± 0,06 9,47a± 0,01 9,56a± 0,05 8,74b± 0,02 

3 P. stutzeri KL15 8,40d± 0,01 9,14b± 0,03 9,30a± 0,03 8,84c± 0,02 
Mật độ vi khuẩn (Log.CFU/gam) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo độ ẩm của  dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

Bảng 2.23 Ảnh hưởng thời gian đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 
Stt Dòng vi khuẩn Mật độ vi khuẩn ( Log.CFU/g) 

 Thời gian 36 

giờ 

48 

giờ  

60 

giờ 

72 

giờ 

84 

giờ 

96 

giờ  

1 R.rhodochrous T9 8,27d 

± 0,1 

9,23b 

±0,04 

9,30b 

± 0,05 

9,79a 

±0,02 

9,24b 

±0,02 

8,94c 

±0,01 

2 B.licheniformis B85 8,44d 

±0,06 

9,56b 

±0,01 

9,96a 

± 0,01 

9,93a 

±0,02 

9,57b 

±0,02 

9,10c 

±0,01 

3 P.stutzeri KL15 8,40e 

±0,01 

9,30c 

±0,03 

9,44bc 

± 0,06 

9,70a 

±0,01 

9,50b 

±0,02 

9,12d 

±0,01 
Mật độ vi khuẩn (Log.CFU/gam) tính theo logarit cơ số 10 trung bình của 3 lần lặp lại. Chữ a, b, c chỉ sự khác biệt 

về mặt thống kê theo thời gian của dòng dòng vi khuẩn (p < 0,01). 

2.6.2  Khảo sát các điều kiện bảo quản của các dòng vi khuẩn trên môi trường bán rắn   

Bảng 2.24 Ảnh hưởng thời gian đến sinh khối ba dòng vi khuẩn 

         Mật độ vi khuẩn 

Nhiệt độ 

(oC) 

Thời gian 

 
B. licheniformis B85 P.stutzeri KL15 R.rhodochrous T9 

 

(ngày) (log.CFU/g) (log.CFU/g) (log.CFU/g)  

4 - 8 

0 9,72 ± 0,01 9,52 ±0,05 9,26 ± 0,03  

30 9,61 ± 0,03 9,36 ± 0,02 9,18 ± 0,01  

60 9,42 ± 0,02 9,26 ± 0,03 9,07 ± 0,02  

90 9,21 ± 0,03 9,11 ± 0,01 8,93 ± 0,03  

120 9,11 ± 0,02 8,94 ± 0,01 8,79 ± 0,05  
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 180 8,81 ± 0,03 8,25 ± 0,03 8,13 ±0,04  

 270 8,21 ± 0,02 7,72 ±0,04 7,59 ±0,05  

 360 7,54 ± 0,04 6,46± 0,02 6,86±0,03  

28 - 32 

0 9,72 ± 0,01 9,52 ±0,05 9,26 ± 0,03  

30 9,38 ± 0,03 9,36 ± 0,02 9,11 ±0,01  

60 9,20 ± 0,03 9,26±0,03 9,01± 0,02  

90 9,11 ± 0,02 8,95± 0,03 8,86 ±0,03  

120 8,92 ± 0,02 8,79± 0,04 8,70 ±0,02  

 180 8,32 ±0,04 7,68 ±0,03 7,50 ±0,02  

 270 7,84 ± 0.03 6,70 ± 0,01 6,89 ± 0,03  

 360 6,87± 0.02 5,56 ±0,03 5,83± 0,04  

 

2.7 Một số hình ảnh của lên men vi sinh vật dạng lỏng và bột.  

   
    Hình 2.10 Nguyên liệu từ trái qua phải : cám bắp, bã đậu nành, cám gạo và cám mì              

                                               
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.11 Hình ảnh lên men tăng sinh, sản xuất lỏng và bán rắn. 
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PHỤ LỤC 3 (NỘI DUNG 3) 
3.1. Đánh giá sự chuyển hóa N của các dòng vi khuẩn trong nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng 

ở qui mô phòng thí nghiệm 

Thông tin mẫu nước tôm thẻ chân trắng  

Địa chỉ thu mẫu: khu nuôi tôm thẻ ở ấp Bình Phước, xã Bình Khánh, huyện Cần Giờ, TP. 

HCM. 

Thông tin mẫu lúc lấy nước: 

+ Tôm đạt 100 con/kg (khoảng 10g/con). 

+ Lúc thả nuôi mật độ là 100 ngàn con. 

+ Tôm ở giai đoạn sắp thương phẩm (1,5 tháng). 

+ Ao sâu 1,2 m. 

+ Mẫu lấy lúc 16h30, sau cho ăn, nước ao có màu xanh lá chuối (hơi xậm). 

Thông tin quá trình lấy mẫu nước tôm thẻ chân trắng: 

+ Trong suốt quá trình ít thay nước (lý do: nước sông Cần Giờ khá ô nhiễm). 

+ Cho tôm ăn bằng thuốc (thức ăn) bổ tôm, ngày 3 buổi. 

+ Gây màu nước bằng cách đánh vôi (dùng Donomite). 

+ Khoảng 9h sáng bật quạt gió 1,5 tiếng. Buổi tối khoảng 18 – 22h tăng cường quạt gió 

liên tục, ngừng cho ăn. 

+ Kinh nghiệm: nước ao tôm hơi mặn sẽ giúp tôm mau lớn. 

 
Hình 3.1 Thử nghiệm nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng trong PTN 

Bảng 3.1 Chỉ tiêu pH  

pH ban đầu là 7,8 ± 0,2 

NT  Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5 

NT1 7,6 ± 0,21 7,6 ± 0,24 7,5± 0,19 7,5± 0,26 7,4± 0,2 

NT2 7,7± 0,3 7,5 ± 0,21 7,4± 0,15 7,4 ± 0,23 7,4 ± 0,2 

NT3 7,7± 0,15 7,5 ± 0,17 7,4± 0,23 7,3± 0,21 7,3± 0,11 

NT4 7,6± 0,19 7,5 ± 0,23 7,3 ± 0,27 7,5 ± 0,18 7,3 ± 0,28 

NT5 7,6 ± 0,15 7,6± 0,22 7,5 ± 0,13 7,4± 0,17 7,4± 0,27 

NTĐC 7,7± 0,16 7,6 ± 0,26 7,6± 0,12 7,5± 0,24 7,5± 0,21 
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Bảng 3.2 Hàm lượng ammonia ( Ban đầu là 0,204 mg/L) 

NT Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5 

NT1 0,22ab ± 0,02 0,21a ± 0,020 0,18a± 0,021 0,07ab± 0,019 0,06ab± 0,025 

NT2 0,20ab ± 0,023 0,19ab± 0,026 0,16ab± 0,031 0,07ab± 0,027 0,05ab± 0,026 

NT3 0,20ab ± 0,021 0,18ab± 0,040 0,15ab± 0,025 0,05ab± 0,035 0,04ab± 0,021 

NT4 0,18ab ± 0,05 0,16ab± 0,023 0,13ab± 0,021 0,05ab± 0,015 0,03b± 0,020 

NT5 0,17b ± 0,06 0,12b± 0,015 0,09b± 0,015 0,03b± 0,020 0,03b± 0,021 

NTĐC 0,24a ± 0,01 0,21a± 0,020 0,15ab± 0,019 0,12a± 0,017 0,10a± 0,025 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê 

(P < 0,05).  

Bảng 3.3 Hàm lượng nitrite ( Ban đầu là 0,108 mg/L) 

   NT Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5 Ngày 6 

NT1 0,11b ± 0,020 0,12bc ±0,020 0,13ab± 0,021 0,1b± 0,019 0,06b± 0,025 0,04b± 0,025 

NT2 0,11b ± 0,021 0,12c± 0,026 0,13b± 0,031 0,1b± 0,027 0,07b± 0,026 0,04bc± 0,026 

NT3 0,12ab ± 0,021 0,12bc± 0,040 0,13ab± 0,025 0,1b± 0,035 0,05c± 0,021 0,03cd± 0,021 

NT4 0,11b ± 0,025 0,13a± 0,023 0,12b± 0,021 0,08c± 0,015 0,05c± 0,020 0,04de± 0,020 

NT5 0,12a ± 0,026 0,13ab± 0,015 0,14a± 0,015 0,08c± 0,020 0,05c± 0,021 0,02e± 0,021 

NTĐC 0,11b ± 0,020 0,12c± 0,020 0,13b± 0,019 0,12a± 0,017 0,12a± 0,025 0,1a± 0,025 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

 

Bảng 3.4 Hàm lượng nitrate ( Ban đầu là 0,204 mg/L) 

   NT Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5 Ngày 6  

NT1 0,27b ± 0,032 0,31cd ±0,05 0,3a± 0,017 0,23ab± 0,01 0,20a± 0,03 0,1b± 0,02 

NT2 0,33a ± 0,06 0,30d± 0,02 0,22b± 0,07 0,22b± 0,02 0,20a± 0,05 0,1b± 0,04 

NT3 0,28b ± 0,02 0,32c± 0,01 0,31a± 0,02 0,23a± 0,03 0,18ab± 0,06 0,08c± 0,03 

NT4 0,29b ± 0,02 0,34b± 0,05 0,3a± 0,07 0,21b± 0,01 0,17b± 0,02 0,06cd± 0,02 

NT5 0,29b ± 0,06 0,36a± 0,07 0,3a± 0,05 0,21b± 0,02 0,16b± 0,04 0,05d± 0,02 

NTĐC 0,21c ± 0,01 0,20e± 0,01 0,19c± 0,01 0,19c± 0,02 0,18ab± 0,03 0,17a± 0,03 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05).  

 

Bảng 3.5 Mật độ tổng vi khuẩn hiếu khí (Ban đầu là 2,7.106 CFU/ml  tương ứng 6,43 log.CFU/mL) 

   NT Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5  

NT1 10,65 9,49 7,30 7,04 6,23 

NT2 11,61 9,80 8,38 7,75 6,20 

NT3 11,83 10,57 9,18 8,57 6,91 

NT4 11,76 10,90 9,62 8,79 7,08 

NT5 11,79 7,90 8,67 9,08 7,08 

NTĐC 11,79 7,90 9,67 6,34 4,08 

 

Bảng 3.6 Mật độ vi khuẩn AOB ( Ban đầu là 4,7.102 CFU/ml  tương ứng 2,67 log.CFU/mL) 

   NT Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5 

NT1 7,54 6,61 6,15 5,18 3,61 

NT2 7,32 6,80 6,32 5,30 4,20 

NT3 8,45 7,85 6,51 5,91 4,32 

NT4 8,67 7,77 7,08 6,34 5,08 

NT5 8,86 7,83 7,40 6,72 5,79 

NTĐC 2,34 2,26 2,04 KPH KPH 
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Bảng 3.7 Mật độ vi khuẩn nitrite ( Ban đầu là 1,2.102 CFU/ml  tương ứng 2.08 log.CFU/mL) 

   NT Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 4 Ngày 5  

NT1 7,40 6,83 5,30 4,83 2,23 

NT2 7,61 6,80 5,38 4,93 2,20 

NT3 7,58 6,57 6,18 5,83 3,32 

NT4 8,75 7,74 7,08 6,18 4,08 

NT5 8,92 7,93 7,34 6,51 4,34 

NTĐC 2,00 1,00 KPH KPH KPH 

 

3.2. Đánh giá sự chuyển hóa N của các dòng vi khuẩn trong nước nuôi tôm thẻ chân trắng ở 

qui mô bể 1m3 

Bảng 3.8 Một số chỉ tiêu môi trường nước trong thí nghiệm 

Nghiệm 

thức 

Các chỉ tiêu 

Nhiệt độ (oC) pH DO (mg/L)  

Buổi sáng Buổi chiều Buổi sáng Buổi chiều Buổi sáng Buổi chiều 

NTĐC 
27,96 ± 0,94a 29,37 ± 1,24a 7,72  ±  0,33a 7,76  ±  0,37a 6,94 ± 0,56a 6,68 ± 0,48a 

(26,0 - 29,0)* (26,6 - 31,3)* (7,19 - 8,10)* (7,12 - 8,36)* (6,17 - 8,49)* (6,11 - 8,06) 

NT1 
28,06 ± 0,96a 29,26 ± 1,21a 7,72  ±  0,22a 7,65  ±  0,23a 6,96 ± 0,56a 6,67 ± 0,54a 

(26,0 - 29,6)* (26,8 - 31,3)* (7,24 - 8,01)* (7,09 - 8,19)* (6,01 - 8,45)* (6,02 - 8,30) 

NT2 
28,06 ± 0,95a 29,30 ± 1,18a 7,78  ±  0,16a 7,62  ±  0,24a 6,97 ± 0,52a 6,59 ± 0,48a 

(26,1 - 29,5)* (26,8 - 30,9)* (7,23 - 8,04)* (6,99 - 8,06)* (6,29 - 8,43)* (6,01 - 8,02) 

NT3 
28,05 ± 0,90a 29,19 ± 1,15a 7,74  ±  0,17a 7,61  ±  0,24a 6,86 ± 0,54a 6,50 ± 0,48a 

(26,2 - 29,6)* (26,8 - 30,7)* (7,10 - 8,04)* (7,04 - 8,17)* (5,45 - 8,35)* (5,91 - 7,90) 

Mean ± độ lệch chuẩn, * : khoảng biến thiên, Trong cùng một hàng và cùng chỉ tiêu, các giá trị trung bình có kí tự giống nhau không 

có sự khác biệt về mặt thống kê (P <0,05). 

 

Bảng 3.9 Một số chỉ tiêu môi trường nước khác trong thí nghiệm 

Chỉ tiêu 
Nghiệm thức  

 NTĐC NT1 NT2 NT3 

Độ kiềm (mg/L)  
106,75 ± 31,74a 

  53,67 – 140,67*  
110,95 ± 21,99a 

 82,67 – 144,00* 

121,25 ± 18,45b 

84,67 – 139,00* 
 

121,19 ± 15,83b 

82,67 – 144,00* 

 

Độ mặn (o/oo)  20 ± 0,01a  20 ± 0,01a 20 ± 0,01a  20 ± 0,01a  
Mean ± độ lệch chuẩn, * : khoảng biến thiên, Trong cùng một hàng và cùng chỉ tiêu, các giá trị trung bình có kí tự giống nhau không 

có sự khác biệt về mặt thống kê (P <0,05).  

Bảng 3.10 Mật độ vi khuẩn hiếu khí (log10.CFU/mL) 

  Mật độ vi khuẩn (Log.CFU/mL) 

Ngày thu 

mẫu  
Lần NTĐC NT1 NT2 NT3 

26-Nov 4,70 4,81 5,78 5,34 4,70 

29-Nov 4,37 5,30 5,56 6,53 4,37 

02-Dec 4,85 6,40 6,65 5,98 4,85 

05-Dec 5,90 6,56 6,69 6,38 5,90 

08-Dec 6,03 6,75 6,50 6,35 6,03 

11-Dec 5,83 6,41 6,30 6,36 5,83 
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14-Dec 5,78 6,75 6,88 6,41 5,78 

17-Dec 5,65 6,41 5,59 6,18 5,65 

20-Dec 5,73 6,44 6,02 6,04 5,73 

23-Dec 6,86 6,89 6,54 5,68 6,86 

26-Dec 6,94 7,55 7,28 7,25 6,94 

29-Dec 6,85 7,48 7,30 7,70 6,85 
Ghi chú: Ngày thả tôm là ngày 23/11 

 

Bảng 3.11 Mật độ vi khuẩn vibrio (log10.CFU/mL) 

  Mật độ vi khuẩn (log.CFU/mL) 

Ngày thu 

mẫu  
Lần NTĐC NT1 NT2 NT3 

26-Nov 1 3,18 3,32 2,28 2,23 

29-Nov 2 3,40 3,18 2,48 2,54 

02-Dec 3 4,94 4,11 3,14 3,11 

05-Dec 4 5,17 4,33 3,28 3,19 

08-Dec 5 5,10 4,10 3,11 3,14 

11-Dec 6 5,27 4,27 3,26 3,22 

14-Dec 7 5,30 4,27 3,29 3,30 

17-Dec 8 6,34 4,29 3,29 3,25 

20-Dec 9 6,39 4,26 3,25 3,20 

23-Dec 10 6,70 4,29 4,24 4,28 

26-Dec 11 6,81 5,28 4,28 4,31 

29-Dec 12 6,85 5,30 4,34 4,26 
Ghi chú: Ngày thả tôm là ngày 23/11 

Bảng 3.12 Mật độ vi khuẩn A0B (log10.CFU/mL) 

  Mật độ vi khuẩn (log.CFU/mL) 

Ngày thu 

mẫu  
Lần NTĐC NT1 NT2 NT3 

26-Nov 1 KPH KPH KPH KPH 

29-Nov 2 KPH 3,87 3,94 3,97 

02-Dec 3 3,32 3,46 3,61 3,56 

05-Dec 4 3,72 3,79 3,67 4,78 

08-Dec 5 3,61 4,79 4,75 4,88 

11-Dec 6 3,94 4,87 4,86 5,99 

14-Dec 7 3,88 4,92 4,82 6,01 

17-Dec 8 4,69 5,75 5,97 5,90 

20-Dec 9 4,45 5,56 5,74 5,77 

23-Dec 10 4,62 5,65 6,81 6,75 

26-Dec 11 4,84 5,86 6,90 6,96 

29-Dec 12 4,83 5,95 6,04 6,18 
Ghi chú: Ngày thả tôm là ngày 23/11 

Bảng 3.13. Mật độ vi khuẩn NOB (log10.CFU/mL) 

  Mật độ vi khuẩn (log.CFU/mL) 

Ngày thu 

mẫu  
Lần NTĐC NT1 NT2 NT3 
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26-Nov 1 KPH KPH KPH KPH 

29-Nov 2 KPH KPH KPH KPH 

02-Dec 3 KPH KPH 3,78 3,87 

05-Dec 4 KPH 2,80 3,26 3,37 

08-Dec 5 2,50 3,54 3,52 3,51 

11-Dec 6 2,62 3,78 4,66 4,85 

14-Dec 7 3,92 3,81 4,78 4,91 

17-Dec 8 3,86 4,83 4,81 4,93 

20-Dec 9 3,61 4,68 5,59 5,90 

23-Dec 10 3,47 4,53 5,74 5,77 

26-Dec 11 4,57 4,68 6,88 6,75 

29-Dec 12 4,75 5,75 6,51 6,92 
Ghi chú: Ngày thả tôm là ngày 23/11 

Bảng 3.14 Tăng trưởng và tỷ lệ sống của tôm  

 

Nghiệm thức Tỷ lệ sống 

(%) 

WG 

(g/con) 

SGR 

%/ngày 

NTĐC 64,92 ± 23,41c 0,44±0,06b 15,22 ±0,5c 

NT1 89,97 ± 6,96ab 0,52±0,06b 14,70 ±0,64bc 

NT2 79,63 ± 11,20b 0,68±0,04a 16,61±0,48a 

NT3 93,87 ± 2,73a 0,65±0,04a 16,39±0,2ab 

 

3.3 Các yếu tố ảnh hưởng đến môi trường nước nuôi tôm 
pH 

Theo quy luật tự nhiên, pH buổi sáng thường thấp hơn buổi chiều. Sự dao động pH trong 

ngày cho phép nhỏ hơn 0,5 đơn vị, nếu lớn hơn 1 đơn vị/ngày phải can thiệp bằng hóa chất hoặc 

thay nước để giảm khoảng cách dao động  Ngoài ra, pH còn tác động gián tiếp đến đời sống của 

thủy sinh vật thông qua việc làm gia tăng độc tính của NH3 trong trường hợp pH tăng cao và H2S 

tăng cao khi pH môi trường ao nuôi giảm. Theo Boyd (1990), khi pH giảm sẽ làm ngưng quá trình 

phân hủy vật chất hữu cơ làm cho các chất hữu cơ phân hủy không hoàn toàn. Điều này sinh ra 

nhiều độc tố trong môi trường ao nuôi. 

Nhiệt độ 

 Trong ao nuôi nhiệt độ là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến các quá trình sinh tổng hợp các 

chất hữu cơ cho sinh vật. Theo Whetstone và ctv, (2002) tôm có thể sống tốt ở nhiệt độ 23 – 24 oC, 

tối ưu là 26 – 29 oC và nhiệt độ trong ngày không dao động quá 5 oC (Boyd và ctv, 2003). 

Oxy hòa tan (DO – Dissolved Oxygen) 

Oxy hòa tan trong ao nuôi tôm là một trong những yếu tố quan trọng đối với sự sinh trưởng 

và phát triển của tôm. Hàm lượng oxy hòa tan thường thấp vào ban đêm (từ 1 – 6 giờ sáng) và cao 

nhất vào lúc 10 – 16 giờ nhờ sự quang hợp của phiêu sinh thực vật. Trong ao nuôi tôm hàm lượng 

oxy hòa tan > 4 mg/L là tốt nhất, khi lượng oxy hòa tan < 4 mg/L tôm vẫn ăn bình thường, nhưng 

hiệu quả thức ăn bắt đầu giảm và tăng các nhân tố gây bệnh. Nếu lượng oxy hòa tan tiếp tục xuống 

thấp hơn tôm sẽ ngừng ăn, bơi trên mặt nước và tấp vào mé bờ ao (thành bể), nếu không xử lý kịp 

thời hiện tượng thiếu oxy sẽ dẫn đến tôm chết (khi hàm lượng oxy hòa tan < 1mg/L). Được cung 

cấp đủ oxy, tôm ăn khỏe hơn (Thái Bá Hổ và Ngô Trọng Lư, 2003). Tôm thẻ chân trắng thường lột 

xác đồng loạt vào ban đêm - thời điểm DO xuống thấp, khi lột xác mang tôm hấp thu oxy kém nên 

nhu cầu oxy cần nhiều hơn lúc bình thường. Nếu thiếu oxy xảy ra lúc lột xác, tôm sẽ chết đồng loạt 

ở đáy ao (bể) (vì quá trình lột xác xảy ra ở đáy ao/bể). 

Độ kiềm  

Độ kiềm tổng cộng chỉ khả năng trung hòa acid của nước. Độ kiềm tổng cộng cũng thể hiện 

tổng số các ion có tính bazơ trong nước như bicarbonat (HCO3
-), carbonat (CO3

-) và hydroxit (OH-

). Bicarbonat là dạng chính của độ kiềm. Hàm lượng carbonat và hydroxit có thể cao khi phiêu sinh 

thực vật hoạt động mạnh hoặc trong một số loại nước nhất định hoặc trong nước thải.  
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Theo Charantchakool và ctv (2003), độ kiềm lý tưởng cho tăng trưởng và phát triển của tôm 

nuôi là từ 80 – 120 mgCaCO3/L, độ kiềm thấp hơn 40 mgCaCO3/L ảnh hưởng không tốt đến sức 

khỏe tôm nuôi. Khi độ kiềm thấp, pH sẽ biến động và gây stress, giảm tăng trưởng và thậm chí gây 

chết tôm. 

Độ mặn 

Độ mặn ảnh hưởng trực tiếp đến việc điều hòa áp suất thẩm thấu của thủy sinh vật trong ao 

nuôi. Các thay đổi độ mặn vượt ra ngoài giới hạn thích ứng của tôm trong ao nuôi đều gây ra các 

phản ứng sốc của cơ thể làm giảm khả năng đề kháng bệnh của tôm. Theo Samocha (2019), tôm 

thẻ chân trắng có thể sống được ở độ mặn 20 – 35‰. 

Ammonia tổng cộng (TAN - Total Ammonia Nitrogen) 

Với loài tôm, ammonia có thể chiếm tới 40 – 90% các chất bài tiết nitrogen (Vũ Thế Trụ, 

1995). Ammonia rất độc đối với tôm, khi có nồng độ trong ao/bể khoảng 1 mg/L có khả năng gây 

hiện tượng tôm chết, khi nồng độ lớn hơn 0,1 mg/L sẽ ảnh hưởng đến sự tăng trưởng của tôm. Do 

đó, cần duy trì nồng độ NH3 nhỏ hơn 0,1 mg/L để an toàn cho tôm nuôi (Boyd, 1998).  

NH3 được cung cấp trong các thủy vực từ quá trình phân hủy bình thường các protein, xác bã 

động thực vật, sản phẩm bài tiết của động vật hay từ phân bón vô cơ và hữu cơ, trong đó nguồn 

NH3 chủ yếu từ sự bài tiết trực tiếp của động vât thủy sinh (Chen và ctv, 1998) 

Khi pH tăng, sự chuyển đổi từ NH4
+ sang NH3 cũng tăng, gây độc cho tôm. NH3 có độc tính 

cao hơn NH4
+ vì NH3 không mang điện tích dễ thấm qua tế bào mang cá, tôm, đồng thời có khả 

năng hòa tan chất béo (Phạm Văn Ty và Vũ Nguyên Thành, 2009). Khi hàm lượng NH3 trong nước 

cao sẽ làm cho sinh vật khó bài tiết NH3 từ máu và các mô ra môi trường nước. Vì vậy, nồng độ 

ammonia trong máu tăng dẫn đến tổn hại các cơ quan bên trong đặc biệt là gan và thận. Đặc tính 

gây độc của ammonia dựa vào tính chất kích thích của hợp chất này. Không giống như người và 

động vật, cá và giáp xác không có khả năng bài tiết cũng như chuyển hóa ammonia thành dạng ít 

độc. Sự hiện diện của NH3 trong ao nuôi phụ thuộc vào nhiều yếu tố trong đó đáng kể nhất là độ 

mặn , nhiệt độ và pH. Nếu NH3 > 1,0 mg/L có thể gây chết tôm, NH3 < 1,0 mg/L và > 0,1mg/L tôm 

tăng trưởng kém, NH3 < 0,1 mg/L tôm phát triển tốt và khi tổng hàm lượng ammonia (TAN) > 2 

mg/L sẽ gây chết tôm (Phạm Minh Nhựt, 2014). 

Nitrite và Nitrate 

Độc tính của nitrite tác động đến hệ thống tuần hoàn và hệ thống miễn dịch của động vật. 

Nitri e xâm nhập vào máu và kìm hãm việc gắn oxy vào sắt của hemoglobin nên ngăn cản khả năng 

vận chuyển oxy. Tuy nhiên, đối với tôm cũng như các động vật không xương sống khác, không có 

chứa hemoglobin. Thay vào đó oxy gắn vào nhân đồng trên mang và sau đó vận chuyển oxy vào 

trong cơ thể. Ảnh hưởng về mặt sinh lý và mô học của nitrite trên động vật không xương sống vẫn 

chưa được nghiên cứu rõ ràng nhưng cũng có khả năng nitrite tác động lên nhân đồng trong hệ 

thống tuần hoàn của tôm. Nồng độ NO2 gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến sự phát triển của tôm khi 

hàm lượng. Để xác định ảnh hưởng của độc tính NO3 đối với tôm cần dựa vào tỷ lệ sống và tốc độ 

tăng trưởng của tôm. Do đó, người nuôi nên quan tâm đến việc giữ sức khỏe tôm thông qua việc 

đánh giá các đặc điểm khác như râu, mang và gan tụy. Đồng thời, người nuôi cần cẩn trọng khi 

nuôi tôm ở hàm lượng NO3 trong nước trên 220 mg/l và giảm hàm lượng NO3 khi nuôi tôm ở độ 

mặn thấp. Nitrate không độc trừ phi nó hiện diện trong nước với hàm lượng vượt quá 100 mg/L 

(Colt & Armstrong, 1979).  

Vi khuẩn Vibrio  

Bệnh Vibriosis là tên gọi chung cho các bệnh khác nhau ở động vật thủy sản do vi khuẩn Vibrio sp. 

gây ra. Một số chủng có khả năng tiết ra các men kitinasa, lipase, proteaza gây nên hiện tượng ăn 

mòn hoại tử (Tem Dound, 1994). Đa số các bệnh nhiễm khuẩn xảy ra là do tác nhân gây bệnh 

Vibrio spp (V. harveyi, V. splendid, V.alginolyticus, V. parahaemolyticus) và một số loài khác 

(Nguyễn Thị Ngọc Tĩnh và ctv, 2010). Hầu hết các giống Vibrio spp đều phân bố trong môi trường 

nước mặn. Môi trường Thiosulphate Citrate Bile Salt Agar (TCBS) là môi trường chọn lọc của 

Vibrio spp.  
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Hình 3.2 Một số hình ảnh thử nghiệm tôm  

 
Vi khuẩn Vibrio 

 
 

 

 

 

 

 

 

A. Tổng vi khuẩn hiếu khí                 B. vi khuẩn AOB                          C. vi khuẩn NOB  

Hình 3.3 Mật số vi khuẩn Vibrio sp., mật số vi khuẩn AOB, NOB và tổng vi khuẩn hiếu khí  
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Bảng 3.15 Hàm lượng TAN trong thời gian 30 ngày thử nghiệm tôm ở bể 
 

 

 Ngày  20- 

Nov 

23- 

Nov 

25- 

Nov 

27- 

Nov 

30- 

Nov 

02- 

Dec 

04- 

Dec 

06-

Dec 

08-

Dec 

12-

Dec 

14-

Dec 

16-

Dec 

18-

Dec 

20-

Dec 

22-

Dec 

24-

Dec 

26-

Dec 

28-

Dec 

30-

Dec 

lần  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

ĐC 1,18 2,42 2,15 1,58 1,92 1,11 1,12 2,32 3,84 5,53 7,29 7,45 8,89 7,93 6,96 6,28 4,60 4,46 4,17 

Ba lần 

lặp  

1,16 2,43 2,16 1,58 1,79 1,17 1,35 2,73 3,44 5,24 9,18 7,87 8,67 5,11 7,21 6,29 4,56 4,32 4,32 

1,20 2,40 2,14 1,60 1,91 1,14 1,03 1,82 3,68 4,38 3,84 7,80 8,93 9,93 7,32 6,21 4,37 4,31 4,31 

1,17 2,44 2,15 1,56 2,06 1,01 0,98 2,41 4,39 6,98 8,85 6,67 9,08 8,75 6,34 6,34 4,87 4,76 3,89 

Sai số  0.03 0.06 0.08 0.01 0.08 0.06 0.34 0.35 0.45 0.58 0.50 0.39 0.12 0.54 0.31 0.12 0.15 0.15 0.14 

NT1 1,14 2,32 1,99 1,52 1,66 0,51 0,61 1,64 2,45 2,32 3,31 3,11 2,32 2,65 2,34 1,64 2,17 1,51 1,38 

 Ba 

lần lặp 

1,07 2,40 2,05 1,47 1,61 0,56 1,01 1,67 2,37 2,21 3,46 3,21 2,15 1,94 0,10 1,83 2,31 1,94 1,28 

1,15 2,27 1,91 1,58 1,76 0,45 0,47 1,68 2,45 1,77 3,24 2,87 2,67 2,32 0,43 1,56 2,29 1,04 1,73 

1,21 2,28 2,01 1,52 1,61 0,51 0,36 1,56 2,54 2,99 3,22 3,24 2,14 3,68 6,50 1,52 1,91 1,56 1,14 

Sai số 0.06 0.07 0.09 0.03 0.05 0.20 0.29 0.24 0.05 0.36 0.08 0.12 0.18 0.53 0.54 0.10 0.13 0.26 0.18 

NT2 1,12 2,28 1,86 1,37 1,18 0,47 0,44 1,02 2,60 2,45 2,90 1,84 1,77 2,12 1,03 2,13 2,21 1,42 1,21 

Ba lần 

lặp 

1,09 2,28 1,85 1,39 1,19 0,43 0,39 1,11 3,08 1,34 4,67 1,45 3,54 1,81 1,16 2,01 0,16 0,51 1,46 

1,11 2,25 1,76 1,35 1,20 0,61 0,62 1,03 2,95 3,98 1,80 1,87 1,42 4,36 0,37 2,10 4,07 1,26 1,03 

1,15 2,31 1,98 1,36 1,15 0,37 0,31 0,92 1,78 2,03 2,24 2,21 0,35 0,18 1,56 2,29 2,39 2,50 1,14 

Sai số 0,04  0,05  0,09  0,01  0,21  0,22  0,09   0,55   0,41   0,79   0,89   0,22   0,94   1,22   0,35   0,08   1,13   0,58   0,13  

NT3 1,26 2,28 1,93 1,43 1,49 0,52 0,91 1,15 1,43 2,50 1,67 2,42 1,63 2,72 1,21 1,86 1,37 1,13 1,02 

Ba lần 

lặp 

1,3 2,23 1,83 1,4 1,1 0,39 0,87 0,92 1,49 1,93 1,94 2,38 1,46 2,24 1,54 1,76 1,21 1,05 0,98  

1,27 2,25 1,9 1,39 1,73 0,46 0,85 1,1 1,11 3,2 0,23 2,45 1,79 2,95 1,12 1,91 1,76 1,1 1,04  

1,21 2,35 2,06 1,5 1,63 0,7 1,02 1,42 1,68 2,38 2,84 2,43 1,65 2,97 0,98 1,9 1,13 1,25 1,05 

Sai số 0,36  0,06  0,07  0,09  0,34  0,33  0,34   0,57   0,48   0,37   0,77   0,02   0,10   0,24   0,17   0,05   0,20   0,06   0,02  

  

Ngày  

Bắt 

đầu  
              

Ngày 

Kết 

thúc 
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Bảng 3.16 Hàm lượng Nitrite trong thời gian 30 ngày thử nghiệm tôm ở bể  

 

Ngày  20-

Nov 

23-

Nov 

25-

Nov 

27-

Nov 

30-

Nov 

02-

Dec 

04-

Dec 

06-

Dec 

08-

Dec 

12-

Dec 

14-

Dec 

16-

Dec 

18-

Dec 

20-

Dec 

22-

Dec 

24-

Dec 

26-

Dec 

28-

Dec 

30-

Dec 

Lần  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

ĐC 0,43 0,16 0,25 0,31 0,26 0,40 0,52 0,80 1,28 1,14 1,70 3,22 5,34 5,18 7,91 9,48 11,98 14,79 15,58 

L1 0,40 0,16 0,25 0,28 0,21 0,32 0,54 0,91 1,94 1,10 1,26 3,12 5,21 4,94 7,84 9,32 10,12 13,29 14,52 

 L2 0,44 0,19 0,29 0,27 0,29 0,49 0,64 0,92 1,22 1,12 1,82 3,34 5,49 4,90 7,97 9,43 13,43 15,20 16,30 

 L3 0,46 0,12 0,21 0,37 0,27 0,38 0,38 0,56 0,68 1,21 2,02 3,20 5,32 5,71 7,91 9,69 12,39 15,89 15,93 

Sai số  0,01 0,05 0,13 0,06 0,04 0,09 0,13 0,21 0,63 0,06 0,96 0,11 0,14 0,46 0,07 0,19 1,69 1,35 0,94 

NT1 0,05 0,06 0,10 0,08 0,12 0,23 0,40 0,24 0,35 0,78 0,66 0,53 1,31 3,82 3,82 4,17 5,73 7,10 7,32 

L1 0,03 0,08 0,09 0,06 0,13 0,19 0,42 0,22 0,35 0,75 0,72 0,46 1,31 3,78 3,65 3,97 5,48 6,78 7,32 

 L2 0,05 0,05 0,12 0,10 0,13 0,22 0,41 0,21 0,36 0,86 0,47 0,64 1,39 3,98 3,87 4,32 5,97 7,85 7,42 

 L3 0,07 0,06 0,09 0,09 0,09 0,29 0,38 0,28 0,33 0,73 0,78 0,49 1,22 3,69 3,95 4,21 5,75 6,67 7,21 

Sai số  0,01 0,03 0,02 0,02 0,02 0,05 0,02 0,04 0,02 0,07 0,17 0,10 0,09 0,15 0,16 0,18 0,25 0,65 0,11 

NT2 0,05 0,08 0,09 0,11 0,12 0,08 0,17 0,25 0,27 0,33 0,69 0,82 1,19 1,78 2,23 2,46 2,70 3,27 3,32 

L1 0,04 0,06 0,09 0,09 0,08 0,09 0,12 0,28 0,37 0,35 0,87 0,97 1,73 1,89 2,97 2,23 2,37 3,24 3,21 

 L2 0,03 0,10 0,10 0,11 0,09 0,07 0,21 0,25 0,21 0,31 0,65 0,53 0,96 2,18 1,94 2,19 2,76 3,10 3,30 

 L3 0,08 0,08 0,08 0,12 0,18 0,08 0,17 0,22 0,23 0,33 0,54 0,96 0,87 1,27 1,79 2,97 2,98 3,47 3,45 

Sai số 0,01 0,02 0,01 0,02 0,06 0,01 0,05 0,03 0,09 0,02 0,17 0,25 0,47 0,46 0,64 0,44 0,31 0,19 0,12 

NT3 0,05 0,08 0,10 0,13 0,09 0,07 0,16 0,23 0,40 0,30 0,39 0,27 1,87 2,57 1,91 2,13 2,24 2,50 3,10 

L1 0,04 0,10 0,12 0,19 0,09 0,08 0,15 0,24 0,42 0,30 0,54 0,28 1,93 2,29 1,87 2,21 2,19 2,94 3,21 

 L2 0,04 0,09 0,08 0,12 0,09 0,05 0,19 0,21 0,41 0,32 0,36 0,23 1,57 2,48 1,92 2,10 2,31 2,11 3,20 

 L3 0,06 0,06 0,10 0,07 0,08 0,07 0,14 0,25 0,38 0,28 0,28 0,30 2,10 2,94 1,93 2,09 2,21 2,46 2,90 

Sai số  0,01 0,02 0,02 0,06 0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,13 0,04 0,27 0,33 0,03 0,07 0,06 0,42 0,18 

  

Ngày  

Bắt 

đầu  

              

Ngày 

Kết 

thúc 
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Bảng 3.17 Hàm lượng Nitrate trong thời gian 30 ngày thử nghiệm tôm ở bể 

 
Ngày 20- 

Nov 

23- 

Nov 

25- 

Nov 

27- 

Nov 

30- 

Nov 

02- 

Dec 

04- 

Dec 

06- 

Dec 

08- 

Dec 

12- 

Dec 

14- 

Dec 

16- 

Dec 

18- 

Dec 

20- 

Dec 

22- 

Dec 

24- 

Dec 

26- 

Dec 

28- 

Dec 

30- 

Dec 

Lần  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

NT ĐC 0,44 2,92 2,54 2,45 2,25 3,79 4,26 4,10 4,75 5,49 6,91 8,76 10,92 14,46 22,31 33,63 41,60 52,07 61,11 

L1 0,43 2,90 2,54 2,04 2,14 4,39 4,39 4,39 4,39 5,32 6,79 9,39 11,29 14,39 20,75 34,87 39,40 53,21 62,12 

L2 0,44 2,89 2,27 2,42 2,41 2,99 4,21 3,92 4,89 5,69 6,92 7,39 10,38 13,98 23,98 32,10 42,10 50,23 60,19 

L3 0,44 2,97 2,82 2,89 2,19 3,98 4,19 3,98 4,97 5,47 7,01 9,51 11,09 15,01 22,19 33,92 43,29 52,78 61,03 

Sai số  0,01 0,04 0,28 0,43 0,14 0,72 0,11 0,26 0,31 0,19 0,11 1,19 1,23 1,12 1,62 1,41 1,99 1,61 0,01 

NT1 0,53 2,52 2,61 3,12 2,82 3,14 3,41 3,63 4,19 4,76 6,45 7,10 5,31 8,32 9,35 10,77 13,63 15,22 18,51 

L1 0,46 2,67 2,31 3,21 3,01 3,24 3,24 3,24 4,27 5,29 6,97 7,85 5,36 8,83 9,19 11,20 13,29 13,89 18,79 

L2 0,59 2,53 2,56 2,93 2,69 2,98 3,47 3,87 4,28 4,98 6,38 7,43 5,03 7,43 9,39 11,01 13,49 15,98 19,01 

L3 0,53 2,37 2,97 3,21 2,76 3,21 3,51 3,78 4,01 4,01 6,01 6,01 5,53 8,71 9,48 10,09 14,12 15,78 17,73 

Sai số  0,12 0,15 0,33 0,16 0,17 0,35 0,15 0,34 0,15 0,67 0,48 0,96 0,25 0,78 0,15 0,59 0,43 1,15 0,12 

NT2 0,56 2,24 2,81 3,03 2,75 2,59 3,14 3,05 4,11 4,10 3,47 5,97 8,03 7,82 6,79 8,73 9,18 11,15 13,86 

L1 0,58 2,29 2,78 3,15 2,79 2,31 3,21 3,12 4,21 3,98 3,29 5,97 7,89 7,87 6,91 8,39 9,24 11,29 14,12 

L2 0,54 2,23 2,81 2,93 2,69 2,56 3,01 3,01 4,12 4,12 3,34 6,14 8,12 7,79 6,98 8,94 9,18 11,02 13,49 

L3 0,56 2,19 2,83 3,01 2,76 2,89 3,21 3,03 4,01 4,19 3,78 5,79 8,09 7,81 6,48 8,87 9,12 11,14 13,98 

Sai số  0,02 0,05 0,03 0,11 0,05 0,29 0,12 0,19 0,10 0,11 0,27 0,18 0,13 0,18 0,27 0,30 0,29 0,35 0,02 

NT3 0,50 1,94 2,02 2,28 2,32 2,91 3,11 2,91 2,84 3,27 3,37 4,06 4,47 5,36 5,83 8,20 7,24 8,87 10,03 

L1 0,54 1,82 2,01 2,29 2,39 2,94 3,12 2,86 2,87 3,24 3,29 3,98 4,32 5,42 5,76 8,39 7,41 8,91 9,97 

L2 0,52 2,01 1,92 2,23 2,31 2,91 3,19 2,97 2,76 3,29 3,34 4,09 4,56 5,29 5,84 8,12 7,19 9,12 10,01 

L3 0,44 1,98 2,12 2,31 2,25 2,89 3,01 2,89 2,89 3,29 3,49 4,1 4,53 5,37 5,89 8,09 7,12 8,57 10,11 

Sai số  0,05 0,10 0,10 0,04 0,07 0,30 0,09 0,23 1,20 0,40 0,50 0,23 0,13 0,16 0,14 0,17 0,15 0,28 0,05 

  
Ngày  

Bắt đầu  
              

Ngày  

Kết thúc 

thu  

tôm 
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Bảng 3.18 Tăng trưởng và tỷ lệ sống của tôm thử nghiệm tôm ở bể  

 
Nghiệm 

thức 

Số tôm ban 

đầu 

W0 

(g) 

W cuối 

(g) 

W TB đầu 

(g/con) 

Số tôm 

cuối 

W TB cuối 

(g/con) 

W thức ăn 

(g) 

WG 

(g/con) 

SGR 

(%/ngày) 
Tỷ lệ sống  

L1 2000 25,7 942,7 0,01 1960 0,48 295,24 0,47 15,09 98,000 

L2 2000 27,27 668,69 0,01 1719 0,39 295,24 0,38 13,96 85,950 

L3 2000 26,44 840,8 0,01 1719 0,49 289,12 0,48 15,05 85,950 

NT1 2000 26,47 817,40 0,01 1799,33 0,45 293,20 0,44 14,70 89,967 

Sai số   0,79 138,50 0,00 139,14 0,06 3,53 0,06 0,64 6,96 

L1 2000 23,8 1065,94 0,01 1476 0,72 289,12 0,71 17,11 73,800 

L2 2000 26,81 543,75 0,01 1451 0,65 289,85 0,63 16,15 72,550 

L3 2000 25,7 1270,7 0,01 1851 0,69 294,91 0,67 16,58 92,550 

NT2 2000 25,44 960,13 0,01 1592,67 0,69 291,29 0,67 16,61 79,633 

Sai số   1,52 374,85 0,00 224,07 0,04 3,15 0,04 0,48 11,20 

L1 2000 24,56 1270,5 0,01 1930 0,66 295,24 0,65 16,59 96,500 

L2 2000 25,9 1185,1 0,01 1881 0,63 295,06 0,62 16,19 94,050 

L3 2000 27,51 1032,12 0,01 1821 0,7 294,7 0,69 16,38 91,050 

NT3 2000 25,99 1162,57 0,01 1877,33 0,66 295,00 0,65 16,39 93,867 

Sai số  1,48 120,78 0,00 54,59 0,04 0,27 0,04 0,20 2,73 

L1 2000 27,55 617,66 0,01 1337 0,46 283,17 0,45 14,64 66,850 

L2 2000 27,29 457,42 0,01 812 0,56 288,37 0,55 15,5 40,600 

L3 2000 27,4 989,83 0,01 1746 0,57 295,33 0,55 15,51 87,300 

NT ĐC 2000 27,41 688,30 0,01 1298,33 0,53 288,96 0,52 15,22 64,917 

Sai số   0,13 273,14 0,00 468,20 0,06 6,10 0,06 0,50 23,41 
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Xử lý Anova - hàm lượng TAN của các nghiệm thức ương nuôi tôm giai đoạn post 5 trong bể. 
 

     Function: ANOVA-1 

     Data case no. 1 to 12 

 

     One way ANOVA grouped over variable 1 (NT) 

     with values from 1 to 4. 

 

     Variable 3 (1) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.035           0.012           5.538    

0.0236 

Within        8          0.017           0.002 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.052 

 

          Coefficient of Variation = 3.90% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 3 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         3.530      1.177         0.02        0.03 

         2      3.00         3.430      1.143         0.07        0.03 

         3      3.00         3.350      1.117         0.03        0.03 

         4      3.00         3.780      1.260         0.05        0.03 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        14.090      1.174         0.07        0.02 

     Within                                           0.05 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.180  AB    Mean    4 =    1.260  A  

 Mean    2 =    1.140   B    Mean    1 =    1.180  AB 

 Mean    3 =    1.120   B    Mean    2 =    1.140   B 

 Mean    4 =    1.260  A     Mean    3 =    1.120   B 

 

Variable 4 (2) 

 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.042           0.014           5.270    

0.0268 

Within        8          0.021           0.003 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.064 

 

          Coefficient of Variation = 2.23% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 4 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         7.270      2.423         0.02        0.03 

         2      3.00         6.950      2.317         0.07        0.03 

         3      3.00         6.840      2.280         0.03        0.03 

         4      3.00         6.830      2.277         0.06        0.03 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        27.890      2.324         0.08        0.02 

     Within                                           0.05 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    2.420  A     Mean    1 =    2.420  A  

 Mean    2 =    2.320  AB    Mean    2 =    2.320  AB 

 Mean    3 =    2.280   B    Mean    3 =    2.280   B 

 Mean    4 =    2.280   B    Mean    4 =    2.280   B 

 

Variable 5 (3) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.135           0.045           5.735    

0.0216 

Within        8          0.063           0.008 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.198 

 

          Coefficient of Variation = 4.47% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 5 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         6.450      2.150         0.01        0.05 

         2      3.00         5.970      1.990         0.07        0.05 

         3      3.00         5.590      1.863         0.11        0.05 

         4      3.00         5.790      1.930         0.12        0.05 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        23.800      1.983         0.13        0.04 

     Within                                           0.09 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    2.150  A     Mean    1 =    2.150  A  

 Mean    2 =    1.990  AB    Mean    2 =    1.990  AB 

 Mean    3 =    1.860   B    Mean    4 =    1.930   B 

 Mean    4 =    1.930   B    Mean    3 =    1.860   B 

Variable 6 (4) 

 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.081           0.027          14.338    

0.0014 

Within        8          0.015           0.002 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.097 

 

          Coefficient of Variation = 2.95% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 6 
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        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         4.740      1.580         0.02        0.03 

         2      3.00         4.570      1.523         0.06        0.03 

         3      3.00         4.100      1.367         0.02        0.03 

         4      3.00         4.290      1.430         0.06        0.03 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        17.700      1.475         0.09        0.03 

     Within                                           0.04 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.580  A      Mean    1 =    1.580  A   

 Mean    2 =    1.520  AB     Mean    2 =    1.520  AB  

 Mean    3 =    1.370    C    Mean    4 =    1.430   BC 

 Mean    4 =    1.430   BC    Mean    3 =    1.370    C 

 

 Variable 7 (5) 

 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.868           0.289           8.201    

0.0080 

Within        8          0.282           0.035 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          1.150 

 

          Coefficient of Variation = 12.03% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 7 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         5.760      1.920         0.14        0.11 

         2      3.00         4.980      1.660         0.09        0.11 

         3      3.00         3.540      1.180         0.03        0.11 

         4      3.00         4.460      1.487         0.34        0.11 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        18.740      1.562         0.32        0.09 

     Within                                           0.19 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.920  A     Mean    1 =    1.920  A  

 Mean    2 =    1.660  AB    Mean    2 =    1.660  AB 

 Mean    3 =    1.180   B    Mean    4 =    1.490  AB 

 Mean    4 =    1.490  AB    Mean    3 =    1.180   B 

 

Variable 8 (6) 

 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.838           0.279          21.359    

0.0004 

Within        8          0.105           0.013 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.942 

 

          Coefficient of Variation = 17.59% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 8 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         3.320      1.107         0.09        0.07 

         2      3.00         1.520      0.507         0.06        0.07 

         3      3.00         1.410      0.470         0.12        0.07 

         4      3.00         1.550      0.517         0.16        0.07 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         7.800      0.650         0.29        0.08 

     Within                                           0.11 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.110  A     Mean    1 =    1.110  A  

 Mean    2 =   0.5100   B    Mean    4 =   0.5200   B 

 Mean    3 =   0.4700   B    Mean    2 =   0.5100   B 

 Mean    4 =   0.5200   B    Mean    3 =   0.4700   B 

 

Variable 9 (7) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.829           0.276           5.646    

0.0225 

Within        8          0.392           0.049 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          1.221 

 

          Coefficient of Variation = 28.68% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 9 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         3.360      1.120         0.20        0.13 

         2      3.00         1.840      0.613         0.35        0.13 

         3      3.00         1.320      0.440         0.16        0.13 

         4      3.00         2.740      0.913         0.09        0.13 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         9.260      0.772         0.33        0.10 

     Within                                           0.22 

 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.120  A      Mean    1 =    1.120  A   

 Mean    2 =   0.6100   BC    Mean    4 =   0.9100  AB  

 Mean    3 =   0.4400    C    Mean    2 =   0.6100   BC 

 Mean    4 =   0.9100  AB     Mean    3 =   0.4400    CVari-

able 10 (8) 

 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 
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Between       3          3.128           1.043          14.342    

0.0014 

Within        8          0.582           0.073 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          3.709 

 

          Coefficient of Variation = 17.61% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 10 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         6.960      2.320         0.46        0.16 

         2      3.00         4.910      1.637         0.07        0.16 

         3      3.00         3.060      1.020         0.10        0.16 

         4      3.00         3.440      1.147         0.25        0.16 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        18.370      1.531         0.58        0.17 

     Within                                           0.27 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    2.320  A     Mean    1 =    2.320  A  

 Mean    2 =    1.640  AB    Mean    2 =    1.640  AB 

 Mean    3 =    1.020   B    Mean    4 =    1.150   B 

 Mean    4 =    1.150   B    Mean    3 =    1.020   B 

  Variable 11 (9) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          8.778           2.926          13.800    

0.0016 

Within        8          1.696           0.212 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         10.474 

 

          Coefficient of Variation = 17.85% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 11 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        11.510      3.837         0.49        0.27 

         2      3.00         7.360      2.453         0.09        0.27 

         3      3.00         7.810      2.603         0.72        0.27 

         4      3.00         4.280      1.427         0.29        0.27 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        30.960      2.580         0.98        0.28 

     Within                                           0.46 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    3.840  A     Mean    1 =    3.840  A  

 Mean    2 =    2.450   B    Mean    3 =    2.600  AB 

 Mean    3 =    2.600  AB    Mean    2 =    2.450   B 

 Mean    4 =    1.430   B    Mean    4 =    1.430   B 

Variable 12 (10) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         21.782           7.261           6.563    

0.0150 

Within        8          8.851           1.106 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         30.634 

 

          Coefficient of Variation = 32.84% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 12 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        16.600      5.533         1.32        0.61 

         2      3.00         6.970      2.323         0.62        0.61 

         3      3.00         7.350      2.450         1.37        0.61 

         4      3.00         7.510      2.503         0.64        0.61 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        38.430      3.203         1.67        0.48 

     Within                                           1.05 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    5.530  A     Mean    1 =    5.530  A  

 Mean    2 =    2.320   B    Mean    4 =    2.500   B 

 Mean    3 =    2.450   B    Mean    3 =    2.450   B 

 Mean    4 =    2.500   B    Mean    2 =    2.320   B 

 

   Variable 13 (11) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         53.292          17.764           5.416    

0.0250 

Within        8         26.238           3.280 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         79.530 

 

          Coefficient of Variation = 47.75% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 13 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        21.870      7.290         2.99        1.05 

         2      3.00         9.920      3.307         0.13        1.05 

         3      3.00         8.710      2.903         1.55        1.05 

         4      3.00         5.010      1.670         1.33        1.05 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        45.510      3.793         2.69        0.78 

     Within                                           1.81 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    5.530  A     Mean    1 =    5.530  A  

 Mean    2 =    2.320   B    Mean    4 =    2.500   B 

 Mean    3 =    2.450   B    Mean    3 =    2.450   B 

 Mean    4 =    2.500   B    Mean    2 =    2.320   B 

 

  Variable 14 (12) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 



53 

 
         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         58.425          19.475         121.321    

0.0000 

Within        8          1.284           0.161 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         59.709 

 

          Coefficient of Variation = 10.82% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 14 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        22.340      7.447         0.67        0.23 

         2      3.00         9.320      3.107         0.21        0.23 

         3      3.00         5.530      1.843         0.38        0.23 

         4      3.00         7.260      2.420         0.04        0.23 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        44.450      3.704         2.33        0.67 

     Within                                           0.40 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    7.450  A      Mean    1 =    7.450  A   

 Mean    2 =    3.110   B     Mean    2 =    3.110   B  

 Mean    3 =    1.840    C    Mean    4 =    2.420   BC 

 Mean    4 =    2.420   BC    Mean    3 =    1.840    C 

 

 Variable 15 (13) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3        110.588          36.863          52.694    

0.0000 

Within        8          5.597           0.700 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11        116.185 

 

          Coefficient of Variation = 22.89% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 15 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        26.680      8.893         0.21        0.48 

         2      3.00         6.960      2.320         0.30        0.48 

         3      3.00         5.310      1.770         1.62        0.48 

         4      3.00         4.900      1.633         0.17        0.48 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        43.850      3.654         3.25        0.94 

     Within                                           0.84 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    8.890  A     Mean    1 =    8.890  A  

 Mean    2 =    2.320   B    Mean    2 =    2.320   B 

 Mean    3 =    1.770   B    Mean    3 =    1.770   B 

 Mean    4 =    1.630   B    Mean    4 =    1.630   B 

Variable 16 (14) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         67.195          22.398           7.623    

0.0099 

Within        8         23.507           2.938 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         90.703 

 

          Coefficient of Variation = 44.51% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 16 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        23.790      7.930         2.51        0.99 

         2      3.00         7.940      2.647         0.91        0.99 

         3      3.00         6.350      2.117         2.11        0.99 

         4      3.00         8.130      2.710         0.41        0.99 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        46.210      3.851         2.87        0.83 

     Within                                           1.71 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    7.930  A     Mean    1 =    7.930  A  

 Mean    2 =    2.650   B    Mean    4 =    2.710   B 

 Mean    3 =    2.120   B    Mean    2 =    2.650   B 

 Mean    4 =    2.710   B    Mean    3 =    2.120   B 

 Variable 17 (15) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         69.322          23.107           6.734    

0.0140 

Within        8         27.451           3.431 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         96.773 

 

          Coefficient of Variation = 64.19% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 17 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        20.870      6.957         0.54        1.07 

         2      3.00         7.030      2.343         3.60        1.07 

         3      3.00         3.090      1.030         0.61        1.07 

         4      3.00         3.640      1.213         0.29        1.07 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        34.630      2.886         2.97        0.86 

     Within                                           1.85 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    6.960  A     Mean    1 =    6.960  A  

 Mean    2 =    2.340   B    Mean    2 =    2.340   B 

 Mean    3 =    1.030   B    Mean    4 =    1.210   B 

 Mean    4 =    1.210   B    Mean    3 =    1.030   B 
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   Variable 18 (16) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         44.020          14.673         974.965    

0.0000 

Within        8          0.120           0.015 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         44.140 

 

          Coefficient of Variation = 4.12% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 18 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        18.840      6.280         0.07        0.07 

         2      3.00         4.910      1.637         0.17        0.07 

         3      3.00         6.400      2.133         0.14        0.07 

         4      3.00         5.570      1.857         0.08        0.07 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        35.720      2.977         2.00        0.58 

     Within                                           0.12 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    6.280  A      Mean    1 =    6.280  A   

 Mean    2 =    1.640    C    Mean    3 =    2.130   B  

 Mean    3 =    2.130   B     Mean    4 =    1.860   BC 

 Mean    4 =    1.860   BC    Mean    2 =    1.640    C 

Variable 19 (17) 

 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         17.580           5.860           5.746    

0.0215 

Within        8          8.159           1.020 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         25.738 

 

          Coefficient of Variation = 39.05% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 19 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        13.800      4.600         0.25        0.58 

         2      3.00         6.510      2.170         0.23        0.58 

         3      3.00         6.620      2.207         1.96        0.58 

         4      3.00         4.100      1.367         0.34        0.58 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        31.030      2.586         1.53        0.44 

     Within                                           1.01 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    4.600  A     Mean    1 =    4.600  A  

 Mean    2 =    2.170   B    Mean    3 =    2.210   B 

 Mean    3 =    2.210   B    Mean    2 =    2.170   B 

 Mean    4 =    1.370   B    Mean    4 =    1.370   B 

 

Variable 20 (18) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         21.952           7.317          22.671    

0.0003 

Within        8          2.582           0.323 

----------------------------------------------------------------------- 

Total        11         24.534 

 

          Coefficient of Variation = 26.63% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 20 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        13.390      4.463         0.26        0.33 

         2      3.00         4.540      1.513         0.45        0.33 

         3      3.00         4.270      1.423         1.01        0.33 

         4      3.00         3.400      1.133         0.10        0.33 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        25.600      2.133         1.49        0.43 

     Within                                           0.57 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    4.460  A     Mean    1 =    4.460  A  

 Mean    2 =    1.510   B    Mean    2 =    1.510   B 

 Mean    3 =    1.420   B    Mean    3 =    1.420   B 

 Mean    4 =    1.130   B    Mean    4 =    1.130   B 

 

   Variable 21 (19) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         20.012           6.671         129.150    

0.0000 

Within        8          0.413           0.052 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         20.425 

 

          Coefficient of Variation = 11.67% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 21 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        12.520      4.173         0.25        0.13 

         2      3.00         4.150      1.383         0.31        0.13 

         3      3.00         3.630      1.210         0.22        0.13 

         4      3.00         3.070      1.023         0.04        0.13 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        23.370      1.948         1.36        0.39 

     Within                                           0.23 

 

     Original Order               Ranked Order 
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 Mean    1 =    4.170  A     Mean    1 =    4.170  A  

 Mean    2 =    1.380   B    Mean    2 =    1.380   B 

 Mean    3 =    1.210   B    Mean    3 =    1.210   B 

 Mean    4 =    1.020   B    Mean    4 =    1.020   B 

 

 

Xử lý Anova - hàm lượng NO2 của của các nghiệm thức ương nuôi tôm giai đoạn post 5 trong bể. 
 

     

Function: ANOVA-1 

     Data case no. 1 to 12 

     One way ANOVA grouped over variable 1 (NT) 

     with values from 1 to 4. 

 

     Variable 3 (1) 

     A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.333           0.111         204.656    

0.0000 

Within        8          0.004           0.001 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.337 

 

          Coefficient of Variation = 16.05% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 3 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         1.300      0.433         0.03        0.01 

         2      3.00         0.150      0.050         0.02        0.01 

         3      3.00         0.150      0.050         0.03        0.01 

         4      3.00         0.140      0.047         0.01        0.01 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         1.740      0.145         0.18        0.05 

     Within                                           0.02 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.4300  A     Mean    1 =   0.4300  A  

 Mean    2 =  0.05000   B    Mean    2 =  0.05000   B 

 Mean    3 =  0.05000   B    Mean    3 =  0.05000   B 

 Mean    4 =  0.05000   B    Mean    4 =  0.05000   B 

 

Variable 4 (2) 

A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

       Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.015           0.005           8.981    

0.0061 

Within        8          0.005           0.001 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.020 

 

          Coefficient of Variation = 25.02% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 4 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         0.470      0.157         0.04        0.01 

         2      3.00         0.190      0.063         0.02        0.01 

         3      3.00         0.240      0.080         0.02        0.01 

         4      3.00         0.250      0.083         0.02        0.01 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         1.150      0.096         0.04        0.01 

     Within                                           0.02 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.1600  A     Mean    1 =   0.1600  A  

 Mean    2 =  0.06000   B    Mean    4 =  0.08000  AB 

 Mean    3 =  0.08000  AB    Mean    3 =  0.08000  AB 

 Mean    4 =  0.08000  AB    Mean    2 =  0.06000   B 

 

  Variable 5 (3) 

  A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.053           0.018          29.500    

0.0001 

Within        8          0.005           0.001 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.058 

 

          Coefficient of Variation = 18.14% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 5 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         0.750      0.250         0.04        0.01 

         2      3.00         0.300      0.100         0.02        0.01 

         3      3.00         0.270      0.090         0.01        0.01 

         4      3.00         0.300      0.100         0.02        0.01 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         1.620      0.135         0.07        0.02 

     Within                                           0.02 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.2500  A     Mean    1 =   0.2500  A  

 Mean    2 =   0.1000   B    Mean    2 =   0.1000   B 

 Mean    3 =  0.09000   B    Mean    4 =   0.1000   B 

 Mean    4 =   0.1000   B    Mean    3 =  0.09000   B 

 

    Variable 6 (4) 

 A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.094           0.031          17.059    

0.0008 

Within        8          0.015           0.002 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.108 
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          Coefficient of Variation = 27.48% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 6 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         0.920      0.307         0.06        0.02 

         2      3.00         0.250      0.083         0.02        0.02 

         3      3.00         0.320      0.107         0.02        0.02 

         4      3.00         0.380      0.127         0.06        0.02 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         1.870      0.156         0.10        0.03 

     Within                                           0.04 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.3100  A     Mean    1 =   0.3100  A  

 Mean    2 =  0.08000   B    Mean    4 =   0.1300   B 

 Mean    3 =   0.1100   B    Mean    3 =   0.1100   B 

 Mean    4 =   0.1300   B    Mean    2 =  0.08000   B 

 

 Variable 7 (5) 

  A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.052           0.017          13.106    

0.0019 

Within        8          0.011           0.001 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.063 

 

          Coefficient of Variation = 25.33% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 7 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         0.770      0.257         0.04        0.02 

         2      3.00         0.350      0.117         0.02        0.02 

         3      3.00         0.350      0.117         0.06        0.02 

         4      3.00         0.260      0.087         0.01        0.02 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         1.730      0.144         0.08        0.02 

     Within                                           0.04 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.2600  A     Mean    1 =   0.2600  A  

 Mean    2 =   0.1200   B    Mean    2 =   0.1200   B 

 Mean    3 =   0.1200   B    Mean    3 =   0.1200   B 

 Mean    4 =  0.09000   B    Mean    4 =  0.09000   B 

 

     Variable 8 (6) 

 A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.215           0.072          27.627    

0.0001 

Within        8          0.021           0.003 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.236 

 

          Coefficient of Variation = 26.26% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 8 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         1.190      0.397         0.09        0.03 

         2      3.00         0.700      0.233         0.05        0.03 

         3      3.00         0.240      0.080         0.01        0.03 

         4      3.00         0.200      0.067         0.02        0.03 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         2.330      0.194         0.15        0.04 

     Within                                           0.05 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.4000  A      Mean    1 =   0.4000  A   

 Mean    2 =   0.2300   B     Mean    2 =   0.2300   B  

 Mean    3 =  0.08000   BC    Mean    3 =  0.08000   BC 

 Mean    4 =  0.07000    C    Mean    4 =  0.07000    C 

 

Variable 9 (7) 

  A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.287           0.096          18.821    

0.0006 

Within        8          0.041           0.005 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.328 

 

          Coefficient of Variation = 22.83% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 9 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         1.560      0.520         0.13        0.04 

         2      3.00         1.210      0.403         0.02        0.04 

         3      3.00         0.500      0.167         0.05        0.04 

         4      3.00         0.480      0.160         0.03        0.04 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         3.750      0.312         0.17        0.05 

     Within                                           0.07 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.5200  A     Mean    1 =   0.5200  A  

 Mean    2 =   0.4000  A     Mean    2 =   0.4000  A  

 Mean    3 =   0.1700   B    Mean    3 =   0.1700   B 

 Mean    4 =   0.1600   B    Mean    4 =   0.1600   B 

 

Variable 10 (8) 

  A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.698           0.233          20.765    

0.0004 

Within        8          0.090           0.011 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.787 

 

          Coefficient of Variation = 27.91% 
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       Var.     V A R I A B L E   No. 10 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         2.390      0.797         0.21        0.06 

         2      3.00         0.710      0.237         0.04        0.06 

         3      3.00         0.750      0.250         0.03        0.06 

         4      3.00         0.700      0.233         0.02        0.06 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         4.550      0.379         0.27        0.08 

     Within                                           0.11 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.8000  A     Mean    1 =   0.8000  A  

 Mean    2 =   0.2400   B    Mean    3 =   0.2500   B 

 Mean    3 =   0.2500   B    Mean    2 =   0.2400   B 

 Mean    4 =   0.2300   B    Mean    4 =   0.2300   B 

 

 Variable 11 (9) 

 A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

     Freedom      Squares         Square          F-value    Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          2.015           0.672           6.587    

0.0149 

Within        8          0.816           0.102 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          2.831 

 

          Coefficient of Variation = 55.53% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 11 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         3.840      1.280         0.63        0.18 

         2      3.00         1.040      0.347         0.02        0.18 

         3      3.00         0.810      0.270         0.09        0.18 

         4      3.00         1.210      0.403         0.02        0.18 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         6.900      0.575         0.51        0.15 

     Within                                           0.32 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.280  A     Mean    1 =    1.280  A  

 Mean    2 =   0.3500   B    Mean    4 =   0.4000   B 

 Mean    3 =   0.2700   B    Mean    2 =   0.3500   B 

 Mean    4 =   0.4000   B    Mean    3 =   0.2700   B 

 

 Variable 12 (10) 

  A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

      Freedom      Squares         Square          F-value    Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          1.454           0.485         212.248    

0.0000 

Within        8          0.018           0.002 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          1.472 

 

          Coefficient of Variation = 7.49% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 12 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         3.430      1.143         0.06        0.03 

         2      3.00         2.340      0.780         0.07        0.03 

         3      3.00         0.990      0.330         0.02        0.03 

         4      3.00         0.900      0.300         0.02        0.03 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         7.660      0.638         0.37        0.11 

     Within                                           0.05 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.140  A      Mean    1 =    1.140  A   

 Mean    2 =   0.7800   B     Mean    2 =   0.7800   B  

 Mean    3 =   0.3300    C    Mean    3 =   0.3300    C 

 Mean    4 =   0.3000    C    Mean    4 =   0.3000    C 

 

   Variable 13 (11) 

 A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

     Freedom      Squares         Square          F-value    Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          2.984           0.995          17.437    

0.0007 

Within        8          0.456           0.057 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          3.441 

 

          Coefficient of Variation = 27.80% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 13 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         5.100      1.700         0.39        0.14 

         2      3.00         1.970      0.657         0.16        0.14 

         3      3.00         2.060      0.687         0.17        0.14 

         4      3.00         1.180      0.393         0.13        0.14 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        10.310      0.859         0.56        0.16 

     Within                                           0.24 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    1.700  A     Mean    1 =    1.700  A  

 Mean    2 =   0.6600   B    Mean    3 =   0.6900   B 

 Mean    3 =   0.6900   B    Mean    2 =   0.6600   B 

 Mean    4 =   0.3900   B    Mean    4 =   0.3900   B 

 

Variable 14 (12) 

A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

      Freedom      Squares         Square          F-value    Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         16.615           5.538         257.291    

0.0000 

Within        8          0.172           0.022 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         16.787 

 

          Coefficient of Variation = 12.13% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 14 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         9.660      3.220         0.11        0.08 

         2      3.00         1.590      0.530         0.10        0.08 
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         3      3.00         2.460      0.820         0.25        0.08 

         4      3.00         0.810      0.270         0.04        0.08 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        14.520      1.210         1.24        0.36 

     Within                                           0.15 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    3.200  A      Mean    1 =    3.200  A   

 Mean    2 =   0.5300   BC    Mean    3 =   0.8200   B  

 Mean    3 =   0.8200   B     Mean    2 =   0.5300   BC 

 Mean    4 =   0.2700    C    Mean    4 =   0.2700    C 

 

  Variable 15 (13) 

A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         34.779          11.593         143.213    

0.0000 

Within        8          0.648           0.081 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         35.427 

 

          Coefficient of Variation = 11.73% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 15 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        16.020      5.340         0.14        0.16 

         2      3.00         3.920      1.307         0.09        0.16 

         3      3.00         3.560      1.187         0.47        0.16 

         4      3.00         5.600      1.867         0.27        0.16 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        29.100      2.425         1.79        0.52 

     Within                                           0.28 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    5.340  A     Mean    1 =    5.340  A  

 Mean    2 =    1.310   B    Mean    4 =    1.870   B 

 Mean    3 =    1.190   B    Mean    2 =    1.310   B 

 Mean    4 =    1.870   B    Mean    3 =    1.190   B 

 

 Variable 16 (14) 

     A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         19.952           6.651          47.617    

0.0000 

Within        8          1.117           0.140 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         21.069 

 

          Coefficient of Variation = 11.20% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 16 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        15.550      5.183         0.46        0.22 

         2      3.00        11.450      3.817         0.15        0.22 

         3      3.00         5.341      1.780         0.47        0.22 

         4      3.00         7.710      2.570         0.33        0.22 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        40.051      3.338         1.38        0.40 

     Within                                           0.37 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    5.180  A      Mean    1 =    5.180  A   

 Mean    2 =    3.820   B     Mean    2 =    3.820   B  

 Mean    3 =    1.780    C    Mean    4 =    2.570    C 

 Mean    4 =    2.570    C    Mean    3 =    1.780    C 

 

 Variable 17 (15) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         68.377          22.792         206.249    

0.0000 

Within        8          0.884           0.111 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         69.261 

 

          Coefficient of Variation = 8.38% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 17 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        23.720      7.907         0.07        0.19 

         2      3.00        11.470      3.823         0.16        0.19 

         3      3.00         6.700      2.233         0.64        0.19 

         4      3.00         5.720      1.907         0.03        0.19 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        47.610      3.967         2.51        0.72 

     Within                                           0.33 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    7.910  A      Mean    1 =    7.910  A   

 Mean    2 =    3.820   B     Mean    2 =    3.820   B  

 Mean    3 =    2.330    C    Mean    3 =    2.330    C 

 Mean    4 =    1.910    C    Mean    4 =    1.910    C 

 

Variable 18 (16) 

     A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3        103.937          34.646         521.971    

0.0000 

Within        8          0.531           0.066 

-----------------------------------------------------------------------

----Total        11        104.468 Coefficient of Variation = 

5.65% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 18 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        28.440      9.480         0.19        0.15 

         2      3.00        12.500      4.167         0.18        0.15 

         3      3.00         7.390      2.463         0.44        0.15 

         4      3.00         6.400      2.133         0.07        0.15 

     ------------------------------------------------------------------ 
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     Total     12.00        54.730      4.561         3.08        0.89 

     Within                                           0.26 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    9.480  A      Mean    1 =    9.480  A   

 Mean    2 =    4.170   B     Mean    2 =    4.170   B  

 Mean    3 =    2.460    C    Mean    3 =    2.460    C 

 Mean    4 =    2.130    C    Mean    4 =    2.130    C 

 

Variable 19 (17) 

    A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3        181.226          60.409          79.882    

0.0000 

Within        8          6.050           0.756 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11        187.276 

 

          Coefficient of Variation = 15.36% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 19 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        35.940     11.980         1.69        0.50 

         2      3.00        17.200      5.733         0.25        0.50 

         3      3.00         8.110      2.703         0.31        0.50 

         4      3.00         6.710      2.237         0.06        0.50 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        67.960      5.663         4.13        1.19 

     Within                                           0.87 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    11.98  A      Mean    1 =    11.98  A   

 Mean    2 =    5.730   B     Mean    2 =    5.730   B  

 Mean    3 =    2.700    C    Mean    3 =    2.700    C 

 Mean    4 =    2.240    C    Mean    4 =    2.240    C 

 

  Variable 20 (18) 

   A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3        284.554          94.851         155.019    

0.0000 

Within        8          4.895           0.612 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11        289.448 

 

          Coefficient of Variation = 11.31% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 20 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        44.380     14.793         1.35        0.45 

         2      3.00        21.300      7.100         0.65        0.45 

         3      3.00         9.810      3.270         0.19        0.45 

         4      3.00         7.510      2.503         0.42        0.45 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        83.000      6.917         5.13        1.48 

     Within                                           0.78 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    14.79  A      Mean    1 =    14.79  A   

 Mean    2 =    7.100   B     Mean    2 =    7.100   B  

 Mean    3 =    3.270    C    Mean    3 =    3.270    C 

 Mean    4 =    2.500    C    Mean    4 =    2.500    C 

 

Variable 21 (19) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3        306.187         102.062         434.771    

0.0000 

Within        8          1.878           0.235 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11        308.065 

 

          Coefficient of Variation = 6.61% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 21 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        46.750     15.583         0.94        0.28 

         2      3.00        21.950      7.317         0.11        0.28 

         3      3.00         9.960      3.320         0.12        0.28 

         4      3.00         9.310      3.103         0.18        0.28 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        87.970      7.331         5.29        1.53 

     Within                                           0.48 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    15.58  A      Mean    1 =    15.58  A   

 Mean    2 =    7.310   B     Mean    2 =    7.310   B  

 Mean    3 =    3.320    C    Mean    3 =    3.320    C 

 Mean    4 =    3.100    C    Mean    4 =    3.100    C 

 

Xử lý Anova – hàm lượng NO3 của các nghiệm thức ương nuôi tôm giai đoạn post 5 trong bể 
 

     Function: ANOVA-1 

     Data case no. 1 to 12 

 

     One way ANOVA grouped over variable 1 (NT) 

     with values from 1 to 4. 

 

     Variable 3 (1) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.025           0.008           4.385    

0.0420 

Within        8          0.015           0.002 

-----------------------------------------------------------------------

---- 
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Total        11          0.039 

 

          Coefficient of Variation = 8.54% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 3 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         1.310      0.437         0.01        0.02 

         2      3.00         1.580      0.527         0.07        0.02 

         3      3.00         1.680      0.560         0.02        0.02 

         4      3.00         1.500      0.500         0.05        0.02 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         6.070      0.506         0.06        0.02 

     Within                                           0.04 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.4400   B    Mean    3 =   0.5600  A  

 Mean    2 =   0.5300  A     Mean    2 =   0.5300  A  

 Mean    3 =   0.5600  A     Mean    4 =   0.5000  AB 

 Mean    4 =   0.5000  AB    Mean    1 =   0.4400   B 

 

 Variable 4 (2) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          1.581           0.527          56.353    

0.0000 

Within        8          0.075           0.009 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          1.655 

 

          Coefficient of Variation = 4.02% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 4 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         8.760      2.920         0.04        0.06 

         2      3.00         7.570      2.523         0.15        0.06 

         3      3.00         6.710      2.237         0.05        0.06 

         4      3.00         5.810      1.937         0.10        0.06 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        28.850      2.404         0.39        0.11 

     Within                                           0.10 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    2.920  A       Mean    1 =    2.920  A    

 Mean    2 =    2.520   B      Mean    2 =    2.520   B   

 Mean    3 =    2.240    C     Mean    3 =    2.240    C  

 Mean    4 =    1.940     D    Mean    4 =    1.940     D 

 

Variable 5 (3) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          1.027           0.342           6.938    

0.0129 

Within        8          0.395           0.049 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          1.422 

 

          Coefficient of Variation = 8.90% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 5 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         7.630      2.543         0.28        0.13 

         2      3.00         7.840      2.613         0.33        0.13 

         3      3.00         8.420      2.807         0.03        0.13 

         4      3.00         6.050      2.017         0.10        0.13 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        29.940      2.495         0.36        0.10 

     Within                                           0.22 

 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    2.540  A     Mean    3 =    2.810  A  

 Mean    2 =    2.610  A     Mean    2 =    2.610  A  

 Mean    3 =    2.810  A     Mean    1 =    2.540  A  

 Mean    4 =    2.020   B    Mean    4 =    2.020   B 

 

   Variable 6 (4) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          1.569           0.523           9.440    

0.0053 

Within        8          0.443           0.055 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          2.012 

 

          Coefficient of Variation = 8.66% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 6 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         7.350      2.450         0.43        0.14 

         2      3.00         9.350      3.117         0.16        0.14 

         3      3.00         9.090      3.030         0.11        0.14 

         4      3.00         6.830      2.277         0.04        0.14 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        32.620      2.718         0.43        0.12 

     Within                                           0.24 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    2.450   BC    Mean    2 =    3.120  A   

 Mean    2 =    3.120  A      Mean    3 =    3.030  AB  

 Mean    3 =    3.030  AB     Mean    1 =    2.450   BC 

 Mean    4 =    2.280    C    Mean    4 =    2.280    C 
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   Variable 7 (5) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.770           0.257          18.181    

0.0006 

Within        8          0.113           0.014 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.883 

 

          Coefficient of Variation = 4.69% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 7 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         6.740      2.247         0.14        0.07 

         2      3.00         8.460      2.820         0.17        0.07 

         3      3.00         8.240      2.747         0.05        0.07 

         4      3.00         6.950      2.317         0.07        0.07 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        30.390      2.533         0.28        0.08 

     Within                                           0.12 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    2.250   B    Mean    2 =    2.820  A  

 Mean    2 =    2.820  A     Mean    3 =    2.750  A  

 Mean    3 =    2.750  A     Mean    4 =    2.320   B 

 Mean    4 =    2.320   B    Mean    1 =    2.250   B 

 

  Variable 8 (6) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          2.315           0.772           4.949    

0.0314 

Within        8          1.247           0.156 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          3.562 

 

          Coefficient of Variation = 12.71% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 8 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        11.360      3.787         0.72        0.23 

         2      3.00         9.430      3.143         0.14        0.23 

         3      3.00         7.760      2.587         0.29        0.23 

         4      3.00         8.740      2.913         0.03        0.23 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        37.290      3.108         0.57        0.16 

     Within                                           0.39 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    3.790  A     Mean    1 =    3.790  A  

 Mean    2 =    3.140  AB    Mean    2 =    3.140  AB 

 Mean    3 =    2.590   B    Mean    4 =    2.910   B 

 Mean    4 =    2.910   B    Mean    3 =    2.590   B 

 

  Variable 9 (7) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          2.615           0.872          63.474    

0.0000 

Within        8          0.110           0.014 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          2.725 

 

          Coefficient of Variation = 3.37% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 9 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        12.790      4.263         0.11        0.07 

         2      3.00        10.220      3.407         0.15        0.07 

         3      3.00         9.430      3.143         0.12        0.07 

         4      3.00         9.320      3.107         0.09        0.07 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        41.760      3.480         0.50        0.14 

     Within                                           0.12 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    4.260  A     Mean    1 =    4.260  A  

 Mean    2 =    3.410   B    Mean    2 =    3.410   B 

 Mean    3 =    3.140   B    Mean    3 =    3.140   B 

 Mean    4 =    3.110   B    Mean    4 =    3.110   B 

 

Variable 10 (8) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          2.700           0.900          19.127    

0.0005 

Within        8          0.376           0.047 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          3.076 

 

          Coefficient of Variation = 6.34% 

       Var.     V A R I A B L E   No. 10 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        12.290      4.097         0.26        0.13 

         2      3.00        10.890      3.630         0.34        0.13 

         3      3.00         9.160      3.053         0.06        0.13 

         4      3.00         8.720      2.907         0.06        0.13 
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     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        41.060      3.422         0.53        0.15 

     Within                                           0.22 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    4.100  A      Mean    1 =    4.100  A   

 Mean    2 =    3.630  AB     Mean    2 =    3.630  AB  

 Mean    3 =    3.050   BC    Mean    3 =    3.050   BC 

 Mean    4 =    2.910    C    Mean    4 =    2.910    C 

 

 Variable 11 (9) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          5.858           1.953          56.946    

0.0000 

Within        8          0.274           0.034 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          6.133 

 

          Coefficient of Variation = 4.66% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 11 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        14.250      4.750         0.31        0.11 

         2      3.00        12.560      4.187         0.15        0.11 

         3      3.00        12.340      4.113         0.10        0.11 

         4      3.00         8.520      2.840         0.07        0.11 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        47.670      3.973         0.75        0.22 

     Within                                           0.19 

 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    4.750  A      Mean    1 =    4.750  A   

 Mean    2 =    4.190   B     Mean    2 =    4.190   B  

 Mean    3 =    4.110   B     Mean    3 =    4.110   B  

 Mean    4 =    2.840    C    Mean    4 =    2.840    C 

 

 Variable 12 (10) 

 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          8.059           2.686          21.804    

0.0003 

Within        8          0.986           0.123 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          9.044 

 

          Coefficient of Variation = 7.97% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 12 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        16.480      5.493         0.19        0.20 

         2      3.00        14.280      4.760         0.67        0.20 

         3      3.00        12.290      4.097         0.11        0.20 

         4      3.00         9.820      3.273         0.03        0.20 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        52.870      4.406         0.91        0.26 

     Within                                           0.35 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    5.490  A      Mean    1 =    5.490  A   

 Mean    2 =    4.760  AB     Mean    2 =    4.760  AB  

 Mean    3 =    4.100   BC    Mean    3 =    4.100   BC 

 Mean    4 =    3.270    C    Mean    4 =    3.270    C 

 

  Variable 13 (11) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         32.172          10.724         129.911    

0.0000 

Within        8          0.660           0.083 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         32.833 

 

          Coefficient of Variation = 5.69% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 13 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        20.720      6.907         0.11        0.17 

         2      3.00        19.360      6.453         0.48        0.17 

         3      3.00        10.410      3.470         0.27        0.17 

         4      3.00        10.120      3.373         0.10        0.17 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        60.610      5.051         1.73        0.50 

     Within                                           0.29 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =    6.910  A     Mean    1 =    6.910  A  

 Mean    2 =    6.450  A     Mean    2 =    6.450  A  

 Mean    3 =    3.470   B    Mean    3 =    3.470   B 

 Mean    4 =    3.370   B    Mean    4 =    3.370   B 

 

 Variable 14 (12) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         35.189          11.730          19.689    

0.0005 

Within        8          4.766           0.596 
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-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         39.955 

 

          Coefficient of Variation = 11.93% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 14 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        26.290      8.763         1.19        0.45 

         2      3.00        21.290      7.097         0.96        0.45 

         3      3.00        17.900      5.967         0.18        0.45 

         4      3.00        12.170      4.057         0.07        0.45 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        77.650      6.471         1.91        0.55 

     Within                                           0.77 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    8.760  A      Mean    1 =    8.760  A   

 Mean    2 =    7.100  AB     Mean    2 =    7.100  AB  

 Mean    3 =    5.970   BC    Mean    3 =    5.970   BC 

 Mean    4 =    4.060    C    Mean    4 =    4.060    C 

 

Variable 15 (13) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3         76.708          25.569         313.669    

0.0000 

Within        8          0.652           0.082 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11         77.360 

 

          Coefficient of Variation = 3.98% 

       Var.     V A R I A B L E   No. 15 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        32.760     10.920         0.48        0.16 

         2      3.00        15.920      5.307         0.25        0.16 

         3      3.00        24.100      8.033         0.13        0.16 

         4      3.00        13.410      4.470         0.13        0.16 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00        86.190      7.183         2.65        0.77 

     Within                                           0.29 

 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    10.92  A       Mean    1 =    10.92  A    

 Mean    2 =    5.310    C     Mean    3 =    8.030   B   

 Mean    3 =    8.030   B      Mean    2 =    5.310    C  

 Mean    4 =    4.470     D    Mean    4 =    4.470     D 

 

 Variable 16 (14) 

     A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3        134.710          44.903         204.789    

0.0000 

Within        8          1.754           0.219 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11        136.464 

         Coefficient of Variation = 5.21% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 16 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        43.380     14.460         0.52        0.27 

         2      3.00        24.970      8.323         0.78        0.27 

         3      3.00        23.470      7.823         0.04        0.27 

         4      3.00        16.080      5.360         0.07        0.27 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       107.900      8.992         3.52        1.02 

     Within                                           0.47 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    14.46  A      Mean    1 =    14.46  A   

 Mean    2 =    8.320   B     Mean    2 =    8.320   B  

 Mean    3 =    7.820   B     Mean    3 =    7.820   B  

 Mean    4 =    5.360    C    Mean    4 =    5.360    C 

 

 Variable 17 (15) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3        524.957         174.986         257.515    

0.0000 

Within        8          5.436           0.680 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11        530.393 

          Coefficient of Variation = 7.45% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 17 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        66.920     22.307         1.62        0.48 

         2      3.00        28.060      9.353         0.15        0.48 

         3      3.00        20.370      6.790         0.27        0.48 

         4      3.00        17.490      5.830         0.07        0.48 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       132.840     11.070         6.94        2.00 

     Within                                           0.82 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    22.31  A      Mean    1 =    22.31  A   

 Mean    2 =    9.350   B     Mean    2 =    9.350   B  

 Mean    3 =    6.790    C    Mean    3 =    6.790    C 

 Mean    4 =    5.830    C    Mean    4 =    5.830    C 
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Variable 18 (16) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3       1350.201         450.067         734.603    

0.0000 

Within        8          4.901           0.613 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11       1355.102 

 

          Coefficient of Variation = 5.11% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 18 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00       100.890     33.630         1.41        0.45 

         2      3.00        32.300     10.767         0.59        0.45 

         3      3.00        26.200      8.733         0.30        0.45 

         4      3.00        24.600      8.200         0.17        0.45 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       183.990     15.332        11.10        

3.20 

     Within                                           0.78 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    33.63  A      Mean    1 =    33.63  A   

 Mean    2 =    10.77   B     Mean    2 =    10.77   B  

 Mean    3 =    8.730   BC    Mean    3 =    8.730   BC 

 Mean    4 =    8.200    C    Mean    4 =    8.200    C 

 

  Variable 19 (17) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3       2308.230         769.410         735.018    

0.0000 

Within        8          8.374           1.047 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11       2316.604 

 

          Coefficient of Variation = 5.71% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 19 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00       124.790     41.597         1.99        0.59 

         2      3.00        40.900     13.633         0.43        0.59 

         3      3.00        27.540      9.180         0.06        0.59 

         4      3.00        21.720      7.240         0.15        0.59 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       214.950     17.913        14.51        

4.19 

     Within                                           1.02 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    41.60  A      Mean    1 =    41.60  A   

 Mean    2 =    13.63   B     Mean    2 =    13.63   B  

 Mean    3 =    9.180    C    Mean    3 =    9.180    C 

 Mean    4 =    7.240    C    Mean    4 =    7.240    C 

 

  Variable 20 (18) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3       3721.517        1240.506        1234.335    

0.0000 

Within        8          8.040           1.005 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11       3729.557 

 

          Coefficient of Variation = 4.59% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 20 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00       156.220     52.073         1.61        0.58 

         2      3.00        45.650     15.217         1.15        0.58 

         3      3.00        33.450     11.150         0.14        0.58 

         4      3.00        26.600      8.867         0.28        0.58 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       261.920     21.827        18.41        

5.32 

     Within                                           1.00 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    52.07  A      Mean    1 =    52.07  A   

 Mean    2 =    15.22   B     Mean    2 =    15.22   B  

 Mean    3 =    11.15    C    Mean    3 =    11.15    C 

 Mean    4 =    8.870    C    Mean    4 =    8.870    C 

 

 Variable 21 (19) 

    A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3       5073.982        1691.327        4452.421    

0.0000 

Within        8          3.039           0.380 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11       5077.021 

 

          Coefficient of Variation = 2.38% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 21 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00       183.340     61.113         0.97        0.36 

         2      3.00        55.530     18.510         0.68        0.36 



65 

 

         3      3.00        41.590     13.863         0.33        0.36 

         4      3.00        30.090     10.030         0.07        0.36 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       310.550     25.879        21.48        

6.20 

     Within                                           0.62 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    61.11  A       Mean    1 =    61.11  A    

 Mean    2 =    18.51   B      Mean    2 =    18.51   B   

 Mean    3 =    13.86    C     Mean    3 =    13.86    C  

 Mean    4 =    10.03     D    Mean    4 =    10.03     D 

 

Xử lý Anova – Tăng trưởng và tỷ lệ sống của tôm  
     Function: ANOVA-1 

     Data case no. 1 to 12 

    Variable 4 (WG) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          0.107           0.036          15.579    

0.0011 

Within        8          0.018           0.002 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          0.126 

 

          Coefficient of Variation = 8.40% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 4 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00         1.330      0.443         0.06        0.03 

         2      3.00         2.010      0.670         0.04        0.03 

         3      3.00         1.960      0.653         0.04        0.03 

         4      3.00         1.550      0.517         0.06        0.03 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00         6.850      0.571         0.11        0.03 

     Within                                           0.05 

 

     Original Order               Ranked Order 

 

 Mean    1 =   0.4400   B    Mean    2 =   0.6700  A  

 Mean    2 =   0.6700  A     Mean    3 =   0.6500  A  

 Mean    3 =   0.6500  A     Mean    4 =   0.5200   B 

 Mean    4 =   0.5200   B    Mean    1 =   0.4400   B 

 

Variable 5 (SGR) 

      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3          7.608           2.536          10.886    

0.0034 

Within        8          1.864           0.233 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11          9.471 

 

          Coefficient of Variation = 3.07% 

       Var.     V A R I A B L E   No. 5 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00        44.100     14.700         0.64        0.28 

         2      3.00        49.840     16.613         0.48        0.28 

         3      3.00        49.160     16.387         0.20        0.28 

         4      3.00        45.650     15.217         0.50        0.28 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       188.750     15.729         0.93        0.27 

     Within                                           0.48 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    14.70    C    Mean    2 =    16.61  A   

 Mean    2 =    16.61  A      Mean    3 =    16.38  AB  

 Mean    3 =    16.38  AB     Mean    4 =    15.22   BC 

 Mean    4 =    15.22   BC    Mean    1 =    14.70    C 

 

Variable 6 (Tỷ lệ sống) 
      A N A L Y S I S   O F   V A R I A N C E   T A B L E 

         Degrees of    Sum of           Mean 

          Freedom      Squares         Square          F-value    

Prob. 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Between       3       1505.071         501.690          24.730    

0.0002 

Within        8        162.297          20.287 

-----------------------------------------------------------------------

---- 

Total        11       1667.367 

 

          Coefficient of Variation = 5.49% 

 

       Var.     V A R I A B L E   No. 6 

        1      Number        Sum      Average          SD          SE 

     ------------------------------------------------------------------ 

         1      3.00       269.900     89.967         2.03        2.60 

         2      3.00       238.900     79.633         7.75        2.60 

         3      3.00       281.600     93.867         1.73        2.60 

         4      3.00       194.750     64.917         3.75        2.60 

     ------------------------------------------------------------------ 

     Total     12.00       985.150     82.096        12.31        

3.55 

     Within                                           4.50 

 

      Original Order                Ranked Order 

 

 Mean    1 =    89.97  AB     Mean    3 =    93.87  A   

 Mean    2 =    79.63   B     Mean    1 =    89.97  AB  

 Mean    3 =    93.87  A      Mean    2 =    79.63   B  

 Mean    4 =    64.92    C    Mean    4 =    64.92    C 
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