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Nghiªn cøu vi sinh vËt −a kiÒm vµ −a mÆn sinh proteaza kiÒm 
trong n−íc biÓn cña VÞnh b¾c bé, ViÖt Nam 

 
Lª Gia Hy, L¹i Thanh Tïng, Ph¹m ThÞ BÝch Hîp 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Trªn thÕ giíi, viÖc øng dông c¸c chÕ phÈm 
enzym trong ngµnh c«ng nghiÖp vµ chÕ biÕn 
thùc phÈm ngµy cµng ph¸t triÓn réng r/i. Trong 
10 n¨m trë l¹i ®©y, thÞ tr−êng nµy ®ang t¨ng lªn 
kho¶ng 70% mçi n¨m [1]; ®Æc biÖt, proteaza 
®−îc dïng nhiÒu nhÊt trong c«ng nghiÖp s¶n 
xuÊt chÊt tÈy röa, chÕ biÕn s÷a, s¶n xuÊt n−íc 
m¾m... [3]. Ngoµi ra, proteaza cßn ®−îc sö dông 
trong c«ng nghiÖp b¸nh kÑo, ph©n gi¶i c¸c 
nguyªn liÖu protein kÐm gi¸ trÞ thµnh c¸c peptit 
vµ c¸c axit amin dÔ hÊp thô ®Ó lµm thøc ¨n cho 
®éng vËt [2] vµ c«ng nghiÖp thuéc da vµ mü 
phÈm. H¬n n÷a, viÖc bæ sung c¸c lo¹i enzym 
chÞu kiÒm, chÞu mÆn vµo chÊt tÈy röa ®Ó sö dông 
cho c¸c vïng n−íc biÓn lµ rÊt cÇn thiÕt. 

Ngµy nay, proteaza kh«ng chØ ®−îc s¶n xuÊt 
tõ ®éng vËt vµ thùc vËt mµ cßn ®−îc s¶n xuÊt tõ 
vi sinh vËt,bëi vi sinh vËt cã kh¶ n¨ng sinh tæng 
hîp proteaza cao ngµy cµng chiÕm −u thÕ do 
nguån cung cÊp v« tËn, rÎ tiÒn. ViÖc nghiªn cøu 

hÖ vi sinh vËt biÓn ë n−íc ta cßn ch−a ®−îc chó 
ý nhiÒu, trong khi diÖn tÝch biÓn cña ViÖt Nam 
lµ rÊt lín.  

Trong bµi nµy, chóng t«i tr×nh bµy kÕt qu¶ 
nghiªn cøu sù ph©n bè cña vi khuÈn −a kiÒm, 
chÞu mÆn tõ c¸c vïng biÓn cña VÞnh B¾c Bé, 
tuyÓn chän chñng cã ho¹t tÝnh cao ®Ó s¶n xuÊt 
proteaza kiÒm chÞu mÆn.  

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. VËt liÖu 

C¸c mÉu n−íc biÓn ®−îc lÊy ë c¸c vïng 
biÓn kh¸c nhau thuéc VÞnh B¾c Bé theo ®óng 
quy tr×nh lÊy mÉu n−íc biÓn. PhÇn thu thËp c¸c 
mÉu n−íc biÓn ®−îc thùc hiÖn bëi Phßng Sinh 
th¸i vµ Tµi nguyªn sinh vËt, Ph©n viÖn H¶i 
d−¬ng häc H¶i Phßng. C¸c mÉu n−íc biÓn ®−îc 
ký hiÖu nh− ë b¶ng 1 

 B¶ng 1  
C¸c mÉu n−íc biÓn thu thËp tõ c¸c vïng biÓn cña VÞnh B¾c Bé 

MÉu Ký hiÖu §Þa ®iÓm 
1 CT1 §iÓm 1-VÞnh C« T«-tÇng mÆt 
2 CT3 §iÓm 3-VÞnh C« T«-tÇng mÆt 
3 CT3* §iÓm 3-VÞnh C« T«-tÇng ®¸y 
4 MC §iÓm 2-Minh Ch©u 
5 QL1 Qu¸n L¹n 1 
6 VC V¹n C¶nh-Ngäc Võng 
7 VM V¹n Mü-§«ng H−ng 
8 CL3 Cöa Lß 3 
9 SS SÇm S¬n 

10 BL Bµ L¹t 
11 CL Cöa Lôc 
12 §S §å S¬n 

 

 
C«ng tr×nh ®−îc hç trî vÒ kinh phÝ cña Ch−¬ng tr×nh nghiªn cøu c¬ b¶n. 
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2. M«i tr−êng nu«i cÊy vi sinh vËt 

M«i tr−êng nu«i cÊy vi sinh vËt −a kiÒm 
AM-1 vµ AM-2 [2] ®−îc thùc hiÖn nh− sau: c¸c 
thµnh phÇn m«i tr−êng ®−îc hßa tan vµo 1 
lÝt n−íc, sö dông Na2CO3 ®Ó ®iÒu chØnh ®Õn  
pH = 10 vµ thanh trïng ë 1 atm kÐo dµi 45 
phót. Sau khi thanh trïng, m«i tr−êng ®Æc ®−îc 
ph©n vµo c¸c hép petri vµ èng nghiÖm ®Ó ph©n 
lËp vµ b¶o qu¶n gièng, cßn m«i tr−êng láng 
®−îc ph©n vµo c¸c b×nh tam gi¸c víi tû lÖ 10% 
thÓ tÝch b×nh ®Ó nu«i cÊy ch×m. 

3. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

a. X¸c ®Þnh thµnh phÇn vµ sè l−îng c¸c nhãm 
vi sinh vËt 

Sè l−îng c¸c nhãm vi sinh vËt ®−îc x¸c ®Þnh 
theo ph−¬ng ph¸p pha lo/ng tíi h¹n vµ nu«i trªn 
m«i tr−êng th¹ch t−¬ng øng víi tõng lo¹i vi sinh 
vËt.  

Sè l−îng vi sinh vËt ®−îc tÝnh theo c«ng 
thøc sau: 

( ) mdnnn

C
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n
n .10...10. 11

21
−− +++

= ∑
 (tÕ bµo/ml) 

Trong ®ã: 

C: tæng sè khuÈn l¹c ®Õm ®−îc trªn tÊt c¶ 
c¸c hép petri. 

n1: sè khuÈn l¹c trong hép petri ë tû lÖ pha 
lo/ng lÇn 1. 

n2: sè khuÈn l¹c trong hép petri ë tû lÖ pha 
lo/ng lÇn 2. 

nn: sè khuÈn l¹c trong hép petri ë tû lÖ pha 
lo/ng lÇn n. 

d: tû lÖ pha lo/ng lÇn 1. 

m: khèi l−îng mÉu ban ®Çu (g). 

b. H×nh d¹ng cña vi sinh vËt 

Vi khuÈn ®−îc nhuém gram, cßn x¹ khuÈn 
vµ nÊm mèc ®−îc quan s¸t trùc tiÕp  d−íi kÝnh 
hiÓn vi quang häc cã ®é phãng ®¹i 400-800 
lÇn. 

c. Ho¹t tÝnh thuû ph©n protein  

Ho¹t tÝnh proteaza s¬ bé ®−îc x¸c ®Þnh 
b»ng ph−¬ng ph¸p cÊy c¸c chñng vi sinh vËt 
trªn ®Üa th¹ch, sau ®ã ®ét c¸c côc th¹ch cã vi 

sinh vËt ph¸t triÓn chuyÓn sang m«i tr−êng cã 
cazein. Sau khi ñ qua ®ªm, hiÖn mµu b»ng 
thuèc thö tricloaxetic råi ®o vßng ph©n gi¶i 
xung quanh côc th¹ch.  

Ho¹t tÝnh proteaza cña c¸c chñng −a kiÒm 
®−îc nu«i trªn m«i tr−êng láng (AM1) trªn 
m¸y l¾c 200 v/p trong 24÷48 giê, nhiÖt ®é nu«i 
cÊy: 28÷30°C. Sau ®ã dÞch nu«i ®−îc ly t©m 
10.000 v/p trong 5 phót ®Ó lo¹i bá sinh khèi. 
Nhá 200µl dÞch enzym th« vµo lç th¹ch cã 
®−êng kÝnh 10mm trong hép petri chøa m«i 
tr−êng cã cazein. Sau khi ñ ë nhiÖt ®é 40°C 
trong 24 giê, ®o vßng ph©n gi¶i xung quanh lç 
th¹ch.  

d. Ho¹t ®é proteaza ®−îc x¸c ®Þnh theo 
ph−¬ng ph¸p Babakina 

C¸c chñng vi khuÈn ®−îc nu«i cÊy trªn m«i 
tr−êng láng AM-1 trªn m¸y l¾c 220 vßng/phót 
kÐo dµi 48 ®Õn 72 giê. Sau khi ly t©m ë 10.000 
v/p kÐo dµi 5 phót ®Ó lo¹i bá sinh khèi, dÞch ly 
t©m ®−îc x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh proteaza b»ng 
ph−¬ng ph¸p Babakina [10]. Kh¶ n¨ng sinh tæng 
hîp proteaza cña c¸c chñng ®−îc ®¸nh gi¸ th«ng 
qua ho¹t ®é proteaza cã trong 1 ml dÞch enzym 
th«. 

Mét ®¬n vÞ ho¹t ®é proteaza (HdP) lµ 1 
l−îng enzym cã thÓ thñy ph©n cazein tíi møc  
lµm cho kh¶ n¨ng liªn kÕt cña nã víi HCl gi¶m 
mét l−îng lµ 1ml HCl 0,1 N sau mét giê xö lý ë 
nhiÖt ®é 40°C, ®é pH 8,0÷8,2. 

Ho¹t ®é proteaza theo ph−¬ng ph¸p 
Babakina cña 1g hoÆc 1ml chÕ phÈm enzym 
®−îc tÝnh theo c«ng thøc sau: 

k
b

a
HdP .

10

50.∆
=  (®vhd) 

ë ®©y, ∆ a  lµ hiÖu sè ®óng cña sè ml NaOH 
0,1N ®/ dïng chuÈn mÉu thÝ nghiÖm vµ mÉu ®èi 
chøng. C¸ch t×m: lÊy a (sè ml NaOH 0,1 N ®/ 
dïng chuÈn mÉu thÝ nghiÖm) trõ ®i a k (sè ml 
NaOH ®/ dïng chuÈn mÉu kiÓm tra). HiÖu sè thu 
®−îc ®em so s¸nh trong b¶ng vµ t×m ra hiÖu sè 
®óng. 

50: sè ml hçn hîp ®em läc (gåm 20ml cazein 
5% + 10 ml dÞch chiÕt enzym + 10 ml HCl + 10 
ml Na2SO4). 

10: sè ml n−íc läc ®/ lÊy chuÈn ®é. 
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b: l−îng chÕ phÈm enzym cã trong 10ml 
n−íc chiÕt enzym. 

k: hÖ sè hiÖu chØnh dung dÞch kiÒm. 
§Ó tÝnh ®é ho¹t ®éng cña 1g chÕ phÈm 

enzym kh« tuyÖt ®èi, ta nh©n kÕt qu¶ thu ®−îc 

víi tû sè 
ϕ−100

100 . HÖ sè hiÖu chØnh dung 

dÞch kiÒm k = 0,99 ®é Èm cña vËt phÈm men ϕ = 
100%. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. Thµnh phÇn vµ sè l−îng vi sinh vËt trong 
n−íc biÓn cña VÞnh B¾c Bé 

Trong n−íc, cã nhiÒu lo¹i vi sinh vËt: vi 

khuÈn, nÊm men, nÊm mèc, x¹ khuÈn nh−ng 
nhiÒu nhÊt vÉn lµ vi khuÈn. Trong n−íc biÓn, 
mÆc dï nång ®é muèi kh¸ cao nh−ng sè l−îng 
vi khuÈn còng kh«ng ph¶i lµ Ýt. Cã kho¶ng vµi 
chôc ®Õn vµi ngh×n vi khuÈn trªn mét mililÝt 
n−íc biÓn [5].  

Trong n−íc biÓn, ngoµi vi khuÈn −a mÆn, 
cßn cã nhiÒu lo¹i vi khuÈn kh¸c. Th−êng n−íc 
biÓn chøa trùc khuÈn cã bµo tö (Bacillus) vµ 
kh«ng bµo tö (Bacterium), ngoµi ra cßn cã cÇu 
khuÈn, niªm vi khuÈn, x¹ khuÈn, nÊm men vµ 
nÊm mèc th× Ýt h¬n [5]. 

KÕt qu¶ ph©n tÝch thµnh phÇn vµ sè l−îng 
c¸c nhãm vi sinh vËt trong n−íc biÓn cña VÞnh 
B¾c Bé (b¶ng 2) cho thÊy sù ph©n bè cña c¸c 
nhãm vi sinh vËt trong n−íc biÓn kh¸ phong phó 
vµ ®a d¹ng. 

B¶ng 2 

Thµnh phÇn vµ sè l−îng c¸c nhãm vi sinh vËt trong c¸c mÉu n−íc  
biÓn lÊy tõ c¸c vïng biÓn cña VÞnh B¾c Bé (CFU/ml) 

MÉu Ký hiÖu 
Vi khuÈn  
hiÕu khÝ 

Vi khuÈn  
kþ khÝ 

X¹ khuÈn NÊm mèc NÊm men 

1 CT1 3.103 2,5.10 0 0 4.102 

2 CT3 5.102 0 0 2.103 2.10 
3 CT3* 5.10 0 4.102 4.105 2,2.102 

4 MC 1.102 0 0 4.103 0 
5 QL1 1.104 0 0 2.105 0 
6 VC 1.10 1,6.10 4.103 0 0 
7 VM 4.105 1.102 1.10 1.10 0 
8 CL3 2.105 0 2.102 0 2,2.102 

9 SS 4.104 0 4.103 0 0 
10 BL 2.103 2.102 2.102 4.102 0 
11 CL 4.105 0 0 4.102 0 
12 §S 5.105 1,5.10 0 4.10 0 

 
HÇu hÕt c¸c nhãm vi sinh vËt ®Òu xuÊt hiÖn; 

sè l−îng cao nhÊt vÉn lµ vi khuÈn, sau ®ã ®Õn 
nÊm mèc vµ x¹ khuÈn. Tuy nhiªn, nh×n chung, 
sè l−îng vi sinh vËt tæng sè trong c¸c mÉu n−íc 
biÓn thuéc lo¹i trung b×nh. §¸nh gi¸ hµm l−îng 
cña c¸c chÊt h÷u c¬ cã trong c¸c mÉu n−íc nh×n 
chung thÊp. ChÊt r¾n tæng sè cã trong c¸c mÉu 
n−íc biÓn tõ 0,0113 ®Õn 0,0382 g/l vµ chÊt r¾n 
hßa tan tõ 0,00308 ®Õn 0,03216 g/l. Do tÝnh ®a 
d¹ng cña vi sinh vËt biÓn, ®Æc biÖt lµ nhiÒu loµi 
vi sinh vËt biÓn cho c¸c chÊt cã ho¹t tÝnh sinh 
häc quý, nªn cÇn quan t©m nghiªn cøu nhiÒu 
h¬n ®Ó b¶o vÖ tÝnh ®a d¹ng cña vi sinh vËt biÓn, 

b¶o vÖ nguån gien quý hiÕm, b¶o vÖ sinh th¸i 
biÓn. ë ®©y, chóng t«i ®i s©u nghiªn cøu kh¶ 
n¨ng −a kiÒm, −a mÆn vµ sinh tæng hîp proteaza 
cña vi khuÈn biÓn, nh»m t¹o chñng sinh proteaza 
cao ®Ó sö dông trong c«ng nghiÖp s¶n xuÊt 
enzym vµ b¶o vÖ m«i tr−êng. 

2. Ph©n lËp vµ tuyÓn chän c¸c chñng vi 
khuÈn chÞu kiÒm 

Trªn m«i tr−êng AM-1, chóng t«i ®/ tuyÓn 
chän ®−îc 50 chñng vi khuÈn −a kiÒm. KÕt qu¶ 
nghiªn cøu ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cña c¸c chñng 
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vi khuÈn −a kiÒm ®/ tuyÓn chän ®−îc tr×nh 
bµy ë b¶ng 3 vµ kÕt qu¶ kh¶o s¸t kh¶ n¨ng ph¸t

triÓn cña c¸c chñng vi khuÈn nµy ®−îc tr×nh bµy 
ë b¶ng 4. 

                                                                                                                                      B¶ng 3 

 §Æc ®iÓm h×nh th¸i cña c¸c chñng vi khuÈn −a kiÒm ph©n lËp ®−îc  
tõ vïng biÓn cña VÞnh B¾c Bé 

 MÉu Chñng 
§−êng 
kÝnh 
(mm) 

H×nh 
d¹ng 

Mµu s¾c 
§é ®ång 

nhÊt 
TÝnh t¹o 

s¾c tè 
BÒ mÆt 

1 
 

1÷5 
Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 

Kh«ng bãng, låi ë 
gi÷a, mÐp ph¼ng 

2 1÷4 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Kh«ng bãng,  låi ë 

gi÷a mÐp xï x× 

3 4÷5 Trßn N©u vµng Cã Kh«ng 
Ph¼ng, bãng, mÐp 

ph¼ng 

4 1÷4 Trßn 
Vµng 
chanh 

Cã Kh«ng 
Bãng, låi ë gi÷a, mÐp 

ph¼ng 

5 1÷5 Trßn 
Tr¾ng 
trong 
suèt. 

Cã Kh«ng MÐp ph¼ng, låi ë gi÷a 

CT1 

6 3÷4 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Bãng, låi ë gi÷a mÐp 

ph¼ng 

1 3 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Bãng, nh½n, mÐp 

ph¼ng 
CT3 

2 
D¹ng 
®iÓm 

Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
MÐp ph¼ng, bãng, bÒ 

mÆt nh½n 
1 ≈ 2 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng Nh½n, mÐp ph¼ng 

2 
D¹ng 
®iÓm 

Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng Bãng, mÐp ph¼ng 

3 ≈ 2 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng Xï x×, mÐp ph¼ng 
CT3* 

4 ≈ 2 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng Nh½n, mÐp l−în 

1 3÷5 Trßn 
Vµng da 
cam ®Ëm 

Kh«ng Kh«ng 
Bãng, mÐp ph¼ng, låi 

ë gi÷a 

2 
D¹ng 
®iÓm 

H×nh 
thoi 

Da cam 
nh¹t 

Cã Kh«ng Ph¼ng, mÐp ph¼ng 

3 1÷9 Trßn  
Tr¾ng 
nhê 

Cã Kh«ng Ph¼ng, mÐp xï x× 
CM 

4 1÷3 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Bãng, låi ë gi÷a, mÐp 

ph¼ng 

1 1÷5 Trßn 
Tr¾ng 
bãng 

Cã Kh«ng 
Bãng, låi ë gi÷a, mÐp 

ph¼ng 

2 
D¹ng 
®iÓm 

Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng Ph¼ng, mÐp ph¼ng 

3 2÷5 Trßn 
Tr¾ng 
trong 

Cã Kh«ng 
Kh«, lâm ë gi÷a, mÐp 

xï x× 

QL1 

4 3÷5 Trßn  
Tr¾ng 
®ôc 

Cã Kh«ng Ph¼ng, mÐp ph¼ng 

VC 1 3÷5 Trßn 
Da cam 

®Ëm 
Kh«ng Kh«ng 

Lâm ë gi÷a, mÐp 
ph¼ng 
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2 1 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Låi cao, bãng, mÐp 

ph¼ng, 

3 < 1 Trßn 
Vµng da 
cam nh¹t 

Cã Kh«ng Ph¼ng, mÐp ph¼ng 

4 3÷5 Trßn 
Tr¾ng 
®ôc 

Cã Kh«ng Lâm, mÐp ph¼ng 

1 1÷7 Trßn 
Tr¾ng 

s÷a 
Cã Kh«ng 

Bãng, gi÷a h¬i låi, 
mÐp ph¼ng 

VM 
2 3÷7 Trßn 

Tr¾ng 
trong 

Cã Kh«ng 
Bãng, gi÷a h¬i låi, 

mÐp ph¼ng 

1 8 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
MÞn, låi ë gi÷a, bét 
nh/o, mÐp uèn l−în 

2 3 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
MÞn, lâm ë gi÷a, mÐp 

ph¼ng 
3 < 1 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng MÞn, mÐp ph¼ng 

4 < 5 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Låi ë gi÷a, bÒ mÆt xï 

x×, bét nh/o, mÐp 
d¹ng rÔ 

5 < 1 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
BÒ mÆt mÞn, mÐp 

ph¼ng 

CL3 

6 < 5 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
BÒ mÆt mÞn, mÐp 

ph¼ng 

1 3÷4 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Cã rÔ, sîi tr¾ng dµi, 

nhiÒu nh¸nh 

2 5÷7 Trßn 
Tr¾ng 
hång 

Cã Kh«ng 
Bãng, h¬i låi, mÐp 

ph¼ng 

3 2÷5 Trßn 
Tr¾ng 

s÷a 
Cã 

T¹o s¾c 
tè mµu 

vµng n©u 

Bãng, h¬i låi, mÐp 
ph¼ng. 

4 5 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Bét nh/o, låi, mÐp 

ph¼ng 

5 2÷3 Trßn 
Vµng da 

cam 
Cã Kh«ng 

Bét nh/o, låi, mÐp 
ph¼ng 

SS 

6 5÷6 Trßn Tr¾ng Cã 
T¹o s¾c 
tè mµu 

n©u ®Ëm 

Bét nh/o, hêi låi, 
mÐp xï x× 

1 4 Trßn Mì Cã Kh«ng 
BÒ mÆt xï x×, låi ë 
gi÷a, mÐp uèn l−în 

2 < 1 Trßn 
Hång 
nh¹t 

Cã Kh«ng 
BÒ mÆt nh½n mÞn, låi 
ë gi÷a, mÐp ph¼ng, 

bãng mì 
BL 

3 2 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
BÒ mÆt mÞn, låi ë 
gi÷a, ph¼ng, bãng 

1 1÷5 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng Låi gi÷a, mÐp ph¼ng 

2 2÷5 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Lâm gi÷a, mÐp nh¨n 

nheo 

3 
D¹ng 
®iÓm 

H×nh 
thoi 

Da cam 
nh¹t 

Cã Kh«ng 
Ph¼ng, mÐp ph¼ng 

CL 

4 3÷5 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng Ph¼ng, mÐp ph¼ng 
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5 
D¹ng 
®iÓm 

Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
Låi gi÷a, mÐp uèn 

l−în 

1 7 Trßn 
Mµu 
vµng 

Cã Kh«ng 
Nh½n, lem låi lâm, 
mÐp viÒn r¨ng c−a, 

bãng 

2 ≈ 7 Trßn 
Mµu 
vµng 

Cã Kh«ng 
Nh½n, cã lâm ë gi÷a, 
mÐp uèn l−în, bÒ mÆt 

bãng 

3 7 Trßn 
Mµu 
tr¾ng 

Cã Kh«ng 
BÒ mÆt nh½n, mÐp 

uèn l−în h¬i låi, mÆt 
c¾t ph¼ng d¹ng mµng 

§S 

4 ≈ 3 Trßn Tr¾ng Cã Kh«ng 
BÒ mÆt nh½n, mÐp 

ph¼ng, bãng 

B¶ng 4   

Kh¶ n¨ng ph¸t triÓn cña c¸c chñng vi khuÈn −a kiÒm ®· ph©n lËp ®−îc tõ c¸c vïng biÓn cña 
VÞnh B¾c Bé 

MÉu 
Chñng vi 

khuÈn 
Kh¶ n¨ng ph¸t 

triÓn 
MÉu 

Chñng vi 
khuÈn 

Kh¶ n¨ng ph¸t 
triÓn 

1 ++ 1 + + 
2 +- 2 + + 
3 + 3 + + + 
4 + 4 + 
5 ++ 5 + 

CL3 

6 + 

CT1 
 

6 + 
1 + + 1 + + 

VM 
2 +- 

CT3 
2 + + 

1 + + 1 + + 
2 + 2 + + 
3 + + 3 +- 

MC 

4 + 

CT3* 

4 + + 
1 + + 1 + + 
2 + + 2 + + 
3 + + 3 + + 

VC 

4 + + 

QL1 

4 + + 
1 + 1 +- 
2 + 2 + 
3 + + 3 +- 
4 + + 4 +- 
5 + + 5 + + + 

SS 

6 + - 1 + + 

1 + + 2 +- 

3 + + + BL 
2 ++ 

CL 

§S 

4 + + 

Ghi chó: Ph¸t triÓn rÊt tèt: +++;  tèt: ++;  b×nh th−êng: +; yÕu: + -.                       
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C¸c kÕt qu¶ tr×nh bµy ë hai b¶ng 3 vµ 4 cho 
thÊy c¸c chñng vi khuÈn −a kiÒm rÊt ®a d¹ng vµ 
phong phó. Trong sè 50 chñng nhËn ®−îc, cã 3 
chñng ph¸t triÓn trªn m«i tr−êng kiÒm rÊt tèt 
(CT1-3, §S-3, CL-5), 27 chñng ph¸t triÓn tèt, 10 
chñng ph¸t triÓn trung b×nh vµ 10 chñng ph¸t 
triÓn yÕu. H×nh th¸i vµ mµu s¾c cña khuÈn l¹c ®a

 d¹ng, phong phó.  

3. TuyÓn chän c¸c chñng vi khuÈn −a kiÒm 
sinh proteaza chÞu kiÒm cao 

KÕt qu¶ lùa chän c¸c chñng vi khuÈn ®/ 
ph©n lËp ®−îc cã ho¹t tÝnh proteaza trªn m«i 
tr−êng cã cazein ®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 5. 

B¶ng 5  

Kh¶ n¨ng sinh proteaza cña c¸c chñng vi khuÈn −a kiÒm ®· ph©n lËp ®−îc  
tõ c¸c vïng biÓn cña VÞnh B¾c Bé 

Kh¶ n¨ng sinh 
proteaza 

Kh¶ n¨ng sinh      
proteaza MÉu 

Chñng vi 
khuÈn 

D-d (mm) 
MÉu 

Chñng vi 
khuÈn 

D-d (mm) 

1 15 1 15 
2 - 2 10 
3 10 3 - 
4 16 4 3 
5 17 5 - 

CL3 

6 14 

CT1 
 

6 - 
1 20 1 - 

VM 
2 - 

CT3 
2 12 

1 21 1 - 
2 21 2 - 
3 18 3 13 

MC 

4 25 

CT3* 

4 8 
1 9 1 21 
2 3 2 - 
3 10 3 - 

VC 

4 6 

QL1 

4 - 
1 - 1 - 
2 15 2 8 
3 9 3 - 
4 20 4 - 
5 9 

CL 

5 - 

SS 

6 17 1 - 

1 23 2 - 

3 19 BL 
2 - 

§S 

4 - 

 
KÕt qu¶ ë b¶ng 5 cho thÊy, trong tæng sè 50 

chñng vi khuÈn ph©n lËp ®−îc, cã tíi 70% sè 
chñng sinh proteaza. NhiÒu chñng cã ho¹t tÝnh 
ph©n gi¶i cazein m¹nh. Tuy nhiªn, theo Knud 
Aunstrup vµ Mark M. Zukowski, kh«ng ph¶i lóc 
nµo còng cã mèi t−¬ng quan thuËn gi÷a ®−êng 
kÝnh cña vßng thñy ph©n protein xung quanh 

khuÈn l¹c trªn m«i tr−êng th¹ch víi kh¶ n¨ng 
sinh proteaza cña vi sinh vËt trong nu«i cÊy 
ch×m (h×nh 1). §Ó x¸c ®Þnh mét c¸ch chÝnh x¸c 
r»ng c¸c chñng vi khuÈn −a kiÒm sinh proteaza 
kiÒm trong ®iÒu kiÖn nu«i cÊy ch×m, chóng t«i 
sö dông b×nh tam gi¸c cã dung tÝch 250 ml víi 
l−îng m«i tr−êng ®−a vµo lµ 50 ml, l¾c trªn m¸y 
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l¾c trßn, tèc ®é 200 vßng/phót ë nhiÖt ®é 
28÷30°C trong 48 giê. L−îng gièng ®−a vµo lµ 

2% theo thÓ tÝch dÞch lªn men. KÕt qu¶ ®−îc 
tr×nh bµy ë b¶ng 6. 

B¶ng 6 

 Kh¶ n¨ng sinh tæng hîp proteaza kiÒm cña c¸c chñng vi khuÈn −a kiÒm  
®· ph©n lËp ®−îc trong m«i tr−êng nu«i cÊy ch×m 

Kh¶ n¨ng sinh proteaza 
(D-d) mm 

Kh¶ n¨ng sinh proteaza 
(D-d) mm Chñng 

16 giê 36 giê 48 giê 
Chñng 

16 giê 36 giê 48 giê 

CT1-1 2 2 5 CT1-2 0 0 10 

CT1-3 0 0 0 CT3-2 0 0 0 

CT3*-4 0 5 8 MC-1 0 3 7 

MC-3 8 15 20 QL-1 0 10 15 

VC-1 0 0 9 VM-1 0 0 0 

CL3-1 5 10 10 CL3-4 0 0 0 

CL3-5 0 15 15 SS-4 0 10 10 

SS-5 0 0 0 SS-6 0 0 10 

BL-1 10 15 20 

§S-3 10 15 15 
CL-2 0 0 0 

 
Qua sè liÖu t¹i b¶ng 6, chóng t«i thu ®−îc 

8 chñng chÞu kiÒm vµ cã kh¶ n¨ng sinh tæng 
hîp proteaza cao: SS-4, SS-6, §S-3, BL-1, 
CL3-1, CL3-5, MC-3 vµ QL-1.  

Vi sinh vËt ®−îc ph©n ra lµm hai lo¹i: cã 
nguån gèc biÓn vµ kh«ng cã nguån gèc biÓn. 
Lo¹i cã nguån gèc biÓn th−êng cã kh¶ n¨ng 
chÞu muèi cao. Tuy nhiªn, nhiÒu chñng vi 
sinh vËt kh«ng cã nguån gèc biÓn nh−ng vÉn 
cã kh¶ n¨ng thÝch nghi tèt khi sèng trong 
m«i tr−êng biÓn. Ngoµi kh¶ n¨ng chÞu muèi 
cao, nh÷ng chñng nµy cßn cã kh¶ n¨ng chÞu 
®−îc nhiÖt ®é cao, nång ®é O2 kh¸ thÊp vµ 
trong mét sè tr−êng hîp v« cïng −a kiÒm 
[11]. 

Dùa vµo kh¶ n¨ng chÞu muèi, Kushner [9] 
ph©n lo¹i vi sinh vËt nh− sau: Kh«ng −a mÆn, 
ph¸t triÓn tèt trong m«i tr−êng cã nång ®é 
muèi < 0,2 M; −a mÆn kh«ng ®¸ng kÓ, ph¸t 
triÓn tèt ë nång ®é muèi tõ 0,2÷00,5 M; h¬i 
−a muèi (trung b×nh), ph¸t triÓn tèt trong m«i 
tr−êng mµ nång ®é muèi tõ 0,5÷2,5 M; −a 
mÆn, ph¸t triÓn tèt khi nång ®é muèi ®¹t 
1,5÷4 M vµ cùc kú −a mÆn, ph¸t triÓn tèt khi 
nång ®é muèi tõ 2,5÷5,2 M (b/o hßa). 

§Ó so s¸nh c¸c chñng ®/ tuyÓn chän ®−îc, 
kÕt qu¶ nghiªn cøu kh¶ n¨ng ph¸t triÓn, sinh 
proteaza vµ chÞu mÆn cña chóng ®−îc tr×nh bµy 
ë c¸c b¶ng 7 vµ 8. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

H×nh 1. Vßng ph©n gi¶i cazein cña chñng MC-1 
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B¶ng 7 

 Kh¶ n¨ng ph¸t triÓn vµ sinh proteaza trong m«i tr−êng kiÒm cña  
c¸c chñng vi khuÈn ®· tuyÓn chän ®−îc 

Chñng MC-3 QL1-1 CL3-1 CL3-5 

Ho¹t ®é proteaza (®v/ml) 5,346 3,564 4,158 2,673 

§é pH sau lªn men 8,450 8,210 7,890 8,070 

CFU/ml 5,3.1012 7.1010 1,6.1012 3.1012 

Chñng SS-4 SS-6 BL-1 §S-3 

Ho¹t ®é proteaza(®v/ml) 1,012 1,134 4,752 2,970 

§é pH sau lªn men 7,670 7,920 8,16 8,170 

CFU/ml 1.109 3,5.109 4,9.1011 4.1012 

B¶ng 8 

 Kh¶ n¨ng chÞu mÆn cña c¸c chñng vi khuÈn ®· tuyÓn chän ®−îc 

Chñng §S-3 QL1-1 BL-1 CL3-1 CL3-5 MC-3 SS-4 SS-6 

CFU/ml 7.104 10 15.103 5.103 6.103 3.104 0 1 

KÕt qu¶ trªn cho thÊy c¶ 8 chñng ®Òu cã kh¶ 
n¨ng ph¸t triÓn trªn m«i tr−êng kiÒm tèt, trong 
®ã chñng MC-3 ph¸t triÓn vµ cho ho¹t tÝnh 
proteaza kiÒm cao nhÊt; c¸c chñng MC-3 vµ §S-
3 chÞu mÆn tèt nhÊt; cßn 2 chñng SS-4 vµ SS-6 
l¹i chÞu mÆn kÐm. Chñng MC-3 lµ chñng −a 
kiÒm, cã kh¶ n¨ng chÞu mÆn tèt nhÊt vµ sinh 
tæng hîp proteaza cao; v× vËy, chñng MC-3 ®−îc 
chän ®Ó nghiªn cøu s¶n xuÊt proteaza chÞu kiÒm, 
chÞu mÆn. 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 2. H×nh d¹ng tÕ bµo cña chñng vi khuÈn 
MC-3 (x15.000) 

III. KÕt luËn 

1. KÕt qu¶ nghiªn cøu thµnh phÇn vµ sè 
l−îng c¸c nhãm vi sinh vËt trong n−íc biÓn cña 
VÞnh B¾c Bé cho thÊy hÇu hÕt c¸c mÉu n−íc 
biÓn ®Òu cã vi khuÈn hiÕu khÝ tõ 10 ®Õn 4.105 
CFU/ml; vi khuÈn kþ khÝ, x¹ khuÈn vµ nÊm mèc 
Ýt h¬n vµ Ýt nhÊt lµ nÊm men. 

2. KÕt qu¶ nghiªn cøu vi khuÈn −a kiÒm cho 
thÊy sè l−îng còng nh− h×nh th¸i vµ mµu s¾c cña 
c¸c chñng −a kiÒm ®a d¹ng vµ phong phó. Trong 
sè 50 chñng vi khuÈn nhËn ®−îc, cã 3 chñng 
ph¸t triÓn rÊt tèt trªn m«i tr−êng kiÒm, 27 chñng 
ph¸t triÓn tèt, 10 chñng ph¸t triÓn trung b×nh vµ 
10 chñng ph¸t triÓn yÕu.  

3. §/ tuyÓn chän ®−îc 8 chñng vi khuÈn 
(SS-4, SS-6, DS-3, BL-1, CL3-1, CL3-5, MC-3 
vµ QL-1) −a kiÒm (pH = 10) vµ −a mÆn (NaCl = 
20%). Chñng vi khuÈn MC-3 cã kh¶ n¨ng sinh 
tæng hîp proteaza kiÒm cao nhÊt. 
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Study on alkalophilic and halophilic microorganisms in the  
sea waters of northern Vietnam gulf 

Le Gia Hy, Lai Thanh Tung, Pham Thi Bich Hop 

Summary 

The use of enzymes in industry and food process has been extended rapidly. Proteases are used in many 
industrial applications, such as detergent production, milk processing, fish sauce production etc. Especially, 
the alkaline and saline-stable enzymes as complement into detergents for sea and brackish-water areas are of 
great interest. Therefore, studies on the distribution of alkalophilic and halophilic bacteria in the sea and 
coastal areas, screening of the desired strains and optimization of the enzyme production conditions are 
necessary. 

The results of this study showed that samples collected from the Northern Vietnam gulf and coastal areas 
contained mainly aerobic bacteria at the concentrations up to 4.105 CFU/ml. Other groups, including 
anaerobic bacteria, actinomycetes and fungi were present at lower concentrations. Yeasts were found with the 
lowest count. The morphological and physiological characteristics of the isolates have been studied and the 
results indicated to the great diversity of our marine microflora. Fifty bacteria were tested for the ability to 
grow in alkaline media, where 3 strains grew very well and other 27 strains grew well. The rest showed poor 
to normal growth. Eight bacteria (SS-4, SS-6, DS-3, BL-1, CL3-1, CL3-5, MC-3 and QL-1) were topped for the 
tolerance of alkaline (pH = 10) and saline conditions (NaCl 20%). Of them, the strain MC-3 was selected for 
further study on the production of alkaline protease. 
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