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TÓM TẮT
Trong nghiên cứu này chúng tôi đã phân lập và tuyển chọn được 3 chủng vi khuẩn 

nitrat hóa (AO10, NO2 và NO6) có tiềm năng ứng dụng xử lý nước trong nuôi trồng thủy 
sản. Các chủng vi khuẩn nitrat hóa này được phân lập từ 15 mẫu nước ao nuôi tôm thẻ 
chân trắng và ao nuôi cá tra. Trong 3 chủng được lựa chọn, 2 chủng  AO10 và NO2 có đặc 
điểm là trực khuẩn Gram âm, chủng NO6 là vi khuẩn Gram dương, có những đặc điểm 
phù hợp với nhóm vi khuẩn oxy hóa nitrit dị dưỡng, thuộc chi Bacillus.

Từ khóa: Vi khuẩn nitrat hóa, vi khuẩn oxy hóa nitrit, vi khuẩn oxy hóa amon, 
nuôi trồng thủy sản.

ABSTRACT
In this study, we have isolated and selected three nitrifying bacteria (AO10, NO2 

và NO6) that have high potential for application in aquaculture water treatment. The 
above mentioned nitrifying bacteria were isolated from fifteen aqua-culturing water 
samples of white shrimp and catfish ponds. In three selected strains, two of them AO10 
and NO2 are Gram-negative rod bacteria, NO6 are Gram-positive rod bacteria, that have 
characteristics similar to group of heterotrophic nitrifying bacteria, belong to the genus 
Bacillus.

Keywords: Nitrifying bacteria, ammonia-oxidizing bacteria, nitrite-oxidizing 
bacteria, aquaculture, Bacillus sp. NO6.

1 Khoa Công nghệ sinh học, Trường Đại học Mở TP.HCM.

MỞ ĐẦU
Amon là sản phẩm chính cuối cùng 

của quá trình dị hóa protein bởi cá, động 
vật giáp xác, động vật thân mềm và có thể 
tăng theo cấp số nhân trong trại giống và 
các trang trại nuôi thương phẩm, ngay cả 
với trường hợp thay nước thường xuyên. 
Sự tích lũy của amon gây ra tính độc và 
có thể gây ra tử vong cho động vật thủy 
sản, hàm lượng gây độc thay đổi tuỳ động 
vật thủy sản, đối với tôm sú không được 
lớn hơn 4.26 mg/L NH4

+ (Colt et al., 1981; 
Chen et al. 1990). Amon tồn tại dưới dạng 
NH3 hoặc NH4

+ tùy thuộc vào pH môi 
trường. Trong môi trường có pH cao thì 

amon dễ chuyển thành NH3, có độc tính 
cao. NH3 có độc tính cao hơn NH4

+ vì NH3 
có khả năng hòa tan trong chất béo, không 
mang điện tích nên dễ thấm qua tế bào 
(Allan et al., 1990)

Probiotic giúp cải thiện chất lượng 
nước trong ao nuôi trồng thủy sản 
(Moriarty, 1997). Nhóm vi khuẩn nitrat 
hóa giúp cải thiện chất lượng nước nhờ 
khả năng làm cân bằng sinh học NH3/NO2/
NO3. Quá trình cân bằng này sinh học này 
chủ yếu diễn ra nhờ các quá trình nitrat 
hóa và khử nitrat hóa (Sahu et al., 2008; 
Barnes et al., 1983). Nitrit là sản phẩm 
trung gian của quá trình nitrat hóa và khử 
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nitrat, gây độc cho động vật thủy sản chủ 
yếu là do tạo thành methemoglobin và 
giảm sự vận chuyển oxygen tới tế bào, 
hàm lượng không được vượt quá 0,3 
mg/L (Hargreaves, 1998; Van de Graaf 
et al., 1995; Phạm Văn Ty et al., 2006 ). 
Độc tính của nitrat đối với tôm cá không 
cao, nhưng nếu hàm lượng vượt quá 10 
mg/L sẽ gây hiện tượng phú dưỡng hóa, 
ảnh hưởng lớn đến môi trường thủy sinh 
(Phạm Văn Ty et al., 2006). 

Vi khuẩn nitrat hóa được mô tả đầu 
tiên bởi Winogradsky (1890). Quá trình 
nitrat hóa được mô tả nhiều nhất với sự 
tham gia của nhóm vi khuẩn hóa năng tự 
dưỡng, Gram âm và hiếu khí bắc buộc. 
Chúng sử dụng năng lượng từ các quá 
trình oxy hóa này để sinh trưởng và 
đồng hóa CO2 từ chu trình Calvin (Bock 
et al., 1992; Holt et al., 1994). Quá trình 
nitrat hóa dị dưỡng đã được mô tả lần 
đầu tiên vào năm 1894 do một loại nấm 
(Stutzer, Hartleb,1894). Kể từ đó, nhiều 
báo cáo đã chứng minh rằng quá trình 
nitrat hóa không chỉ có ở nhóm vi khuẩn 
hóa năng tự dưỡng (Nitrosomonas, 
Nitrobacter,…) mà là hiện tượng phổ 
biến ở nấm và vi khuẩn dị dưỡng 
(Johnsrud, 1978;  Brierly et al., 2001; 
Lin et al., 2007; Yang et al., 2011).

Nhiều nghiên cứu trên thế giới và 
ở nước ta cho thấy vi khuẩn nitrat hóa 
đóng vai trò quan trọng trong việc làm 
sạch nước nuôi trồng thủy sản ô nhiễm 
amon (Yang et al., 2011; Johnsrud, 1978; 
Brierly et al., 2001; Lin et al.,2007; Trần 
Liên Hà et al., 2007; Hoàng Phương Hà et 
al., 2008). Vì vậy, trong nghiên cứu này 
chúng tiến hành phân lập và tuyển chọn 
những chủng  nitrat hóa có hoạt tính cao 
với mục đích ứng dụng xử lý nước trong 
nuôi trồng thủy sản. 

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG 
PHÁP NGHIÊN CỨU

Nguyên liệu
Lấy từ mẫu nước mặt ao nuôi tôm thẻ 

chân trắng tại xã Bình Khánh, huyện Cần 
Giờ, thành phố Hồ Chí Minh và nước mặt 
ao nuôi cá tra tại thành phố Long Xuyên, 
An Giang. 

Phương pháp nghiên cứu
Môi trường khoáng cơ sở Winogradsky 

I và II (Colwell at el., 1972) được sử dụng 
để nuôi cấy và phân lập vi khuẩn. Xác định 
hoạt tính oxy hóa amon bằng hàm lượng 
amon mất đi và nitrit tạo thành, hoạt tính 
oxy hóa nitrit bằng hàm lượng nitrit mất 
đi và nitrat tạo thành. Xác định hàm lượng 
amon theo phương pháp phương pháp 
Nessler (Lenore et al., 1999), hàm lượng 
nitrit theo phương pháp Griss (Lenore et 
al., 1999), nitrat theo phương pháp trắc 
quan với thuốc thử acid phenoldisunfonic 
(Hora et al., 1960; Lenore et al., 1999). Tế 
bào vi khuẩn được nhuộm Gram (Seeley 
et al., 1981) và thử catalase đối với trực 
Gram dương (Barrow et al., 2003). Quan 
sát hình thái tế bào dưới kính hiển vi quang 
học Olympus (Nhật Bản). 

Xử lý kết quả: kết quả được xử lý 
thống kê ANOVA của phần mềm Excel 
của Microsoft với độ tin cậy P< 0,05. Kết 
quả trình bày gồm giá trị trung bình ± sai 
số chuẩn.

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Kết quả phân lập vi khuẩn nitrat hóa 
Từ 5 mẫu nước mặt ao nuôi tôm 

tại Cần Giờ, thành phố Hồ Chí Minh và 
10 mẫu nước mặt ao nuôi cá tra tại Long 
Xuyên, An Giang chúng tôi đã phân lập 
được 12 chủng vi khuẩn có khả năng oxy 
hóa amon và 7 chủng có khả năng oxy 
hóa nitrit.

Vi khuẩn oxy hóa amon
Kết quả phân lập vi khuẩn oxy hóa 

amon được trình bày trong bảng 1.

TẠP CHÍ KHOA HỌC TRƯỜNG ĐẠI HỌC MỞ TP.HCM - SỐ 7 (1) 2012

Pham Ngoc Huyen
Textbox
32



Chủng AO8 là chủng vi khuẩn Gram 
dương, có bào tử (hình 2), cho kết quả 
catalase dương tính, thuộc chi Bacillus 
(Barrow et al., 2003) và có khả năng oxy 

STT Mã 
chủng

Đặc điểm
khuẩn lạc

Kích thước 
khuẩn lạc 

(mm)

Màu sắc 
khuẩn lạc

Kết quả 
nhuộm 
Gram

Hình dạng
tế bào

1 AO1 Tròn, bề mặt lồi, trong 1,0 Xám - Trực ngắn

2 AO2 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng 1,1 - 1,2 Trắng - Trực ngắn

3 AO3 Tròn, bề mặt lồi, bóng, tâm hồng 1,2 Hồng nhạt - Trực ngắn

4 AO4 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng 1,0 – 1,1 Vàng nhạt - Trực ngắn

5 AO5 Tròn, bề mặt lồi, bóng 2,0 Hồng - Cầu trực

6 AO6 Bề mặt lồi, bóng, mọc lan 1,5 - 1,7 Vàng - Cầu trực

7 AO7 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng 1,0 – 1,1 Trắng - Trực ngắn

8 AO8 Tròn, bề mặt lồi, đục 1 -1,2 Trắng + Trực

9 AO9 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng 1,0 Trắng - Trực ngắn

10 AO10 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng 1,5 Vàng nhạt - Trực ngắn

11 AO11 Tròn, bề mặt lồi, bóng 1,2 Hồng - Trực ngắn

12 AO12 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng 1,0 Trắng - Trực ngắn

Bảng 1: Kết quả phân lập vi khuẩn oxy hóa amon.

AO7 AO8 AO10

amon dị dưỡng (Lin et al., 2007; Yang et 
al., 2011). Hình thái đại thể và vi thể của 
một số chủng được trình bày trong các 
hình 1 và 2.

Hình 1. Khuẩn lạc AO7, AO8 và AO10 trên môi trường Winogradsky I.
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AO7 AO8 AO10

Hình 2. Kết quả nhuộm Gram AO7, AO8 và AO10.

Vi khuẩn oxy hóa nitrit 
Kết quả phân lập vi khuẩn oxy hóa nitrit được trình bày trong bảng 2.

STT Mã 
chủng

Đặc điểm
khuẩn lạc

Kích thước 
khuẩn lạc 
(mm)

Màu sắc 
khuẩn lạc

Kết quả 
nhuộm 
Gram

Hình dạng 
tế bào

1 NO1 Tròn, bề mặt lồi 1,0 Trắng - Cầu trực

2 NO2 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng, đục 0,5 Vàng nhạc - Trực ngắn

3 NO3 Tròn đều, bề mặt lồi 0,5 Hồng - Trực ngắn

4 NO4 Tròn đều, bề mặt lồi, đục 0,8 – 1,0 Trắng - Trực ngắn

5 NO5 Tròn, bề mặt lồi 1,0 Trắng - Trực ngắn

6 NO6 Tròn, đục 1,0-1,2 Trắng + Trực

7 NO7 Tròn đều, bề mặt lồi, bóng, trong 1,0 Nâu - Trực ngắn

Bảng 2. Kết quả phân lập vi khuẩn oxy hóa nitrit

Chủng NO6 là chủng vi khuẩn Gram 
dương, có bào tử (hình 4), cho kết quả 
catalase dương tính, thuộc chi Bacillus 
(Barrow et al., 2003) và có khả năng oxy 

nitrit dị dưỡng (Lin et al., 2007; Yang et 
al., 2011). Hình thái đại thể và vi thể của 
một số chủng được trình bày trong các 
hình 3 và 4.

NO2 NO6

Hình 3. Khuẩn lạc NO2 và NO6 trên môi trường Winogradsky II
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oxy hóa nitrit được xác định hoạt tính. Kết 
quả xác định hoạt tính oxy hóa amon và 
oxy hóa nitrit được trình bày trong bảng 3 
và bảng 4.

Kết quả khảo sát hoạt tính vi 
khuẩn oxy hóa amon 

Sau 7 ngày nuôi cấy, 12 chủng vi 
khuẩn oxy hóa amon và 7 chủng vi khuẩn 

Hình 4. Kết quả nhuộm Gram chủng NO2 và NO6

Bảng 3. Kết quả xác định hoạt tính của vi khuẩn oxy hóa amon

STT Vi khuẩn oxy 
hóa amon

Lượng NH4+ 
còn lại (mg/L)

Lượng NO2
- sinh 

ra (mg/L) Oxy hóa NH4+ (%)

1 AO1 8,84 ± 0,04 0,111 ± 0,013 11,60 ± 0,35

2 AO2 7,15 ± 0,14 0,139 ± 0,011 28,50 ± 1,41

3 AO3 8,09 ± 0,49 0,101 ± 0,009 19,07 ± 4,87

4 AO4 8,57 ± 0,06 0,088 ± 0,010 14,33 ± 0,62

5 AO5 7,09 ± 0,09 0,115 ± 0,017 29,10 ± 0,85

6 AO6 7,78 ± 0,41 0,086 ± 0,006 22,23 ± 4,14

7 AO7 5,49 ± 0,01 0,175 ± 0,011 45,10 ± 0,06

8 AO8 8,27 ± 0,003 0,172 ± 0,0002 17,27 ± 0,28

9 AO9 6,87 ± 0,04 0,138 ± 0,007 31,33 ± 0,44

10 AO10 3,32 ± 0,46 0,267 ± 0,022 66,77 ± 4,61

11 AO11 9,20 ± 0,03 0,086 ± 0,005 07,97 ± 0,32

12 AO12 8,78 ± 0,45 0,094 ± 0,004 12,23 ± 4,51

Theo kết quả bảng 3, sau 7 ngày 
nuôi cấy, chủng AO10 có khả năng oxy hóa 
amon cao nhất (66,77 ± 4,61%), tương ứng 
với hàm lượng amon còn lại ít nhất (3,32 
± 0,46 mg/L) và hàm lượng nitrit sinh ra 
nhiều nhất (0,267 ± 0,022 mg/L). Các 

chủng còn lại có khả năng oxy hóa amon 
từ  07,97 ± 0,32 % đến 45,10 ± 0,06 %. 
Chúng tôi tuyển chọn chủng có khả năng 
oxy hóa amon mạnh nhất trong 12 chủng 
là AO10 (66,77 ± 4,61%).
       

NO2 NO6
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Bảng 4. Kết quả xác định hoạt tính vi khuẩn oxy hóa nitrit sau 7 ngày nuôi cấy

STT Vi khuẩn
oxy hóa nitrit

Lượng NO2
- còn 

lại (mg/L)
Lượng NO3

- sinh 
ra (mg/L)

Oxy hóa NO2
- 

(%)

1 NO1 2,32 ± 0,03 2,18 ± 0,03 76,83 ± 0,26

2 NO2 1,58 ± 0,001 7,37 ± 0,011 84,17 ± 0,11

3 NO3 1,77 ± 0,04 6,53 ± 0,07 82,33 ± 0,41

4 NO4 2,02 ± 0,09 2,82 ± 0,11 79,83 ± 0,92

5 NO5 1,75 ± 0,02 7,05 ± 0,04 82,53 ± 0,2

6 NO6 2,31 ± 0,011 6,77 ± 0,001 78,77 ± 0,22

7 NO7 2,08 ± 0,03 5,71 ± 0,02 79,23 ± 0,3

Theo kết quả bảng 4, sau 7 ngày nuôi 
cấy, chủng NO2 có khả năng oxy hóa nitrit 
cao nhất (84,17% ± 0,11), tương ứng với 
hàm lượng nitrit còn lại ít nhất (1,58 ± 
0,001 mg/L) và hàm lượng nitrat sinh ra 
nhiều nhất (7,37 ± 0,011mg/L). Các chủng 
còn lại có khả năng oxy hóa nitrit từ 76,83 
± 0,26 % đến 82,33 ± 0,41 %. Chúng tôi 
tuyển chọn chủng mạnh nhất ở mỗi nhóm 
Gram, Gram âm là NO2 (84,17 % ± 0,11) 
và Gram dương là Bacillus sp. NO6 (78,77 
% ± 0,22).

Như vậy, sau khi xác định hoạt tính 
của các chủng vi khuẩn nitrat hóa phân 
lập được, chúng tôi đã tuyển chọn được 3 
chủng vi khuẩn nitrat hóa (AO10, NO2 và 
NO6) có tiềm năng ứng dụng làm chế phẩm 
vi sinh xử lý amon và nitrit trong nuôi 
trồng thủy sản. Chủng AO10 có khả năng 
oxy hóa amon 66,77 ± 4,61% thuộc nhóm 
trực khuẩn Gram âm (hình 2), chủng NO2 
có khả năng oxy hóa nitrit 84,17 % ± 0,11 
thuộc nhóm trực khuẩn Gram âm (hình 4) 
và chủng NO6 có khả năng oxy hóa nitrit 
78,77 % ± 0,22 thuộc chi Bacillus. Đối 
với hoạt tính oxy hóa amon, chủng AO10 
chúng tôi tuyển chọn được có khả năng 
oxy hóa amon (66,77 ± 4,61 %) có phần 
thấp hơn kết quả nghiên cứu của Hoàng 
Phương Hà và cộng sự (2008) - chủng có 
hoạt tính oxy hóa amon cao nhất sau 7 

ngày nuôi cấy  là 79,10% và cũng thấp 
hơn so với nghiên cứu của Lin và đồng 
tác giả (2007), chủng Bacillus sp. LY 
có khả năng xử lý amon là 74,7%. Đối 
với hoạt tính oxy hóa nitrit, chủng NO2 
chúng tôi tuyển chọn được có khả năng 
oxy hóa nitrit (84,17% ± 0,11 %) cao hơn 
kết quả nghiên cứu của Hoàng Phương 
Hà và đồng tác giả (2008) - chủng có 
hoạt tính oxy hóa nitrit cao nhất sau 7 
ngày nuôi cấy  là 79,2 %. Đối với chủng 
Bacillus sp. NO6 mặc dù có hoạt tính oxy 
hóa nitrit thấp hơn chủng NO2

 nhưng vẫn 
được chúng tôi lựa chọn vì Bacillus sp. 
NO6 thuộc nhóm oxy hóa nitrit dị dưỡng. 
Gần đây, có nhiều nghiên cứu về khả 
năng nitrat hóa dị dưỡng và chỉ ra rằng 
chúng có tiềm năng cao để ứng dụng và 
quá trình oxy hóa có thể diễn ra trong 
toàn bộ quá trình tăng trưởng theo hàm 
mũ (Papen et al., 1989).

KẾT LUẬN
Quá các quá trình phân lập và sàng 

lọc, chúng tôi đã tuyển chọn được 3 
chủng vi khuẩn nitrat hóa có tiềm năng 
ứng dụng xử lý amon trong nuôi trồng 
thủy sản.  AO10 (oxy hóa amon 66,77 ± 
4,61%), NO2 (oxy hóa nitrit 84,17% ± 
0,11) và Bacillus sp. NO6 (oxy hóa amon 
78,77 % ± 0,22). 
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