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Tóm tắt - Nghiên cứu này nhằm phân lập và tuyển chọn các dòng 

vi khuẩn chịu mặn có khả năng phân giải protein mạnh từ dịch 

chượp lên men nước mắm tại hai cơ sở sản xuất lớn của Làng 

nghề nước mắm truyền thống Nam Ô (thành phố Đà Nẵng). Qua 

việc phân lập trong điều kiện hiếu khí, đã thu được 79 dòng vi 

khuẩn. Bằng phương pháp cấy vạch và khuếch tán trên đĩa thạch, 

11 dòng được xác định có khả năng sinh protease mạnh, với kích 

thước vòng phân giải sữa gầy >15mm. Cả 11 dòng này cho thấy, 

khả năng tăng trưởng và sản sinh protease tốt trong môi trường 

lỏng chứa 4,0w% NaCl, và 3 trong số chúng giữ được khả năng 

này trong môi trường có 20,0w% NaCl. Kết quả khảo sát các yếu 

tố ảnh hưởng đến sự phát triển cho thấy, điều kiện thích hợp để 

thu sinh khối của các dòng này là nhiệt độ 37°C, và thời gian  

16-20 giờ. Kết quả giải trình tự gene 16S rRNA cho phép định 

danh 3 dòng vi khuẩn này thuộc chi Bacillus. 

 Abstract - This study aimed to isolate and select salt-tolerant 

bacterial strains with strong proteolytic ability from fish sauce 

fermentation broth at two major manufacturers in the Nam-O 

Traditional Fish Sauce Village (Danang City). By isolation under 

aerobic conditions, 79 bacterial strains were obtained. Using the 

streak culture and agar plate diffusion methods, 11 strains were 

identified as having strong proteolytic activity with a clear zone 

diameter of >15mm. All 11 strains showed good growth and 

protease production in liquid media containing 4.0w% NaCl, and 

three of them retained this ability in media with 20.0w% NaCl. 

The survey of growth factors showed that, the appropriate 

conditions for biomass production of these strains were a 

temperature of 37°C and a culture period of 16-20 hours. 

Sequencing of the 16S rRNA gene allowed the identification of 

three bacterial strains belonging to the Bacillus genus. 
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1. Đặt vấn đề 

Nước mắm của Việt Nam thuộc một nhóm thực phẩm 

lên men truyền thống, dạng dịch thể, thu được từ quá trình 

lên men mặn của hải sản (thường là cá cơm, cá nục…), hiện 

được dùng phổ biến tại các quốc gia vùng Đông Nam Á và 

một phần Đông Á [1]. Tại Việt Nam, nước mắm là một gia 

vị phổ biến, cũng là một đặc trưng của văn hoá ẩm thực của 

dân tộc, hiện diện trong từng bữa ăn gia đình, là linh hồn của 

các món ăn như một loại gia vị thiết yếu. Theo phương pháp 

sản xuất nước mắm thương phẩm hiện nay, có thể chia thành 

hai dòng chính: nước mắm truyền thống và nước mắm công 

nghiệp. Dòng sản phẩm truyền thống mang hương vị thơm 

ngon đặc trưng, tuy nhiên có giá thành cao do thời gian sản 

xuất dài (từ 6 tháng đến 1 năm, hoặc có thể lâu hơn) [2], [3]. 

Theo số liệu của Tổng cục Thống kê năm 2016, mỗi năm thị 

trường Việt Nam tiêu thụ khoảng 200 triệu lít nước mắm, 

trong đó nước mắm truyền thống chỉ chiếm ¼ thị phần [4]. 

Với sự thay đổi nhanh chóng về mọi mặt của xã hội đương 

đại, nếu các giá trị độc đáo của nước mắm không được phát 

huy, và công nghệ sản xuất chậm được chuẩn hoá, thì nước 

mắm truyền thống sẽ có thể dần mai một. 
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Tại thành phố Đà Nẵng, nghề sản xuất nước mắm có 

thể đã bắt đầu từ hàng nghìn năm trước bởi người Champa, 

và đã được tiếp biến bởi người Việt từ hàng trăm năm nay. 

Hiện nay, Làng nghề truyền thống nước mắm Nam Ô tại 

phường Hoà Hiệp Nam (quận Liên Chiểu, Tp. Đà Nẵng) là 

một di sản của dòng lịch sử - văn hoá đặc biệt nói trên. 

Mặc dù nước mắm Nam Ô đã từng là một sản phẩm trứ 

danh của xứ Quảng, làng nghề hiện đối mặt với nhiều khó 

khăn trong sản xuất và phát triển thị trường do khó cạnh 

tranh về giá với nước mắm sản xuất bằng phương pháp 

công nghiệp. 

Một trong những giải pháp giúp giảm chi phí sản xuất 

nước mắm là phát triển và áp dụng các chế phẩm vi sinh vật 

phân giải protein của cá, và (hoặc) thời gian hoàn thiện hương 

vị của mẻ chượp. Chẳng hạn, đã có công bố cho thấy, nhờ áp 

dụng chế phẩm chứa vi khuẩn Bacillus megaterium KLP-98, 

thời gian lên men nước mắm có thể được rút ngắn từ hơn 1 

năm xuống còn 6 tháng [3], [4]. Tại Việt Nam, một nghiên 

cứu trên các chượp mắm ở Cát Hải (Hải Phòng) và Cửa Hội 

(Nghệ An) đã thu được chủng vi khuẩn Tetragenococcus 

halophilus chịu được độ mặn cao và giúp hoàn thành thời gian 
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lên men tạo hương nước mắm trong 6 tháng, thay vì 9 tháng 

trong điều kiện lên men thông thường [5], [6]. 

Nghiên cứu này nhằm thu nhận các dòng vi sinh vật 

chịu mặn có hoạt lực phân giải protein mạnh từ hệ vi sinh 

vật trong các dịch chượp lên men nước mắm theo phương 

pháp truyền thống của làng nghề nước mắm Nam Ô. Đồng 

thời, nghiên cứu cũng bước đầu đánh giá một số đặc điểm 

của các dòng này để làm cơ sở xác lập điều kiện kỹ thuật 

cho việc sản xuất sinh khối, chế phẩm vi sinh từ đó, và cách 

thức ứng dụng các chế phẩm này nhằm rút ngắn thời gian 

ủ chượp mắm, trong khi vẫn cơ bản bảo tồn kỹ thuật sản 

xuất nước mắm truyền thống của làng nghề. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Dịch chượp ủ ở các thời điểm khác nhau được thu nhận 

ở hai cơ sở tiêu biểu ở làng nghề nước mắm Nam Ô, ký 

hiệu là B và H. Cơ sở B sử dụng phương pháp lên men 2 

pha: gài nén trong 4 tháng đầu và khuấy đảo trong giai đoạn 

tiếp theo. Cơ sở H lên men theo phương pháp gài nén toàn 

thời gian. 

2.2. Môi trường nuôi cấy vi sinh vật 

Môi trường TSA được sử dụng để phân lập vi sinh vật 

trong mẫu. Thành phần (g/L): tryptone 15 g, peptone đậu 

nành 5 g, NaCl 5 g, agar 20 g. Các thành phần được hòa 

tan trong nước, điều chỉnh pH (25°C) đến 7,0 ± 0,2; hấp 

khử trùng ở 121°C trong 30 phút và bảo quản lạnh 4°C. 

Môi trường TSB được sử dụng để tăng sinh và lên men 

vi khuẩn. Thành phần (g/L): tryptone 17 g; peptone đậu 

nành 3 g; NaCl 5 g; dextrose (glucose) và K2HPO4 2,5 g. 

Các thành phần được hòa tan trong nước, điều chỉnh pH 

(25°C) đến 7,0 ± 0,2; hấp khử trùng ở 121°C trong 30 phút, 

để nguội và bảo quản lạnh ở 4°C. 

2.3. Thu mẫu, phân lập và khảo sát sở bộ các dòng vi sinh 

vật thuần khiết 

Mẫu được thu nhận được từ các chượp đang lên men tại 

các cơ sở sản xuất. Tại mỗi chượp, mẫu được lấy tại 3 vị 

trí phân tầng theo chiều cao, sau đó hỗn hợp thành mẫu đại 

diện cho khối dịch chượp. 

Mẫu được pha loãng thập phân bằng dung dịch NaCl 

0,9% vô trùng đến độ loãng 10-7. Lấy 0,1 mL dịch huyền 

phù ở các độ loãng cấy trải trên môi trường TSA, nuôi ở 

nhiệt độ phòng 30±2°C. Sau 24 giờ, xác định và thu sinh 

khối các khuẩn lạc độc lập, cấy ria các sinh khối trên các 

đĩa petri chứa môi trường TSA để thu nhận các dòng thuần. 

Khuẩn lạc đơn của các dòng được quan sát và ghi hình 

ảnh bằng kính hiển vi soi nổi (Optika SZM-1, Ý). Mẫu tế 

bào cố định sau nhộm Gram được quan sát và ghi hình ảnh 

bằng kính hiển vi quang học (Euromex BB.4253, Hà Lan) 

ở vật kính X100. 

2.4. Khảo sát khả năng phân giải protein 

2.4.1. Phương pháp cấy vạch 

Sinh khối từ các khuẩn lạc được và cấy trên đĩa thạch 

chứa 1,0w% sữa gầy, ủ ở nhiệt độ phòng 30±2°C trong  

48 giờ và đánh giá khả năng phân giải protein. Kích thước 

vòng phân giải (mm) là hiệu số giữa đường kính vòng phân 

giải và đường kính khuẩn lạc vi khuẩn [7]. 

2.4.2. Phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch 

Các dòng qua tuyển chọn ở Mục 2.4.1 được tăng sinh 

trên môi trường TSB lỏng ở nhiệt độ phòng, tốc độ lắc  

150 vòng/phút, trong 48 giờ. Dịch sau nuôi được ly tâm ở 

3600 vòng/phút trong 15 phút. Thu và lọc dịch trong sau ly 

tâm bằng lọc chân không để được dịch enzyme thô. Nhỏ 

800 μL dịch enzyme thô vào các giếng trên đĩa thạch chứa 

1,0w% sữa gầy, ủ ở 8°-10°C trong 5 giờ, tiếp theo là 30°C 

trong 48 giờ. Đánh giá hoạt lực protease theo phân cấp kích 

thước vòng phân giải (D, mm) như sau[8]: 10 mm > D: Yếu 

(–); 15 mm > D ≥ 10 mm: Trung bình (+); 20 mm > D ≥ 15 

mm: Khá (++); D ≥ 20 mm: Mạnh (+++). 

2.5. Khảo sát đặc tính sinh trưởng và phân giải protein 

của các dòng vi sinh vật trong các môi trường mặn 

Hầu hết các loại nước mắm có nồng độ muối cao (20,0-

25,0 w%), do đó, khả năng sinh trưởng trong môi trường 

mặn là một tiêu chí quan trọng để chọn vi sinh vật trong 

nghiên cứu này. Các dòng vi sinh vật thể hiện khả năng phân 

giải protein mạnh tại Mục 2.4.2 được cho tăng sinh trong các 

môi trường với hàm lượng NaCl lần lượt là: 0,5w%; 4,0w% 

và 20,0w%, và lắc với tốc độ 150 vòng/phút, trong 72 giờ. 

Lấy một khuẩn lạc đơn của các dòng vi khuẩn lựa chọn cho 

vào trong môi trường lỏng có bổ sung hàm lượng NaCl khác 

nhau. Sự thay đổi mật độ vi sinh vật trong canh trường nuôi 

được ước lượng bằng sự thay đổi của mật độ quang tại bước 

sóng 600 nm (OD600nm) của dịch tương ứng. 

Các vi sinh vật trên cũng được khảo sát khả năng phân 

giải protein trong điều kiện môi trường có độ mặn cao bằng 

phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch (Mục 2.4.2). 

2.6. Định danh vi sinh vật 

Các dòng vi sinh vật sinh trưởng tốt và duy trì được hoạt 

tính phân giải protein trong môi trường độ mặn cao được 

chọn lọc và thực hiện định danh bằng việc giải trình tự gene 

16S rRNA (phương pháp Sanger) và đối chiếu với thông tin 

tại ngân hàng gen của NCBI (chương trình BLAST). 

2.7. Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng 

của các dòng vi sinh vật 

Thực nghiệm đã được tiến hành để xây dựng và phân tích 

đường cong sinh trưởng của vi sinh vật tại các mức nhiệt độ 

khác nhau. Căn cứ nhiệt độ được cho là thích hợp cho quá 

trình phân giải protein cá trong lên men nước mắm là khoảng 

35°-50°C [9], [10], [11] và nền nhiệt độ các mùa tại Đà Nẵng, 

các mốc 25°C, 37°C và 45°C đã được chọn để khảo sát. 

Trước tiên, một thực nghiệm đã được tiến hành để lập 

phương trình tương quan giữa OD600nm với mật độ tế bào. 

Các dòng vi sinh vật trong diện khảo sát được tăng sinh 

trong môi trường lỏng TSB bổ sung 4,0w% NaCl ở nhiệt 

độ phòng trong vòng 24 giờ với tốc độ lắc 150 vòng/phút. 

Sau đó, pha loãng dịch canh trường đến độ loãng 10-7 và 

đo mật độ quang OD600nm. Đồng thời nuôi cấy và đếm số 

lượng tế bào ở các độ pha loãng tương ứng trên môi trường 

thạch TSA. Từ kết quả, sử dụng công cụ toán học để thiết 

lập các hàm tương quan thực nghiệm. 

Để xây dựng đường cong sinh trưởng, sinh khối các 

dòng vi sinh vật được nuôi tĩnh trong 10 mL môi trường 

lỏng TSB chứa 4,0w% NaCl, ở các mức nhiệt độ 25°C, 

37°C, và 45°C. Với mỗi nghiệm thức nhiệt độ, giá trị 

OD600nm của dịch huyền phù canh trường nuôi cấy được thu 
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nhận tại các mối thời gian 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 

42, 48 giờ kể từ khi phân tán sinh khối vào môi trường nuôi. 

Sử dụng các phương trình thực nghiệm ở trên để chuyển 

đổi giá trị OD600nm sang mật độ tế bào trong dịch huyền phù 

và biểu diễn biến thiên của chúng theo thời gian để thu 

được đường cong sinh trưởng tương ứng với các dòng vi 

sinh vật và nhiệt độ khảo sát. 

2.8. Xử lý dữ liệu 

Mỗi thí nghiệm được lặp lại ba lần. Dữ liệu thực nghiệm 

được phân tích thống kê với phần mềm SPSS verion 27. Sự 

khác biệt giữa các kết quả trung bình được đánh giá bằng 

phân tích ANOVA kết hợp kiểm định Duncan. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Phân lập và tuyển chọn các dòng vi sinh vật có hoạt 

lực phân giải protein cao 

Từ mẫu dịch chượp ủ 6 tháng và 8 tháng của cơ cở B đã 

phân lập được 40 dòng vi sinh vật (ký hiệu B1-B40); và từ 

mẫu dịch ủ 10 tháng của cơ sở H đã phân lập được 39 dòng 

(ký hiệu H1-H39). Qua sàng lọc bằng phương pháp cấy vạch 

trên môi trường thạch chứa 1,0 w% sữa gầy, đã chọn được 

15 dòng B và 10 dòng H cho khả năng phân giải protein nổi 

trội (D≥8mm) (Bảng 1). Khả năng phân giải protein của 

25 dòng này cũng không đồng nhất (p<0,05), trong đó, các 

dòng B1 (D=15,4±1,32 mm), B16 (D=14,10±1,25 mm), 

H13 (D=14,89±0,32mm) có hoạt lực mạnh nhất. 

Bảng 1. Khả năng phân giải protein của 25 dòng vi sinh vật qua 

xác định bằng phương pháp cấy vạch 

STT Tên dòng Kích thước vòng phân giải (D, mm) 

1 B1 15,45a ± 1,32 

2 B2 11,22ef ± 0,39 

3 B3 9,18ghkl ± 0,92 

4 B4 12,03de ± 0,79 

5 B9 8,92hij ± 0,92 

6 B11 13,84bc ± 0,70 

7 B16 14,10abc ± 1,25 

8 B19 13,36bcd ± 0,82 

9 B20 13,31bcd ± 0,61 

10 B23 10,59bcd ± 0,39 

11 B24 10,26ghi ± 0,75 

12 B27 10,73efg ± 0,53 

13 B28 9,37ghij ± 0,53 

14 B30 11,28ef ± 0,80 

15 B36 8,63ij ± 0,85 

16 H1 9,11ghij ± 0,69 

17 H11 9,26 ± 0,92 

18 H13 14,89ab ± 0,32 

19 H18 10,68efg ± 0,77 

20 H19 13,04cd ±0,89 

21 H20 10,06efgh ± 0,47 

22 H21 8,69ij ± 0,34 

23 H29 9,17ghij ± 0,83 

24 H30 8,69ij ± 0,82 

25 H32 8,60ij ± 0,32 

(Các giá trị có chữ cái khác nhau trong cùng một cột là khác nhau 

có ý nghĩa thống kê ở mức P<0,05 theo phép thử Duncan) 

Tiếp tục kiểm tra khả năng phân giải protein của  

25 dòng nói trên bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa 

thạch chứa 1,0w% sữa gầy, và đã tuyển chọn được 11 dòng 

thể hiện khả năng phân giải protein ưu trội, gồm 7 dòng B 

và 4 dòng H (Bảng 2). Các dòng này vẫn khác biệt đáng kể 

về khả năng phân giải protein (p<0,05), trong đó, H19 thể 

hiện khả năng vượt trội (D=24,17±0,96), tiếp theo là H32, 

H21, B16, H13, và B3. 

Bảng 2. Khả năng phân giải protein của 11 dòng vi sinh vật qua 

xác định bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch 

(Các giá trị có chữ cái khác nhau trong cùng một cột là khác nhau 

có ý nghĩa thống kê ở mức p<0,05 theo phép thử Duncan). 

     

(a)        (b) 

     

(c)        (d) 

Hình 1. Vòng phân giải trên môi trường thạch chứa cơ chất sữa gầy 

của B1 (trái) so với B2 (phải) (a), B9 (trái) so với B16 (phải) (b), 

H19 (trái) so với H20 (phải) (c) và H21 (trái) so với H32 (phải) (d) 

3.2. Sinh trưởng của các dòng vi sinh vật trong môi 

trường mặn 

Kết quả đo OD600nm của các canh trường nuôi trong 

thực nghiệm cho thấy, các dòng vi sinh vật có khả năng 

sinh trưởng khác nhau trong các môi trường mặn (P<0,05) 

(Bảng 3). Cụ thể: Ở nồng độ NaCl 0,5w%, chỉ có dòng B3 

và B11 có OD600nm khá cao > 0,7; các dòng còn lại đều 

< 0,6. Ở nồng độ NaCl 4,0w%, hầu hết các dòng đều có 

OD600nm cao hơn so với ở 0,5w%, đạt khoảng 0,7-1,0; 

riêng B3 có OD600nm cao nhất (1,187±0,012). Tuy nhiên, 

STT Tên dòng 
Kích thước vòng phân 

giải (D, mm) 
Mức độ phân giải 

1 B1 21,38bc ± 0,44 +++ 

2 B3 19,82bcd ± 0,99 +++ 

3 B4 16,34e ± 0,14 ++ 

4 B9 19,26cd ± 1,57 ++ 

5 B11 18,09de ± 0,31 ++ 

6 B16 20,06bcd ± 0,98 +++ 

7 B19 16,17e ± 1,27 ++ 

8 H13 19,90bcd ± 0,13 +++ 

9 H19 24,17a ± 0,96 +++ 

10 H21 21,50bc ± 1,39 +++ 

11 H32 21,67b ± 0,40 +++ 

B16 B9 B1 B2 

H19 H20 H21 H32 
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khi nồng độ NaCl tăng lên 20w% thì giá trị OD600nm của 

tất cả các dòng đều thấp hơn so với hai trường hợp trên, 

trong đó B3, B11, H32 bị ức chế nhiều nhất. Dù vậy, với 

môi trường chứa 20w% NaCl, vẫn xác định được một số 

dòng có khả năng sinh trưởng khá (giá trị OD600nm ≥ 0,150), 

trong đó H13 cho OD600nm cao nhất (0,297±0,016), tiếp 

theo là B16, B19, B4, B1, B9 và H21. 

Bảng 3. Khả năng sinh trưởng của 11 dòng vi sinh vật trong  

các môi trường mặn 

TT 

Tên 

dòng vi 

khuẩn 

OD600nm  

0,5w% NaCl 4,0w% NaCl 20,0w% NaCl 

1 B1 0,174d±0,047 0,871bc±0,084 0,156cd±0,011 

2 B3 1,137a±0,048 1,187a±0,012 0,083ef±0,007 

3 B4 0,231d±0,063 0,688bc±0,026 0,170de±0,035 

4 B9 0,261d±0,034 0,879bc±0,058 0,154cd±0,005 

5 B11 0,769b±0,082 0,959b±0,015 0,053f±0,009 

6 B16 0,302d±0,009 0,731c±0,099 0,225b±0,018 

7 B19 0,571b±0,063 0,839bc±0,034 0,185bc±0,006 

8 H13 0,310d±0,060 0,870bc±0,025 0,297a±0,016 

9 H19 0,249d±0,009 0,965b±0,049 0,109def±0,015 

10 H21 0,350cd±0,047 0,711c±0,073 0,154cd±0,019 

11 H32 0,556bc±0,057 1,012ab±0,051 0,078ef±0,002 

(Các giá trị có chữ cái khác nhau trong cùng một cột là khác nhau 

có ý nghĩa thống kê ở mức p<0,05 theo phép thử Duncan). 

3.3. Khả năng phân giải protein của các dòng vi sinh vật 

trong môi trường chứa 20w% NaCl 

Các dòng vi sinh vật thể hiện khả năng phân giải protein 

với sự khác biệt đáng kể trong môi trường có hàm lượng 

NaCl 20 w% (p<0,05) (Bảng 4). Dù vậy, đa số các dòng vi 

sinh vật này vẫn duy trì được hoạt lực phân giải protein khá 

tốt, với kích thước vòng phân giải protein đạt mức ++ (từ 

15-20 mm). Các dòng này không chỉ có khả năng chịu mặn 

cao mà còn duy trì được khả năng sinh enzyme protease để 

thủy phân protein trong môi trường có nồng độ muối cao, 

tương đương điều kiện sản xuất nước mắm truyền thống. 

Bảng 4. Khả năng phân giải protein của 11 dòng vi sinh vật 

trong môi trường chứa hàm lượng NaCl 20,0w% 

STT 
Tên 

dòng 

Kích thước vòng phân 

giải (D, mm) 

Mức độ 

phân giải 

1 B1 16,98abc±0,31 ++ 

2 B3 15,86abc±0,80 ++ 

3 B4 15,12bcd±0,68 ++ 

4 B9 17,71ab±0,37 ++ 

5 B11 14,47cd±0,08 ++ 

6 B16 12,58d±0,86 + 

7 B19 9,74e±0,70 - 

8 H13 18,61a±0,8 ++ 

9 H19 17,78ab±0,84 ++ 

10 H21 15,78bc±1,78 ++ 

11 H32 17,33ab±1,51 ++ 

(Các giá trị có chữ cái khác nhau trong cùng một cột là khác nhau 

có ý nghĩa thống kê ở mức p<0,05 theo phép thử Duncan). 

Trong số 11 dòng được khảo sát, có 3 dòng nổi trội là 

H13 (D=18,61±0,8mm), B9 (D=17,71±0,37mm) và H19 

(17,78±0,84mm). Các dòng này vừa chịu mặn tốt, vừa duy 

trì được hoạt tính protease cao trong nồng độ muối lên đến 

20w% có tiềm năng để phát triển thành các chế phẩm vi 

sinh ứng dụng trong sản xuất nước mắm truyền thống. 

Mặc khác, vẫn có 2 dòng là B16 và B19 bị suy giảm 

hoạt tính protease đáng kể khi tăng nồng độ muối lên 20 

w%, trong đó B19 gần như mất hoàn toàn khả năng phân 

giải protein (D<10 mm). Điều này cho thấy các chủng khác 

nhau có khả năng thích nghi và duy trì hoạt động enzyme 

khác nhau trong điều kiện mặn, cần có các nghiên cứu sâu 

hơn để lựa chọn được các chủng phù hợp nhất cho từng 

mục đích ứng dụng cụ thể. 

   

(a)        (b) 

Hình 2. Khả năng phân giải sữa gầy của dòng H13 (trái) và 

H19 (phải) (a), dòng B1 (trái) và B9 (phải) (b) ở môi trường 

chứa nồng độ NaCl 20,0w% 

3.4. Định danh các dòng vi sinh vật 

Hình ảnh hiển vi tế bào và kết quả nhuộm Gram các 

dòng B9, H13, và H19 cho thấy B9 có hình que dài, H13 

và H19 hình que ngắn và có bào tử, và cả 3 đều phản ứng 

Gram dương (Hình 3). Kết quả giải trình tự nucleotide đoạn 

gen mã hóa 16S rRNA (Hình 4) và so sánh với các trình tự 

trên ngân hàng gen của NCBI bằng chương trình BLAST 

(Hình 5) cho thấy cả 3 dòng đều có đoạn gen 16S rRNA 

tương đồng 100% với các loài thuộc chi Bacillus. 

    

    

    

Hình 3. Hình ảnh khuẩn lạc và kết quả nhuộm Gram của 

 H13, B9, và H19 

B9 

H13 

H19 

H13         H19 B1         B9 
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Hình 4. Trình tự nucleotide gen mã hóa rRNA 16 của H19 được 

xác định bằng phương pháp Sanger 

 

Hình 5. Kết quả so sánh trình tự nucleotide gen mã hóa rRNA 

16 của H19 với ngân hàng dữ liệu NCBI 

Như vậy, có thể khẳng định 3 dòng vi sinh vật có khả 

năng phân giải protein tốt trong nghiên cứu này là vi khuẩn 

Bacillus. Sự hiện diện của vi khuẩn Bacillus trong nước mắm 

cũng đã được khẳng định trong một số công bố. Trong một 

nghiên cứu về vi khuẩn sinh protease từ nước mắm Việt 

Nam [3], có 4 chủng được phân lập và chọn lọc thuộc các 

loài Bacillus (cùng 5 chủng Staphylococcus). Các chủng 

Bacillus cho thấy khả năng chịu mặn tốt và có hoạt lực 

protease cao. Trong một nghiên cứu khác [12], 2 chủng 

thuộc các loài Bacillus subtilis và Lactobacillus plantarum 

được phân lập từ nước mắm, và được xác định là có khả năng 

tạo các hợp chất bay hơi như 2-metyl butanoic acid và 

1,3-propanediol, tạo mùi vị đặc trưng cho nước mắm. Bacillus 

cũng được phát hiện trong dịch lên men mặn của cá cơm tại 

Hàn quốc [13]. Một công bố từ Ấn độ cho thấy Bacillus 

subtilis có trong nội tạng cá cơm đánh bắt từ biển [14]. 

3.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng của các 

dòng vi khuẩn 

Qua thực nghiệm về tương quan giữa giá trị OD600nm và 

mật độ tế bào của từng dòng B9, H13 và H19, đã xác định 

được đó là các phương trình tuyến tính với giá trị hồi quy 

cao, tương ứng là: y = 8*10-9x + 0,0248 (r2 = 0,997), 

y = 4*10-8x + 0,0146 (r2 = 0,999), và y = 2*10-8x + 0,0047 

(r2 = 1,000). Các phương trình này đã được sử dụng để ước 

lượng mật độ tế bào dịch canh trường nuôi từ giá trị 

OD600nm tương ứng, và xây dựng các đường cong sinh 

trưởng (Hình 6). Kết quả cho thấy, trong miền được khảo 

sát, nhiệt độ có ảnh hưởng rõ rệt lên sự phát triển của các 

dòng vi khuẩn. Trong khoảng 37°-45°C, cả 3 dòng nhanh 

đạt cực đại, trong khi đó, tại 25°C, pha log thể hiện một 

cách không rõ rệt. Ở 37°C, sau 8 giờ nuôi cấy thì B9 bắt 

đầu pha log kéo dài trong 8 giờ, sau đó đạt đỉnh tại thời 

điểm 16 giờ với mật độ khoảng 5,3×107 tế bào/mL. Cũng 

tại 37°C, H13 đạt cực đại sau 20 giờ nuôi cấy với mật độ 

1,7×107 tế bào/mL. Đỉnh sinh trưởng của H19 đạt khoảng 

hơn 3,2×107 tế bào/mL sau 20 giờ nuôi cấy ở 45°C và 

khoảng 2,8×107 tế bào/mL sau 16 giờ nuôi cấy ở 37°C. 

 

 

 

Hình 6. Đường cong sinh trưởng của các dòng B9, H13, 

và H19 ở các mức nhiệt độ 25°C, 37°C, và 45°C 

Từ các kết quả trên có thể kết luận điều kiện thích hợp 

để tăng sinh thu sinh khối các dòng B9, H13 và H19 là 

37°C và thời gian tăng sinh là 16-20 giờ. Kết quả về nhiệt 

độ ưu trội này tương đồng với trong công bố ở [15], trong 

đó, nhiệt độ hoạt động tối ưu của enzyme protease từ nhóm 

vi khuẩn Bacillus được xác định là 37°C. 

4. Kết luận 

Từ 3 mẫu nước mắm tại hai cơ sở B và H đã phân lập 

được 79 dòng, (40 dòng từ cơ sở B và 39 dòng từ cơ sở H). 

Quá trình sàng lọc tuyển chọn được 11 dòng (7 dòng cơ sở 

B và 4 dòng cơ sở H) thể hiện khả năng phân giải protein 

tốt trên môi trường thạch cơ chất sữa gầy. 

Khảo sát sinh trưởng của các dòng vi khuẩn trên 3 môi 

trường có hàm lượng NaCl lần lượt là 0,5w%, 4,0w%, và 

20,0w%. Kết quả đã xác định được 3 dòng sinh trưởng khá 

ở hàm lượng muối cao 20,0w%, gồm H13, B9 và H19. Đây 

là các dòng thể hiện được khả năng sinh trưởng khá và phân 

giải protein ưu trội trong môi trường có hàm lượng NaCl 

tương đương của chượp lên men nước mắm truyền thống. 

Kết quả định danh thông qua giải trình tự gene 16S rRNA, 

cùng đặc điểm hình thái và phản ứng Gram cho phép xác 

định cả ba dòng đều thuộc chi Bacillus. Khảo sát sinh 
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trưởng của 3 dòng ở nhiệt độ 25°C, 37°C và 45°C cho thấy 

nhiệt độ 37°C phù hợp hơn cả cho nuôi cấy thu sinh khối 

các dòng vi khuẩn. Sinh khối đạt cực đại sau 16 giờ nuôi 

cấy đối với dòng B9, H19 và sau 20 giờ đối với H13. 

Lời cảm ơn: Các tác giả trân trọng cảm ơn UBND thành 

phố Đà Nẵng đã tài trợ cho nghiên cứu này. 
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PHỤ LỤC 

Bảng 1. Giá trị OD ở bước sóng 600nm và mật độ tế bào  

tương ứng (CFU/ml) 

STT Mật độ tế bào CFU/mL OD600 

1  57.741.935,48   1,0760  

2  5.774.193,55   0,1020  

3  577.419,35   0,0170  

4  57.741,94   0,0082  

5  5.774,19   0,0078  

6  577,42   0,0064  
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