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TÓM TẮT
Cắt mạch chitosan bằng tác nhân sinh học đặc biệt là sử dụng vi khuẩn đang ngày càng được quan tâm 

vì tính an toàn và thân thiện với môi trường. Bài báo này trình bày kết quả phân lập và định danh một số chủng 
vi khuẩn có khả năng phân giải chitosan từ vỏ lột tôm xác. Kết quả phân lập thu được 18 chủng vi khuẩn, trong 
số đó 3 chủng S3.3V; S4.2T; S5.2V có khả năng cắt mạch chitosan mạnh. Kết quả định danh bằng phương 
pháp giải trình tự gen 16S rRNA đã xác định S3.3V, S4.2T và S5.2V lần lượt là Shewanella chilikensis (tỷ lệ 
tương đồng 100%), Sphingobacterium mizutaii (tỷ lệ tương đồng 99%) và Macrococcus armenti (tỷ lệ tương 
đồng 100%).

Từ khoá: Cắt mạch chitosan, chitosan phân tử lượng thấp, vỏ tôm lột xác

ABSTRACT
The degradation of chitosan using biological agents, especially bacteria, has been increasingly 

receiving attention because of its safety and environmental friendliness. This paper presents the isolation and 
identifi cation of some bacterial strains from moulted shrimp shells that could be used to degrade chitosan. 
There were 18 bacterial strains isolated. Three of them, S3.3V, S4.2T, and S5.2V strains, had the strong 
chitosan degradation ability. The 16S rRNA gene sequencing method indicated that S3.3V, S4.2T, and S5.2V 
were Shewanella chilikensis (similarity ratio: 100%), Sphingobacterium mizutaii (similarity ratio: 99%) and 
Macrococcus armenti (similarity ratio: 100%), respectively. 
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Chitosan phân tử lượng thấp thường có khả 

năng kháng khuẩn, kháng nấm, chống oxy hóa 
cao, do đó chúng được ứng dụng trong nhiều 
lĩnh vực khác nhau [1, 2, 3]. Chitosan phân tử 
lượng thấp có thể được tạo ra từ quá trình cắt 
mạch chitosan có phân tử lượng cao hơn với 
các tác nhân cắt mạch hóa học (HCl, H2SO4, 
H2O2,…), tác nhân vật lý (tia gamma, vi sóng, 
sóng siêu âm), hoặc tác nhân sinh học (enzyme, 
vi khuẩn,…) [4, 5]. Các tác nhân hóa-lý có ưu 
điểm là hiệu quả cao và dễ áp dụng để sản xuất 
ở quy mô lớn. Tuy nhiên, sản phẩm thu được có 
tính ổn định về chất lượng chưa cao. Hơn nữa, 
sản phẩm có thể chứa hóa chất chưa phản ứng 
hết và nguy cơ cao gây ô nhiễm môi trường do 
chất thải từ quá trình sản xuất. Trong khi đó, sử 

dụng các tác nhân sinh học sẽ an toàn hơn với 
môi trường và người lao động, đồng thời sản 
phẩm thường có độ tinh sạch cao. 

Các công bố trước đây cho thấy, tác nhân 
sinh học thường sử dụng trong cắt mạch 
chitosan là chitosanase, chitinase [6, 7, 8] vi 
khuẩn [9] hoặc vi nấm [10]. Trong đó, vi khuẩn 
là tác nhân được sử dụng nhiều cho quá trình 
cắt mạch chitin/chitosan. Một số chủng vi khuẩn 
sử dụng cắt mạch chitosan đã được nghiên cứu 
như Bacillus sp. [11], hoặc vi khuẩn thuộc chi 
Janthinobacterium [12]. Tốc độ cắt mạch chitin/
chitosan có mối tương quan với sự đa dạng của 
hệ vi khuẩn [13]. Bên cạnh đó, các yếu tố như 
nhiệt độ, độ pH hoặc giai đoạn sinh trưởng của 
vi sinh vật có tác động quan trọng đến quá trình 
phân huỷ chitin/chitosan [14, 15, 16]. Trong các 
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hệ sinh thái, vi khuẩn [14, 17] hoặc vi sinh vật, 
vi nấm trên vỏ của động vật giáp xác [18] được 
xem là tác nhân của quá trình phân huỷ chitin. 
Theo Vrba và cộng sự (1994), các enzyme được 
giải phóng trong quá trình lột xác của động vật 
giáp xác cũng được xem là nguồn enzyme phân 
huỷ chitin/chitosan [19]. Tuy nhiên, các số liệu 
chứng minh quá trình giải phóng enzyme từ hệ 
vi sinh này vẫn chưa rõ ràng.

Trong nghiên cứu này, lần đầu tiên các 
chủng vi khuẩn có khả năng cắt mạch chitosan 
từ vỏ tôm lột xác được phân lập, xác định hình 
thái và định danh từ đó định hướng sử dụng 
trong các nghiên cứu cắt mạch chitosan trạng 
thái rắn ở quy mô phòng thí nghiệm.
II. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG 
PHÁP NGHIÊN CỨU

1. Nguyên vật liệu 
Mẫu vỏ tôm lột xác được thu nhận 3 đợt 

từ các ao nuôi tôm đáy bạt thuộc trại Chính 
Mỹ (xã Ninh Phú, thị xã Ninh Hòa, tỉnh 
Khánh Hòa) ở thời điểm nuôi tôm các tháng 
3, 8, 10/2022. Các mẫu vỏ tôm lột xác được 
thu nhận khi xi-phông từ ao nuôi tôm thẻ chân 
trắng và được bảo quản trong các túi thu mẫu ở 
4oC, vận chuyển đến phòng thí nghiệm và tiến 
hành thí nghiệm. 

Chitosan sử dụng trong thí nghiệm có dạng 
bột, Mw 380 – 410 kDa, độ deacetyl 80 - 85%, 
kích thước 35 mesh size, độ nhớt 430 – 440 
mPa.s được sản xuất từ vỏ tôm thẻ chân trắng 
theo quy trình của Trang Sĩ Trung và cộng sự, 
2020 [20]. Chitosan được bảo quản ở 4 ÷ 8oC 
trong điều kiện chân không. Các hoá chất, môi 
trường nuôi cấy sử dụng trong nghiên cứu đạt 
tiêu chuẩn sử dụng cho phân tích.

2. Phương pháp nghiên cứu
2.1. Phân lập chủng vi khuẩn có hoạt tính 

phân giải chitosan 
Cân 2,5 g mẫu vỏ tôm lột xác cho vào bình 

chứa 50 mL môi trường lỏng chọn lọc chứa 
chitosan (0,5%) với thành phần gồm: KH2PO4 
2g/l; (NH4)2SO4 4,2g/l; Urea 0,2g/l; CaCl2.2H2O 
0,3g/l; MgSO4. 7H2O 0,3g/l; pepton 1g/l; 
chitosan 5g/l; Tween 80 2g/l; 2% v/v dịch vi 
lượng [0,5% FeSO4. 7H2O; 0,16% MnSO4. 
H2O; 0,14% ZnSO4. 7H2O; 0,2% CoCl2]; pH 7 

và lắc dịch nuôi cấy với tốc độ 150 vòng/phút 
trong 72 giờ ở 37oC để tăng sinh các chủng vi 
khuẩn có hoạt tính phân giải chitosan. Sau nuôi 
cấy tăng sinh, mẫu này được sử dụng để phân 
lập vi khuẩn trên môi trường Luria Bertani Agar 
(LB - Agar: Casein 10g/l; Cao nấm men 5g/l; 
NaCl 10g/l; Agar 1,5% (w/v)) nhằm lựa chọn 
các khuẩn lạc có khả năng phát triển mạnh. Các 
khuẩn lạc đã lựa chọn được cấy ria trên cùng 
loại môi trường phân lập nhằm từng bước làm 
thuần các khuẩn lạc vi khuẩn [21, 22].

2.2. Tuyển chọn chủng vi khuẩn có hoạt tính 
enzyme phân giải chitosan 

Các khuẩn lạc phân lập được từ vỏ tôm lột 
xác được tuyển chọn thông qua khả năng sinh 
chitosanase và khả năng cắt mạch chitosan ở 
trạng thái rắn trong môi trường dịch thể. 

+ Thu nhận dịch enzyme thô: 
Khuẩn lạc vi khuẩn sau làm thuần được 

nuôi cấy tăng sinh trong môi trường lỏng chứa 
chitosan (mục 2.1) ở 37oC. Sau 72 giờ, dịch 
nuôi cấy vi khuẩn được lọc và ly tâm 4oC, 
5000rmp/15 phút trên thiết bị ly tâm HERMLE 
Z326K để thu dịch enzyme thô.

+ Phương pháp xác định chủng có hoạt tính 
enzyme chitosanase

Các đĩa thạch (gồm agar 1,5%, chitosan 
0,5%) được chuẩn bị sẵn. Đục giếng có kích 
thước lỗ 5mm trên đĩa thạch và nhỏ 50µl dịch 
enzyme thô đã chuẩn bị vào giếng, ủ đĩa trong 
3 giờ cho dịch khuyếch tán đều xung quanh 
giếng thạch. Vùng trong suốt xuất hiện xung 
quanh giếng thạch được xác định là vùng đã 
xảy ra quá trình thủy phân chitosan. Quan sát 
và đo kích thước vòng phân giải chitosan xung 
quanh giếng thạch để đánh giá khả năng sinh 
enzyme chitosanase của các chủng phân lập 
[23]. Kích thước vòng phân giải chitosan của 
các chủng phân lập được tính theo công thức.

K = (D-d)
Trong đó: K là kích thước vòng phân giải 

(mm); D là đường kính vòng trong suốt (mm); 
d là đường kính giếng thạch (mm) 

+ Xác định khả năng cắt mạch chitosan của 
chủng vi khuẩn phân lập

Chủng vi khuẩn có hoạt tính chitosanase đã 
xác định ở trên là các khuẩn lạc có khả năng 
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cắt mạch chitosan. Để thử nghiệm khả năng cắt 
mạch chitosan, 10 mL dịch enzyme thô được 
bổ sung vào bình chứa 5g chitosan + 85 mL 
nước cất và tiến hành ủ ở 37oC trong 12 giờ. 
Sau cắt mạch, phần rắn chitosan được thu hồi 
sau đó rửa sạch, sấy khô và đo độ nhớt biểu 
kiến để xác định mức độ suy giảm độ nhớt 
chitosan sau cắt mạch so với mẫu chitosan ban 
đầu. Mẫu đối chứng (control) được tiến hành 
tương tự như mẫu có dịch enzyme nhưng 10 
mL dịch enzyme thô được thay bằng 10 mL 
nước cất. Mức độ suy giảm độ nhớt của mẫu 
chitosan sau cắt mạch so với chitosan ban đầu 
được tính theo công thức:

Trong đó: A là mức độ suy giảm độ nhớt của 
chitosan cắt mạch bằng dịch enzyme thô (%), 
Vo là độ nhớt biểu kiến của chitosan ban đầu 
(mPa.s), Vx là độ nhớt biểu kiến của chitosan 
sau cắt mạch (mPa.s).

2.3. Định danh chủng vi khuẩn tuyển chọn
+ Xác định sơ bộ hình thái và test sinh hóa 

của chủng tuyển chọn
Các khuẩn lạc tuyển chọn được xác định 

hình thái thông qua phương pháp nhuộm Gram 
và thực hiện một số test hóa sinh catalase, 
oxidase, indol, lên men glucose, H2S, urea để 
xác định sơ bộ tính chất của vi khuẩn.

+ Định danh chủng bằng giải trình tự gen 
16S rRNA

Khuẩn lạc tuyển chọn được định danh bằng 
sinh học phân tử thông qua đoạn gen 16S rRNA. 
Kết quả giải trình tự gen nhận được từ Công ty 
TNHH DV TM Nam Khoa, sử dụng phần mềm 
Geneious 2019 và so sánh độ tương đồng của 
trình tự trên ngân hàng dữ liệu NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) bằng 
chương trình BLAST. 

3. Phương pháp phân tích chitosan
Độ nhớt biểu kiến chitosan được xác định 

bằng nhớt kế Brookfi eld [5]. Hàm lượng 
khoáng, protein của chitosan được xác định 
theo phương pháp của AOAC (1990) [24]. 
Độ deacetyl của chitosan được xác định theo 
phương pháp của Tao và cộng sự (2008) [2]. 
Khối lượng phân tử chitosan được xác định 
bằng phương pháp nội suy từ độ nhớt nội [25].

4. Phương pháp xử lý số liệu
Số liệu báo cáo là kết quả trung bình của 

3 lần phân tích và được xử lý sai số thống kê 
bằng phần mềm SPSS. Các đồ thị được vẽ bằng 
phần mềm OriginPro 8.0.
III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

1. Kết quả phân lập chủng vi khuẩn có 
hoạt tính cắt mạch chitosan

Hệ vi khuẩn bám trên vỏ tôm trong ao đáy 
bạt phụ thuộc chủ yếu vào nguồn nước ao nuôi, 
thức ăn và chế phẩm vi sinh sử dụng cho ao 
nuôi. Vì vậy, mẫu thí nghiệm phân lập vi khuẩn 
được thu nhận 3 đợt theo các vụ nuôi tôm trong 
năm để có thể thu được hệ vi khuẩn đa dạng 
trong môi trường nuôi. 

Trong môi trường nuôi cấy lỏng chọn lọc 
chứa chitosan, các vi khuẩn có khả năng cắt 
mạch chitosan được ưu tiên phát triển. Khi 
phân lập trên môi trường LB - Agar, các khuẩn 
lạc có hình thái khác nhau được làm thuần. Kết 
quả thí nghiệm đã phân lập và làm thuần được 
18 khuẩn lạc vi khuẩn từ dịch nuôi cấy lỏng 
chọn lọc của 3 đợt thu mẫu (đợt 1 thu được 5 
khuẩn lạc, đợt 2 thu được 4 khuẩn lạc, đợt 3 thu 
được 9 khuẩn lạc). Đặc điểm các vi khuẩn phân 
lập được thể hiện ở Bảng 1. 

Bảng 1. Đặc điểm các khuẩn lạc vi khuẩn phân lập từ 3 mẫu vỏ tôm lột xác

STT Mã hóa 
khuẩn lạc 

Đặc điểm hình thái khuẩn lạc 
sau 72h nuôi cấy Hình thái tế bào Nhuộm 

Gram

1 S3.1V Khuẩn lạc tròn, >5 mm, bìa nguyên, 
màu vàng nhạt Hình que ngắn, dạng đơn G-

2 S3.1T Khuẩn lạc tròn, <1 mm bìa nguyên, 
màu trắng sữa Hình que ngắn, có bào tử G+

3 S3.2V Khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, màu nâu 
nhạt, trong suốt Hình que dài, mảnh G-
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STT Mã hóa 
khuẩn lạc 

Đặc điểm hình thái khuẩn lạc 
sau 72h nuôi cấy Hình thái tế bào Nhuộm 

Gram

4 S3.2T Khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, 
màu trắng đục Hình que ngắn, dạng đơn/đôi G-

5 S3.3V Khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, màu nâu Hình que ngắn, dạng đơn G-

6 S4.1V Khuẩn lạc tròn, <1mm, bìa nguyên, 
màu vàng nhạt Hình que ngắn, dạng đơn G-

7 S4.1T Khuẩn lạc tròn, < 1mm, bìa nguyên, 
màu trắng đục Hình cầu nhỏ, dạng đôi G+

8 S4.2T Khuẩn lạc tròn, > 5mm bìa nguyên, 
màu vàng

Hình que ngắn, to, 2 đầu tròn, 
dạng đơn hoặc đôi G-

9 S4.2V Khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, 
màu vàng nhạt Hình que ngắn, dạng đơn G-

10 S5.1V Khuẩn lạc tròn, < 1mm bìa nguyên. Hình que ngắn, dạng đơn/đôi G-

11 S5.1T Khuẩn lạc tròn, < 1mm, bìa nguyên, 
màu trắng sữa Hình que ngắn, dạng đơn G-

12 S5.2V Khuẩn lạc tròn, < 1mm, bìa nguyên, 
màu vàng

Hình cầu, dạng đơn 
hoặc đôi G+

13 S5.2T Khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, 
màu trắng đục Hình cầu nhỏ, dạng đơn G+

14 S5.3V Khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, màu nâu Hình que ngắn, dạng đơn G-

15 S5.3T Khuẩn lạc tròn, < 1mm, bìa nguyên, 
trắng đục Hình que ngắn, dạng đơn G-

16 S5.4T Khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, 
màu trắng đục Hình que dài, mảnh dạng đơn G-

17 S5.4V Khuẩn lạc tròn, >5mm, bìa nguyên,
màu nâu Hình que dài, dạng đơn G-

18 S5.5T Khuẩn lạc tròn, bìa hơi lài, màu trắng 
đục Hình que ngắn, dạng đơn/đôi G+

Như vậy, trên mẫu vỏ tôm thu nhận trong 
vụ nuôi tôm tháng 10 phân lập được nhiều 
khuẩn lạc vi khuẩn hơn so với vụ nuôi tháng 
3 và tháng 8. Chứng tỏ, hệ vi sinh vật trong ao 
nuôi tôm tháng 10 phong phú hơn so với các 
tháng khác trong năm. Qua 3 đợt mẫu thu nhận 
được 13/18 khuẩn lạc vi khuẩn thuộc nhóm 
Gram (-), đa số tế bào dạng hình que, có dạng 
khuẩn lạc tròn, trơn bóng điều này cho thấy sự 
đa dạng của các vi khuẩn trong mẫu ban đầu, 
đồng thời là nguồn phong phú để thực hiện các 
thử nghiệm tiếp theo. 

2. Kết quả tuyển chọn chủng vi khuẩn có 
hoạt tính enzyme cắt mạch chitosan 

2.1. Sàng lọc chủng vi khuẩn có khả năng 
phân giải chitosan 

18 chủng vi khuẩn thử nghiệm được nuôi 

cấy trong môi trường lỏng với cơ chất cảm 
ứng chitosan để sinh ra enzyme chitosanase 
(nếu có). Trong thí nghiệm, dịch ly tâm chứa 
enzyme thô sẽ khuếch tán ra xung quanh giếng 
thạch, thủy phân chitosan trong đĩa thạch tạo 
vòng phân giải (vòng trong suốt). Thí nghiệm 
đo kích thước vòng phân giải sẽ đánh giá 
được hoạt tính chitosanase của các chủng thử 
nghiệm. Kích thước vòng phân giải chitosan 
của dịch nuôi cấy các chủng phân lập thể hiện 
trên Bảng 2.

Kết quả cho thấy, đường kính vòng phân 
giải chitosan của 18 chủng vi khuẩn dao động 
từ 4,1 – 28,5 mm trong đó đường kính vòng 
phân giải của các chủng S3.3V, S4.2T, S5.2V 
có kích thước lần lượt là 22,9; 28,5 và 24,4 
mm. Đường kính vòng phân giải của chủng 



Tạp chí Khoa học - Công nghệ Thủy sản, Số 4/2023

TRƯỜNG ĐẠI HỌC NHA TRANG • 49

S3.2T có kích thước nhỏ nhất là 4,1 mm. Các 
chủng có kích thước vòng phân giải >20 mm 
được đánh giá là chủng có khả năng phân giải 
chitosan mạnh. Theo Lê Thị Mai và cộng sự 
2020, chủng Bacillus thuringiensis phân lập từ 
mẫu đất thu nhận được, vòng phân giải cũng có 
kích thước từ 11 đến 20 mm [26]. 

Như vậy S3.3V, S4.2T và S5.2V là các 
chủng vi khuẩn có hoạt tính phân giải chitosan 
mạnh nhất trong số 18 chủng phân lập, do vậy 
các chủng này được kỳ vọng có khả năng thủy 
phân chitosan tốt nhất nên được sử dụng cho 
các thí nghiệm tiếp theo.

2.2. Kết quả xác định khả năng cắt mạch 
chitosan của chủng vi khuẩn phân lập 

Trong môi trường chứa chitosan là nguồn 
carbon duy nhất, vi khuẩn thường tiết ra các 
enzyme ngoại bào nhằm mục đích cắt liên kết 
β - (1-4) - glycosidic hình thành nên các đơn 

phân  β - D - glucosamine để sử dụng. Quá trình 
cắt đứt các liên kết β - (1-4) - glycosidic sẽ làm 
giảm khối lượng phân tử chitosan từ đó làm 
giảm độ nhớt biểu kiến của chúng [5]. Do vậy, 
sự suy giảm độ nhớt biểu kiến sau quá trình cắt 
mạch là thông số để xác định mức độ cắt mạch 
chitosan của các chủng vi khuẩn.

Kết quả Bảng 2 cho thấy, các chủng vi khuẩn 
đã phân lập từ vỏ tôm đều có khả năng cắt mạch 
chitosan do đều tạo ra vòng phân giải chitosan 
với kích thước khác nhau. Tuy nhiên cần tuyển 
chọn, xác định chủng vi khuẩn có khả năng cắt 
mạch chitosan mạnh nhất thông qua quá trình 
cắt mạch chitosan ở trạng thái rắn. Kết quả xác 
định độ nhớt biểu kiến chitosan sau cắt mạch 
được thể hiện ở Hình 1.

Kết quả Hình 1 cho thấy độ nhớt chitosan 
sau cắt mạch dao động trong khoảng145 – 390 
mPa.s (giảm 10 – 67 % so với mẫu đối chứng 

Bảng 2. Kích thước vòng phân giải chitosan của các khuẩn lạc phân lập

Ký hiệu 
chủng

Kích thước vòng 
phân giải
(D -d) mm

Ký hiệu 
chủng

Kích thước vòng 
phân giải
(D -d) mm

Ký hiệu 
chủng

Kích thước vòng 
phân giải
(D -d) mm

S3.1V 6,4 ± 4,5 S4.1 T 6,7 ± 2,2 S5.2T 14,4 ± 3,7
S3.1T 8,5 ± 03 S4.2 V 5,8 ± 3,1 S5.3V 11,5 ± 1,6
S3.2V 5,3 ± 4.1 S4.2T 28,5 ± 5,3 S5.3T 13,7 ± 0,7
S3.2T 4,1 ± 3,5 S5.1V 7,5 ± 2,5 S5.4T 12,4 ± 2,5
S3.3V 22,9 ± 3,1 S5.1 T 8,3 ± 3,6 S5.4V 12,5 ± 2,6
S4.1V 8,4 ± 3,2 S5.2 V 24,4 ± 6,2 S5.5T 12,4 ± 4,1

Hình 1. Độ nhớt chitosan sau cắt mạch bằng dịch enzyme thô thu nhận từ các chủng vi khuẩn phân lập.
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(mẫu chitosan đối chứng có độ nhớt 435 mPa.s). 
Trong 18 vi khuẩn thử nghiệm có 6 chủng 
(S5.3V; S5.3T; S5.2T; S5.2V; S4.2T và S3.3V) 
có khả năng cắt mạch chitosan mạnh với mức độ 
suy giảm độ nhớt đạt trên 50% so với đối chứng.

Độ nhớt của các mẫu chitosan cắt mạch bằng 
các chủng S5.3V, S5.3T, S5.2T đạt lần lượt là 
196, 195, 197mPa.s và không có sự khác biệt 
về mặt thống kê (p<0,05). Tuy nhiên, chitosan 
cắt mạch bằng các chủng S3.3V, S4.2T và 
S5.2V có mức suy giảm độ nhớt cao hơn, độ 
nhớt chitosan sau cắt mạch đạt lần lượt là 147, 
145, 151 mPa.s (giảm 66,2; 66,7; 65,3% so với 
đối chứng). Kết quả này cũng phù hợp với thí 
nghiệm sàng lọc xác định vòng phân giải. Đây 

đều là các chủng vi khuẩn cho kích thước vòng 
phân giải chitosan >20mm. 

Như vậy, S3.3V, S4.2T và S5.2V thu nhận 
từ 3 đợt phân lập là các chủng vi khuẩn có khả 
năng cắt mạch chitosan mạnh. Tất cả 3 chủng 
vi khuẩn trên sẽ được lựa chọn để thực hiện các 
đánh giá về hình thái tế bào, khả năng bắt màu 
gram, test hoá sinh và định danh bằng kỹ thuật 
giải trình tự gen 16S rRNA. 

3. Kết quả xác định hình thái và định 
danh vi khuẩn bằng phương pháp giải trình 
tự gen 16S rRNA.

Kết quả đặc điểm hình thái tế bào và một 
số test sinh hóa của khuẩn lạc tuyển chọn được 
thể hiện trong Bảng 3 và Hình 2.

Bảng 3. Hình thái tế bào và một số test sinh hóa của chủng tuyển chọn

Khuẩn lạc Hình thái tế bào (x100) Test hóa sinh sơ bộ
Catalase Oxidase Indol Glucose Urea H2S

S3.3V Hình que ngắn mảnh, 
dạng đơn + + - + + +

S4.2T Hình que ngắn, to, 2 đầu 
tròn, dạng đơn hoặc đôi + + - + - +

S5.2V Hình cầu đơn/đôi + - - + + -

Hình 2. Hình thái nhuộm Gram của 3 chủng vi khuẩn dưới kính hiển vi quang học (vật kính x100).Hình 2. Hình thái nhuộm Gram của 3 chủng vi khuẩn dưới kính hiển vi quang học (vật kính x100).

Chủng S3.3V là vi khuẩn Gram âm, tế bào 
hình que ngắn, khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, màu 
nâu, tổng hợp được enzyme catalase, oxidase, 
dương tính với các test glucose, urea, H2S và âm 
tính với test indol. S4.2T là vi khuẩn Gram âm, 
khuẩn lạc tròn, bìa nguyên, màu vàng, tế bào vi 
khuẩn có hình que ngắn, 2 đầu tròn, dạng đơn 
hoặc đôi, có khả năng sinh catalase, oxidase, 
dương tính với glucose, H2S nhưng âm tính với 
indol, urae. S5.2V là vi khuẩn Gram dương, tế 
bào hình cầu, dương tính với catalase, glucose, 
urea nhưng âm tính với oxidase, indol và H2S. 

Theo hệ thống phân loại vi khuẩn của Bergey’s 
(1994), chủng S3.3V là chủng vi khuẩn mang 
nhiều đặc điểm hình thái và sinh hoá giống 
với các chủng vi khuẩn thuộc chi Shewanella, 
chủng S4.2T mang nhiều đặc điểm hình thái và 
sinh hoá giống với các chủng vi khuẩn thuộc chi 
Sphingobacterium, chủng S5.2V mang nhiều 
đặc điểm hình thái và sinh hoá giống với các 
chủng vi khuẩn thuộc chi Macrococcus [27].

Kết quả giải trình tự gen 16S rRNA và so 
sánh độ tương đồng trên Genbank được thể 
hiện trong Hình 3.
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Từ kết quả giải trình tự gen 16S rRNA 
(Hình 3) của 3 chủng vi khuẩn cho thấy: chủng 
S3.3V có độ tương đồng 100% với chủng vi 
khuẩn Shewanella chilikensis; chủng S4.2T 
có độ tương đồng 99% với chủng vi khuẩn 
Sphingobacterium mizutaii và chủng S5.2V 
có độ tương đồng 100% với chủng vi khuẩn 
Macrococcus armenti.
IV. KẾT LUẬN

Nghiên cứu này đã phân lập và tuyển chọn 
được 18 chủng vi khuẩn có khả năng cắt mạch 
chitosan từ vỏ tôm lột xác tại ao nuôi tôm thẻ 
chân trắng. Bằng phương pháp xác định hoạt 
tính chitosanase và xác định khả năng cắt 
mạch chitosan cho thấy 3 chủng S3.3V; S4.2T; 

S5.2V có khả năng cắt mạch chitosan mạnh 
nhất. Độ nhớt chitosan sau cắt mạch giảm lần 
lượt là 66,2; 67,7 và 65,3% so với đối chứng. 
Kết quả định danh bằng kỹ thuật giải trình tự 
gen 16S rRNA đã khẳng định các chủng S3.3V 
có mức độ tương đồng 100% với Shewanella 
chilikensis; S4.2T có mức độ tương đồng 99% 
với Sphingobacterium mizutaii và S5.2V có 
mức độ tương đồng 100% với Macrococcus 
armenti.
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Hình 3. Kết quả giải trình tự gen 16S rRNA của 3 chủng vi khuẩn (a): S3.3V; (b): S4.2T và (c): S5.2V.
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