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MỞ ĐẦU
Nghề nuôi  tôm biển nói chung và tôm thẻ chân trắng nói riêng hiện nay
đang là ngành sản xuất phát triển nhanh ở nhiều nước trên thế giới trong đó có
Việt Nam. Bên cạnh sự gia tăng cả về diện tích và mật độ nuôi trong những
năm qua, nghề nuôi tôm cũng gặp rất nhiều trở ngại như dịch bệnh và nguồn
nước cho sản xuất bị ô nhiễm mà nguyên nhân chính là thức ăn dư thừa, các vi
sinh vật có hại, hóa chất xử lý nước, kháng sinh, chất thải của tôm. Theo Fung-
Smith, 1998, thức ăn trong nuôi tôm chiếm hơn 50% tổng chi phí sản xuất, tuy
nhiên chỉ có khoảng 25-30% chất dinh dưỡng của thức ăn được chuyển đổi
thành các sản phẩm tôm, và khoảng 70-75% lượng dinh dưỡng còn lại sẽ được
thải ra môi trường nuôi. Hợp chất chứa nitơ vô cơ dưới dạng ammonia hay
nitrite do phân hủy chất thải trong ao nuôi nếu không được xử lý tốt sẽ gây hại
trực tiếp đến động vật thủy sản nuôi và là cơ hội cho các tác nhân gây bệnh như
vi rút, vi khuẩn phát triển. Bên cạnh đó, hóa chất, kháng sinh để xử lý môi
trường ao nuôi và phòng bệnh cũng là nguyên nhân gây ô nhiễm nước và gây
ra nguy cơ kháng thuốc cho động vật nuôi và con người. Một số mặt hàng thủy
sản xuất khẩu sang các thị trường Châu Âu, Nhật Bản, …bị kiểm định nghiêm
ngặt về dư lượng kháng sinh, thậm chí còn bị trả lại. Do đó, cần chọn một giải
pháp thích hợp để giải quyết vấn đề này.
Tại một số nước có ngành nuôi trồng thủy sản phát triển với quy mô công
nghiệp như Mỹ, Nhật, Trung Quốc, Thái Lan,…các biện pháp sinh học như sử
dụng chế phẩm chứa vi sinh vật thay thế cho kháng sinh trong phòng, điều trị
bệnh và hóa chất sử dụng trong suốt chu trình sản xuất đã khẳng định được tính
an toàn và hiệu quả. Các chế phẩm chứa các chủng vi khuẩn có ích dùng trong
thủy sản an toàn với người và động vật, đặc hiệu đối với vật chủ, thích hợp với
các phương pháp phòng trừ khác, thời gian bán hủy ngắn nên không tồn đọng
lâu để gây ô nhiễm môi trường sống, có khả năng tự nhân lên và ức chế các vi
sinh vật gây bệnh cho tôm, cá.
Việc sử dụng biện pháp này cũng phù hợp với hệ thống nuôi trồng thủy
sản khép kín có tỷ lệ trao đổi nước rất thấp, đầu vào được kiểm soát chặt chẽ
và thường được chứa trong không gian nhỏ hơn so với các ao mở truyền thống
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nhằm giảm sử  dụng nước cho sản xuất thuỷ sản ở những nơi cách xa vùng ven
biển đang là một xu hướng cho ngành phát triển [1]. Hai loại hệ thống nuôi
trồng thủy sản khép kín đó là hệ thống nuôi trồng thủy sản tuần hoàn nước
(Recirculation Aquaculture Systems-RAS) và công nghệ biofloc (BF). Trong
đó, FAO và EUROFISH khuyến cáo áp dụng hệ thống RAS. Bởi vì RAS là hệ
thống nuôi mang lại nhiều lợi ích vượt trội như: tiết kiệm nước, tỷ lệ sống cao,
năng suất cao gấp nhiều lần, chất lượng tôm cá được đảm bảo và không gây ô
nhiễm môi trường. Mắt xích quan trọng của hệ thống tuần hoàn RAS chính là
bộ lọc sinh học được tạo ra do vi sinh vật được tích hợp vào giá thể. Vai trò của
chúng đã được chứng minh, việc dùng chế phẩm chứa vi sinh vật trong xử lý
ao nuôi nhằm phân hủy các chất không tiêu hóa được, thức ăn thừa, đặc biệt là
rất thân thiện với môi trường [2].
Ở Việt Nam, công nghệ RAS được ứng dụng vào nuôi thâm canh đang
còn khiêm tốn. Việc ứng dụng công nghệ RAS trong nuôi tôm thẻ chân trắng
công nghiệp hiện nay mới dừng lại ở một số trang trại giống và một số trang
trại có tiềm lực tài chính đầu tư. Tuy nhiên, việc sử dụng các quần thể vi sinh
vật nhằm xử lý ổn định các chỉ số ô nhiễm và tạo môi trường để tôm phát triển
tốt hiện nay chưa được nghiên cứu chuyên sâu dẫn đến năng suất tôm chưa
tương xứng với tổng mức đầu tư, thời gian thu hồi vốn dài. Do vậy, việc nghiên
cứu sàng lọc các chủng vi sinh vật hữu ích ứng dụng trong hệ thống tuần hoàn
nuôi tôm thẻ chân trắng là rất cần thiết cho việc tăng hiệu quả của hệ thống tuần
hoàn RAS tại Việt Nam hiện nay.
Với mong muốn tìm ra những chủng vi sinh vật hữu ích có khả năng làm
sạch môi trường nước nuôi tôm để tăng hiệu quả xử lý nước trong hệ thống
nuôi tôm tuần hoàn, chúng tôi đã thực hiện đề tài: ‟Tuyển chọn các chủng vi
sinh vật hữu ích ứng dụng trong nuôi tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus
vannamei) bằng công nghệ tuần hoàn RAS”.
Mục đích của đề tài
Tuyển chọn được các chủng vi sinh xử lý ô nhiễm nitơ (NH4
+
, NO2
-
, NO3
-
), phosphor, sinh biofilm, chịu pH cao, chịu mặn…để làm chế phẩm xử lý nước
nuôi tôm trong hệ thống tuần hoàn RAS.
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Đối tượng và  phạm vi nghiên cứu
Các chủng Bacillus thuộc bộ chủng vi sinh vật của Công ty Cổ phần
Công nghệ Thuỷ sản AVITECH được sàng lọc và thử nghiệm trên hệ thống
nuôi tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei) bằng công nghệ tuần hoàn
RAS.
Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài nghiên cứu
Hiện nay, ở Việt Nam, công nghệ RAS được ứng dụng vào nuôi thâm
canh đang còn khiêm tốn, chỉ dừng ở đề tài, dự án nghiên cứu và mô hình thử
nghiệm. Việc ứng dụng công nghệ RAS trong nuôi tôm thẻ chân trắng công
nghiệp hiện nay mới dừng lại ở một số trang trại giống và một số trang trại có
tiềm lực tài chính đầu tư. Tuy nhiên, việc sử dụng các quần thể vi sinh vật nhằm
xử lý ổn định các chỉ số ô nhiễm và tạo môi trường để tôm phát triển tốt hiện
nay chưa được nghiên cứu chuyên sâu. Do vậy, việc nghiên cứu sàng lọc các
chủng vi sinh vật hữu ích ứng dụng trong hệ thống tuần hoàn nuôi tôm thẻ chân
trắng là rất cần thiết cho việc tăng hiệu quả của hệ thống tuần hoàn RAS tại
Việt Nam hiện nay.
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CHƯƠNG 1. TỔNG  QUAN NGHIÊN CỨU
1.1. TÌNH HÌNH NUÔI TÔM THẺ CHÂN TRẮNG (Litopenaeus vannamei)
TRÊN THẾ GIỚI VÀ Ở VIỆT NAM
1.1.1. Đặc điểm của tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei)
Phân loại tôm thẻ chân trắng Thái Bình Dương hay còn gọi là tôm thẻ
chân trắng, Litopenaeus vannamei [3]: Ngành Arthropoda, Lớp Giáp xác, Bộ
Decapoda, Họ Penaeidae, Chi Litopenaeus và Loài vannamei [4].
Tôm thẻ chân trắng là loài tôm được nuôi phổ biến nhất (chiếm hơn 70%
các loài tôm he Nam Mỹ) ở Tây bán cầu [5]. Sản lượng tôm thẻ chân trắng chỉ
đứng sau tổng sản lượng tôm sú (Penaeus monodon) nuôi trên thế giới. Tôm
thẻ chân trắng là tôm nhiệt đới, phân bố vùng ven bờ phía Đông Thái Bình
Dương, từ biển Pêru đến Nam Mê-hi-cô, vùng biển Equađo. Hiện nay, tôm thẻ
chân trắng đã được di giống ở nhiều nước Đông Á và Đông Nam Á như Trung
Quốc, Thái Lan, Philippin, Indonexia, Malaixia và Việt Nam. Thành công
thương mại của việc đưa L. vannamei vào châu Á có thể là do các đặc điểm
nuôi trồng thủy sản vượt trội của nó so với Penaeus monodon, loài tôm phổ
biến nhất được nuôi trồng tại Châu Á trước kia, bao gồm: sự sẵn có cao hơn
của các nguồn gen được chọn lọc, tôm bố mẹ thuần dưỡng không có mầm bệnh,
tỷ lệ sống của ấu trùng cao, tốc độ tăng trưởng nhanh hơn, khả năng chống chịu
tốt hơn với mật độ nuôi cao, nhu cầu protein trong khẩu phần thấp hơn, hơn thế
nữa sử dụng hiệu quả protein thực vật trong chế độ ăn công thức, khả năng
thích ứng mạnh hơn với độ mặn thấp, khả năng chống chịu tốt hơn với độc tính
ammonia và nitrite và độ nhạy cảm thấp hơn đối với các mầm bệnh virus
nghiêm trọng lây nhiễm P. monodon [4].
Ở vùng biển tự nhiên, tôm thẻ chân trắng thích nghi sống nơi đáy bùn,
độ sâu khoảng 72 m, có thể sống ở độ mặn trong phạm vi 5 – 50‰, thích hợp
ở độ mặn nước biển 28 – 34‰, pH 7,7 – 8,3, nhiệt độ thích hợp 25 – 28°C, tuy
nhiên chúng có thể sống được ở nhiệt độ 12 – 32°C. Tôm thẻ chân trắng là loài
ăn tạp giống như những loài tôm khác. Song không đòi hỏi thức ăn có hàm
lượng đạm cao như tôm sú. Chúng có tốc độ sinh trưởng nhanh, lớn nhanh hơn
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tôm sú ở  tuổi thành niên. Trong điều kiện tự nhiên từ tôm bột đến tôm cỡ 40
g/con mất khoảng thời gian 180 ngày hoặc từ 0,1 g có thể lớn tới 15 g trong
giai đoạn 90 – 120 ngày.
1.1.2. Ứng dụng tiến bộ khoa học công nghệ trong nuôi tôm
Tổng quan về nghề nuôi tôm trên thế giới hiện nay cho thấy có nhiều
công nghệ nuôi tôm tiên tiến đang được áp dụng khá phổ biến. Các công nghệ
nuôi tiên tiến nhất hiện nay bao gồm: Copefloc, công nghệ nuôi tôm mới sử
dụng hoàn toàn bằng thức ăn tự nhiên; công nghệ nuôi tôm sử dụng thức ăn có
nguồn gốc từ thực vật lên men; Nuôi tôm theo qui trình 3 pha (three-phase)
trong ao; Nuôi tôm raceway siêu thâm canh nhiều tầng (super-intensive stacked
raceway); Semi-biofloc trong nuôi tôm thâm canh; Biofloc trong nuôi tôm siêu
thâm canh; Ương nuôi tôm siêu thâm canh trong hệ thống nước chảy (raceway);
Nuôi tôm siêu thâm canh trong nhà kính. Xu hướng sắp tới, các nhà khoa học
các nước có nghề nuôi tôm phát triển sẽ tiếp tục sử dụng kỹ thuật di truyền
trong nuôi thủy sản, các quy trình nuôi tôm bằng công nghệ sinh học, nuôi tôm
theo quy trình an toàn sinh học, quy trình nuôi tôm trong nhà kính, nghiên cứu
các giải pháp phòng ngừa và xử lý dịch bệnh, phòng chống ô nhiễm môi trường.
Nổi bật nhất là quy trình Biofloc, Copefloc, công nghệ nuôi tuần hoàn.
Ở Việt Nam, thành tựu khoa học công nghệ trong nuôi thủy sản đã có
những tiến bộ vượt bậc, nhất là công nghệ sinh học trong xét nghiệm chẩn đoán
bệnh. Tuy nhiên, Việt Nam còn thiếu mô hình nuôi tôm mang lại hiệu quả kinh
tế cao và bền vững. Tỷ lệ nuôi tôm thành công của Việt Nam chỉ đạt 33%-35%
do môi trường ô nhiễm, nhiều dịch bệnh; trong khi ở Indonesia, Ấn Độ… tỷ lệ
nuôi thành công tới 70% (theo Trung tâm Thông tin và Thống kê Khoa học và
Công nghệ, 2017).
Hiện nay, đối với tôm chân trắng, có nhiều biện pháp kỹ thuật nuôi tiên
tiến từ quãng canh, bán thâm canh, thâm canh và siêu thâm canh. Trong đó, kĩ
thuật nuôi siêu thâm canh tôm chân trắng hiện đã và đang được chú trọng
nghiên cứu và phát triển ở một số quốc gia như Hoa Kỳ, Đài Loan, Indonesia,…
do đây là loài tôm có khả năng chịu đựng và lớn nhanh ở mật độ cao, ít phân
đàn, ít ăn nhau, và thời gian nuôi ngắn. Việc nuôi tôm siêu thâm canh trong nhà
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kín có nhiều  ưu điểm là: (i) Nuôi trong nhà kín nên ít bị tác động của biến đổi
khí hậu, thời tiết, các chỉ số môi trường được duy trì ổn định; (ii) Áp dụng hệ
thống tuần hoàn nên môi trường nước nuôi ổn định, hạn chế sử dụng nước, hạn
chế tối thiểu việc thải nước thải ra ngoài gây ô nhiễm, đảm bảo an toàn sinh
học và vì thế được xem là mô hình thân thiện môi trường; (iii) Năng suất tôm
nuôi cao, nhưng giảm thiểu diện tích nuôi, có thể áp dụng ở nhiều nơi khác
nhau, phù hợp với xu hướng phát triển nông nghiệp công nghệ cao. Về hệ thống
tuần hoàn, hiện nay có nhiều loại lọc sinh học có thể áp dụng, như lọc ngầm,
lọc ướt (trickling), lọc thùng, lọc dĩa, lọc beadfilter, hay cả bằng rong tảo. Việc
kết hợp một số loại lọc cũng mang lại nhiều hiệu quả hơn so với chỉ dùng riêng
một loại [7].
1.1.3. Hệ thống tuần hoàn RAS trong nuôi tôm
Nhằm hướng đến nuôi thuỷ sản với sản lượng lớn, năng suất cao, chất
lượng tốt, tiết kiệm diện tích và không gây ô nhiễm môi trường, công nghệ nuôi
thuỷ sản trong hệ thống lọc tuần hoàn là một lựa chọn hợp lý. Hệ thống lọc tuần
hoàn RAS đã được nghiên cứu và ứng dụng ở Na Uy, Hà Lan, Thái Lan, Trung
Quốc…để phục vụ các trại sản xuất giống và nuôi thâm canh thuỷ sản nước
ngọt, lợ, mặn. Ưu điểm của hệ thống này là tiết kiệm nước, tỷ lệ sống cao, năng
suất cao gấp nhiều lần nuôi bình thường (trên 100 kg/m3
), chất lượng thuỷ sản
được đảm bảo và không gây ô nhiễm môi trường.
Hệ thống nuôi tuần hoàn RAS bao gồm một dây chuyền các quá trình bổ
sung, cho phép lượng nước thải được tái sử dụng cho các bể nuôi, được phân
làm 2 loại là hệ thống nước một phần (10-70% lượng nước tuần hoàn/ ngày) và
hệ thống nước hoàn toàn (thay nước ít hơn 10% lượng nước/ ngày). Hệ thống
RAS bao gồm: bể nuôi, bể lắng lọc cơ học, bể lọc sinh học, hệ thống đường
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ống cấp thoát  nước, sục khí và hệ thống khử trùng bằng UV hoặc ozone (Hình
1.1).
Hình 1.1. Sơ đồ hệ thống RAS (Bregnballe, 2015)[8]
Bể lắng, lọc cơ học: Là bể chứa nước thải từ các bể nuôi gom về, bể có
2 phần là lắng và lọc, bể làm bằng composite hoặc xi măng, kích thước chiếm
10% bể nuôi. Trong quá trình nuôi, nước thải được chuyển từ hệ thống bể nuôi
đến bể lọc. Phần chất rắn trong nước được lắng tụ vào hố gom bùn, điều khiển
bởi lực ly tâm nước. Sau đó nước được lọc qua với các vật liệu cát, sỏi, vải,
lưới. Chất thải có kích thước lớn được giữ lại và chuyển vào bể chứa bùn. Lúc
này nước đã được loại bỏ chất rắn nhưng hàm lượng NH3, NO2
-
, NO3
-
…hoà tan
trong nước vẫn cao và chưa được xử lý.
Bể lọc sinh học: Bao gồm ngăn chứa các giá thể và bể lọc dạng trống
quay, dùng để chuyển hoá NH3, NO2
-
, NO3
-
…thành dạng không độc. Nước sau
khi lắng, lọc được bơm vào bể lọc sinh học có chứa giá thể (san hô, nhựa,
xốp…). Trên bề mặt giá thể có nhiều lồi lõm để tăng diện tích tiếp xúc bên
ngoài. Mỗi m3
giá thể này có diên tích bề mặt tiếp xúc 150-230 m2
. Khi nước
từ bể lắng, lọc chảy liên tục sang bể chứa giá thể thì trên bề mặt giá thể sẽ dần
dần hình thành màng sinh học bao gồm các vi khuẩn hiếu khí, tuỳ tiện và kị khí
(Nitrosomonas và Nitrobacteria…). Các loại vi khuẩn có trong màng sinh học
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sẽ hấp thụ  Ammonia và Nitrite để thực hiện quá trình Nitrate hoá, chuyển hoá
các hợp chất chứa nitơ và cacbon thành dạng không độc. Từ đó nước được xử
lý và chuyển đến thiết bị lọc dạng trống quay (rotary drum filter) để lọc tiếp,
sau đó nước được khử trùng bằng hệ thống UV hoặc ozone và được quay trở
lại bể nuôi. Trong bể lọc sinh học, hệ thống sục khí được hoạt động liên tục
nhằm cung cấp đủ dưỡng khí cho quá trình phân huỷ của vi khuẩn.
Vi sinh vật rất quan trọng đối với sự ổn định của môi trường nuôi trồng
thủy sản trong RAS. Bộ lọc sinh học là nơi chứa cộng đồng vi sinh vật của RAS
và hoạt động để loại bỏ các sản phẩm phụ thải nitơ tạo ra bởi quá trình dị hóa
và oxy hóa. Tuy nhiên, bộ lọc sinh học phức tạp và hiện nay sự hiểu biết về cơ
chế hoạt động của nó là không đầy đủ. Đối với hiệu quả của bộ lọc sinh học,
các yếu tố quyết định chính là cộng đồng và sự phong phú của vi sinh vật được
thiết lập trong bộ lọc. Vi sinh vật trong nước nuôi cũng quan trọng đối với sự
ổn định của môi trường nuôi trồng thủy sản và sức khỏe của các sinh vật nuôi
trồng thủy sản. Do đó, thông tin về cộng đồng vi khuẩn và sự đa dạng trong bộ
lọc sinh học và nước nuôi sẽ hữu ích cho việc thiết kế và vận hành RAS. Sự
hiểu biết về cấu trúc bên trong của bộ lọc sinh học dần dần được nâng cao với
nhiều nghiên cứu về cộng đồng vi sinh vật trong bộ lọc sinh học và nước nuôi
đã được thực hiện. Các yếu tố khác nhau có thể ảnh hưởng đến cộng đồng vi
sinh vật, bao gồm các chủng vi sinh vật được bổ sung vào bộ lọc sinh học và
những chủng vi sinh vật có sẵn trong nước nuôi, thời gian lưu thủy lực (HRT).
HRT liên quan trực tiếp đến tỷ lệ tuần hoàn nước hoặc tốc độ dòng chảy và là
một yếu tố quan trọng đối với cấu trúc quần xã vi sinh vật và hiệu quả của bộ
lọc sinh học. Để duy trì môi trường thủy sinh tốt, RAS áp dụng tỷ lệ tuần hoàn
nước cao (hơn 20 chu kỳ mỗi ngày), vì tỷ lệ tuần hoàn cao có lợi để loại bỏ
nitrite, ammonia và hạt rắn. Tuy nhiên, tỷ lệ tuần hoàn nước cao đồng nghĩa
với việc tiêu thụ nhiều năng lượng. Tôm thẻ chân trắng có khả năng chống chịu
nitrite và ammonia mạnh hơn cá, vì vậy RAS trong nuôi tôm thẻ chân trắng có
thể áp dụng tỷ lệ tuần hoàn nước thấp để bảo toàn năng lượng [9].
Trong suốt quá trình nuôi, nước sẽ tuần hoàn trong một hệ thống kín và
hoàn toàn không thay nước, chỉ một lượng nước nhỏ mới được cấp thêm vào
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hệ thống để  bù cho lượng nước hao hụt do bốc hơi. Lượng nước cấp này tuỳ
thuộc vào hệ thống nước một phần hay hoàn toàn.
Tại Việt Nam, RAS được cải tiến và áp dụng tại các trang trại sản xuất
tôm giống từ năm 2000, nhất là các trại giống ở Đồng Bằng Sông Cửu Long,
đem lại hiệu quả rõ rệt đối với việc kiểm soát yếu tố môi trường, tiết kiệm nước
và nâng cao tỷ lệ sống của ấu trùng (70-92%). Năm 2005, TS. Trương Trọng
Nghĩa và ThS. Thạch Thanh (Khoa Thuỷ sản, Đại học Cần Thơ) đã nghiên cứu
ứng dụng RAS trong sản xuất giống tôm sú, tạo ra giống tôm sạch bệnh, bảo
vệ môi trường và giảm 50% chi phí sản xuất. Hiện có khoảng 50 trại tôm giống,
chủ yếu ở các tỉnh phía Nam, áp dụng hệ thống sản xuất giống lọc sinh học tuần
hoàn. Công nghệ RAS trong nuôi trồng thuỷ sản đang được ứng dụng tại Việt
Nam dựa trên nguyên lý công nghệ và có cải tiến để phù hợp thực tế. Đây là
một công nghệ có chi phí đầu tư cao, yêu cầu người vận hành công nghệ phải
có trình độ chuyên môn và được đào tạo bài bản. Công nghệ RAS ứng dụng
vào nuôi thâm canh ở nước ta đang còn khiếm tốn, chỉ dừng ở đề tài, dự án
nghiên cứu và mô hình thử nghiệm. Nguyên nhân do nghề nuôi thuỷ sản chủ
yếu ở quy mô nhỏ lẻ, nông hộ; việc đầu tư một hệ thống có kinh phí hàng tỷ
đồng là không dễ. Hiện nay, chỉ một số trang trại sản xuất tôm giống mới ứng
dụng công nghệ này vào sản xuất.
1.2. ẢNH HƯỞNG CỦA MỘT SỐ ĐIỀU KIỆN MÔI TRƯỜNG LÊN QUÁ
TRÌNH NUÔI TÔM
1.2.1. Nhiệt độ
Tôm thuộc nhóm động vật biến nhiệt nên nhiệt độ cơ thể tôm thay đổi
theo nhiệt độ môi trường. Nhiệt độ ao nuôi ảnh hưởng đến nhiều phương diện
đời sống của tôm như: khả năng sinh trưởng và phát triển (hô hấp, tiêu thụ thức
ăn, đồng hoá thức ăn…), khả năng miễn dịch đối với mầm bệnh. Nhiệt độ tối
ưu trong nuôi tôm sú là 28-30°C, nhiệt độ thích hợp cho tôm thẻ chân trắng là
25-30°C. Tôm sú có thể chịu được nhiệt độ 28°C nhưng tôm phát triển tương
đối chậm, trên 30°C tôm phát triển nhanh hơn nhưng rất dễ mắc bệnh, nhất là
bệnh MBV (Monodon baculovirus). Nhiệt độ không nên thay đổi đột ngột,
nhiệt độ trong ngày nếu biến động hơn 3°C - 5°C sẽ làm cho tôm giảm ăn. Nếu
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nhiệt độ thấp  hơn 25°C tôm sẽ ăn giảm hoặc ngưng ăn, tôm sẽ lớn chậm hoặc
không lớn. Tôm thẻ chân trắng phát triển nhanh nhất ở nhiệt độ 27°C.
1.2.2. Độ pH
Độ pH của môi trường đầm nuôi ảnh hưởng khá lớn đến sự sinh trưởng
của tôm cá. pH thấp có thể làm tổn thương phần phụ, mang, quá trình lột xác
và độ cứng của vỏ tôm. Độ pH thấp làm tăng tính độc của khí H2S, gây ngộ độc
cho tôm cá, khi pH cao lại làm tăng độc tính của NH3. Độ pH trong khoảng từ
7,2 đến 8,8 được coi là thích hợp [6].
Bảng 1.1. Ảnh hưởng của pH đến sự sinh trưởng của tôm, cá
Đặc điểm môi trường pH Giới hạn thích nghi của tôm, cá
Axit mạnh 4 Điểm chết đối với tôm, cá
Axit yếu 5-6 Tôm cá không sinh sản hoặc khó sinh
sản
Trung tính 7-8 Môi trường thích hợp cho tôm, cá
Kiềm yếu 9 Giới hạn cuối cùng cho tôm, cá
Kiềm 10 Tôm cá không lớn
Kiềm mạnh >10 Điểm chết cho tôm, cá
1.2.3. Độ mặn
Sống trong môi trường nước, cơ thể tôm chịu ảnh hưởng rất lớn bởi điều
kiện môi trường thông qua sự tác động lên các phản ứng sinh lý, làm ảnh hưởng
đến sự phát triển và tỷ lệ sống của tôm nuôi. Ảnh hưởng của độ mặn lên các
chỉ tiêu sinh lý về tiêu hóa và hô hấp của các loài tôm cũng đã được nhiều tác
giả nghiên cứu và cho thấy mức độ thay đổi các phản ứng khác nhau tùy thuộc
vào loài, giai đoạn phát triển cơ thể và chính vì thế mà đã hình thành nên khả
năng thích nghi với khoảng dao động độ mặn rộng ở các loài [10-12]. Độ mặn
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được tính bằng  g/L hay là phần ngàn (ppt), trong đó chủ yếu là muối NaCl, còn
lại là muối magiê, canxi, kali sulfat và bicarbonat. Mỗi loại tôm có yêu cầu về
độ mặn khác nhau và thay đổi tuỳ theo từng thời điểm trong chu trình sinh sống.
Tôm có thể thích ứng với điều kiện độ mặn môi trường thay đổi từ từ.
Tôm sú có thể chịu được độ mặn từ 3-45 phần ngàn, độ mặn tốt nhất cho
tôm sú là 15-20 phần ngàn, biến động trong ngày không quá 5ppt. Tôm thẻ
chân trắng có thể chịu được độ mặn từ 2-40 phần ngàn, độ mặn tốt nhất là 10-
25 phần ngàn.
1.2.4. Oxy hoà tan (DO)
Oxy hoà tan trong nước có ý nghĩa rất lớn trong việc đánh giá trạng thái
của nước và độ giảm của nó cho thấy sự thay đổi mạnh mẽ trong các quá trình
sinh học, quá trình tự làm sạch, sự nhiễm bẩn của nguồn nước. Nồng độ oxy
hoà tan phụ thuộc vào hàng loạt các yếu tố tự nhiên như: áp suất, nhiệt độ nước,
nồng độ các muối hoà tan trong nước. Mật độ nuôi tôm cá và nồng độ oxy hoà
tan trong nước có mối quan hệ qua lại với nhau. Oxy được tôm cá sử dụng vào
quá trình hô hấp, đồng thời oxy được tiêu thụ làm phân giải một phần thức ăn
dư thừa và chất thải của tôm cá. Do đó oxy hoà tan trong nước là yếu tố quan
trọng ảnh hưởng đến quá trình phát triển của tôm cá. Nước nuôi đủ tiêu chuẩn
để nuôi tôm cá có nồng độ oxy hoà tan là 5-8 mg/L. Trong đầm nuôi, lượng
oxy hoà tan thấp có thể dẫn đến tôm cá chậm lớn hoặc chết hàng loạt. Mức gây
hại tuỳ thuộc vào lượng oxy hoà tan có trong đầm và thời gian tôm cá phải chịu
đựng. Hàm lượng oxy hoà tan trong nước nhỏ hơn 4 mg/L làm cho tôm cá sử
dụng thức ăn kém, dễ nhiễm bệnh [13]. Lượng oxy hoà tan nhỏ hơn 3,5 mg/L
sẽ gây chết tôm cá [14]. Lượng oxy hoà tan còn liên quan đến độ mặn và nhiệt
độ nước của đầm nuôi. Khi nhiệt độ và độ mặn tăng thì khả năng hoà tan oxy
trong nước giảm.
1.2.5. COD, BOD
COD là nhu cầu oxy hoá học cần thiết cho quá trình oxy hoá toàn bộ các
chất hữu cơ trong nước thành CO2 và H2O. BOD là nhu cầu oxy sinh học cần
thiết cho vi sinh vật tiêu thụ để oxy hoá các chất hữu cơ có trong nước.
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Trong môi trường  đầm nuôi tôm cá, 2 chỉ tiêu COD và BOD được dùng
để đánh giá mức độ nhiễm bẩn, phú dưỡng hoá đồng thời còn cho biết sự phát
triển của vi sinh vật trong thuỷ vực. COD phản ánh lượng tiêu hao oxy do quá
trình biến đổi hoá học các chất hữu cơ, do đó COD phản ánh mức độ gia tăng
các chất hữu cơ trong đầm như: thức ăn thừa, sản phẩm bài tiết của tôm và xác
sinh vật chết. Sự biến đổi của COD trong đầm nuôi tăng từ đầu vụ tới cuối vụ,
thường đầu vụ hàm lượng COD thấp từ 0,5-1,2 mg/L, cuối vụ nuôi có thể lên
đến 10-12 mg/L. BOD phản ánh lượng các chất hữu cơ dễ bị phân huỷ sinh học
có trong nước. Giá trị BOD càng lớn nghĩa là mức độ ô nhiễm hữu cơ càng cao.
Tiêu chuẩn nước thuỷ sản của FAO quy định BOD nhỏ hơn 10 mg/L, giới hạn
thích hợp của BOD là 4-8 mg/L.
Trong đầm nuôi thuỷ sản, các thông số COD, BOD càng giảm càng tốt
vì điều đó chứng tỏ trong đầm nuôi không phải tiêu thụ một lượng lớn oxy trong
nước (DO) để oxy hoá các chất cặn bã ở đáy đầm. Khi COD, BOD giảm thì
DO trong nước tăng lên, làm nước đầm nuôi trong lành và sạch hơn.
1.2.6. Mật độ vi tảo, Vibrio spp., tổng số vi khuẩn
Tảo là loài thực vật nhỏ có khả năng quang hợp, sống lơ lửng trong nước
và một số có khả năng chuyển động. Những nhóm tảo chính bao gồm: tảo lục,
tảo lam, tảo giáp, tảo khuê, tảo mắt. Tảo ngoài vai trò là mắt xích đầu tiên của
chuỗi thức ăn trong thủy vực và giúp cân bằng hệ sinh thái ao nuôi, tảo còn là
nguồn cung cấp ôxy chính, làm giảm độ trong của nước, hấp thu muối dinh
dưỡng dư thừa, hấp thu chất hữu cơ trong ao tôm. Tuy nhiên, khi mật độ tảo
phát triển nhanh đột ngột có thể gây nên một số tác hại không nhỏ trong ao nuôi
như biến động các yếu tố môi trường, nhờn nước, một số loại tảo khi phát triển
dày đặc có thể phá hủy, hay làm tắc nghẽn mang của cá tôm. Tảo tàn có thể gây
bệnh đường ruột nếu tôm ăn phải.
Vibrio spp. là vi khuẩn sống tự nhiên, phổ biến ở vùng ven biển và vùng
cửa sông ở cả hai khu vực nhiệt đới và ôn đới trên thế giới, chúng là tác nhân
gây bệnh cơ hội phổ biến nhất trên các đối tượng thuỷ sản, hầu hết các loài hải
sản đều chứa các chủng V.parahaemolyticus, V.Cholerae và V.vulnificus [15].
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Đối với tôm  nuôi, bệnh Vibriosis được xác định là bệnh phổ biến và gây tỷ lệ
chết cao cho tôm từ giai đoạn ấu trùng đến thương phẩm [16], tỷ lệ phân lập vi
khuẩn thuộc nhóm Vibrio spp. chủ yếu là các chủng V.alginolyticus (53,8%),
V.parahaemolyticus (8,4%), V.cholerae (2%), Vibrio sp.(35,8%) [17]. Trong
các năm gần đây, vi khuẩn gây bệnh hoại tử gan tuỷ cấp (AHPND) do tác nhân
gây bệnh Vibrio spp. gây ra gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến ngành nuôi tôm
công nghiệp, bệnh làm giảm 20% tổng sản lượng tôm trên toàn thế giới [18].
Vi khuẩn Vibrio spp. trong các đầm nuôi rất phong phú, có xu hướng tăng dần
trong thời gian nuôi, đạt cực đại vào cuối mùa vụ. Kết quả nghiên cứu của
Nguyễn Trọng Nho và cs (1996) ở các tỉnh Nam Trung Bộ, đầm nuôi bị bệnh
có lượng vi khuẩn Vibrio spp. tổng số từ 110-1500 tế bào/mL. Việc định lượng
số lượng vi khuẩn Vibrio spp. rất quan trọng để chủ động kiểm tra chất lượng
nước cũng như xác định khả năng bệnh lý có thể xảy ra trong đầm nuôi tôm.
Vi khuẩn tổng số là chỉ tiêu xác định điều kiện vệ sinh cũng như mức độ
nhiễm bẩn do các hợp chất hữu cơ, chất thải của tôm cá, thức ăn thừa, xác thuỷ
sinh vật chết, đồng thời dự báo tình hình dịch bệnh trong đầm nuôi và nguồn
nước cung cấp cho đầm nuôi. Lượng vi khuẩn tổng số có xu hướng tăng dần
theo thời gian nuôi, đặc biệt vào thời gian có lượng mưa lớn, nguồn nước bị ô
nhiễm từ các con sông đổ ra. Môi trường nước có mật độ vi khuẩn cao hơn 107
tế bào/ mL có dấu hiệu bị ô nhiễm nhẹ, dịch bệnh có thể phát sinh [19].
1.2.7. Các hợp chất chứa nitơ (ammonia, nitrite, nitrate) trong nước
1.2.7.1. Ammonia
Các hợp chất của nitơ trong nước là kết quả của quá trình phân hủy các
hợp chất hữu cơ có nguồn gốc tự nhiên hoặc phát sinh từ các hoạt động của con
người. Các hợp chất này thường tồn tại dưới dạng nitrate (NO3
-
),nitrite (NO2
-
),
ammonia (NH3) hoặc nguyên tố nitơ (N2). Ammonia trong các thủy vực được
sản sinh ra từ quá trình phân hủy bình thường các protein, xác bã động thực vật
phù du, sản phẩm bài tiết của động vật hay từ phân bón vô cơ, hữu cơ. Trong
nước, ammonia tồn tại dưới hai dạng là ammonia tự do (NH3) và ion (NH4
+
)
trong trạng thái cân bằng phụ thuộc vào pH và nhiệt độ.
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Khi pH tăng,  NH3 tự do tăng so với NH4
+
. Nhiệt độ nước tăng cũng làm
tăng tỉ lệ NH3 nhưng ảnh hưởng của nhiệt độ ít hơn của pH. Trong hầu hết các
thủy vực, nhiệt độ dao động không quá lớn nên trong nuôi trồng thủy sản việc
đánh giá mức độ độc của khí NH3 có liên quan trực tiếp đến pH của nước. NH3
là yếu tố quan trọng có ảnh hưởng lớn đến tỷ lệ sống, sinh trưởng đối với thủy
sinh vật. NH3 là khí độc đối với thủy sinh vật còn ion NH4
+
không độc. Tác
dụng độc hại của NH3 đối với tôm, cá là khi hàm lượng NH3 trong nước cao
khiến tôm, cá khó bài tiết NH3 từ máu ra môi trường ngoài. NH3 trong máu và
các mô tăng làm pH máu tăng dẫn đến rối loạn những phản ứng xúc tác của
enzyme và độ bền vững của màng tế bào, làm thay đổi độ thẩm thấu của màng
tế bào dẫn đến tôm cá chết vì không điều khiển được quá trình trao đổi muối
giữa cơ thể và môi trường ngoài. NH3 cao cũng làm tăng tiêu hao oxy của mô,
làm tổn thương mang và làm giảm khả năng vận chuyển oxy của máu. Độ độc
của NH3 đối với một số loài giáp xác cũng đã được nghiên cứu, ở nồng độ 0,09
mg/L NH3 làm giảm sự sinh trưởng của tôm càng xanh (Macrobrachium
rosenbergii), ở nồng độ 0,45 mg/L làm giảm 50% sự sinh trưởng của các loài
tôm he. Nồng độ NH3 được coi là an toàn cho ao nuôi là 0,13 mg/L. Do đó,
việc theo dõi hàm lượng NH3 trong ao nuôi thủy sản là rất cần thiết để nâng cao
năng suất nuôi. Ở hàm lượng dưới mức gây chết NH3 cũng có ảnh hưởng xấu
đến thủy sinh vật:
− Gia tăng tính mẫn cảm của động vật đối với những điều kiện không thuận
lợi của môi trường như sự dao động của nhiệt độ, thiếu oxy.
− Ức chế sự sinh trưởng bình thường.
− Giảm khả năng sinh sản, giảm khả năng chống bệnh.
Ammonium (NH4
+
) trong nước rất cần thiết cho sự phát triển của các
sinh vật làm thức ăn tự nhiên, nhưng nếu hàm lượng NH4
+
quá cao sẽ làm cho
thực vật phù du phát triển quá mức không có lợi cho tôm (thiếu oxy vào sáng
sớm, pH dao động...). Hàm lượng NH4
+
thích hợp cho ao nuôi thủy sản là 0,2-
2 mg/L.
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1.2.7.2. Nitrite
Cùng với  ammonia, nitrite là hợp chất nitrogen gây độc đối với động vật
thủy sản, trong đó có tôm nuôi. NO2
-
kết hợp với Hemocyanin trong máu tôm
làm mất khả năng vận chuyển oxy trong máu từ đó khiến tôm nuôi bị ngạt. Khi
tôm bị ngạt mãn tính sẽ yếu, dễ mắc bệnh hoặc chết khi sốc môi trường. Một
tác hại phổ biến khác của NO2
-
là gây rối loạn cân bằng áp suất thẩm thấu (ở
những ao nuôi có độ mặn thấp) do nitrite cạnh tranh với ion Cl-
. Tôm bị nhiễm
NO2
-
có các dấu hiệu như: lột xác không cứng vỏ, tôm chậm lớn, bị tổn thương
mang và phù thủng cơ. Hàm lượng NO2
-
trong ao quá cao, tôm có thể chết hàng
loạt hoặc rải rác vào buổi sáng sớm và lúc chiều tối. Giới hạn nitrite cho ao tôm
là 1 mg/L NO2
-
(hay 0,3 mg/L NO2
-
/N) [20].
1.2.7.3. Nitrate
Nitrate là sản phẩm của sự khoáng hoá các chất hữu cơ chứa nitơ, cần
thiết cho sự phát triển của thực vật phù du. Tuy nhiên nếu hàm lượng nitrate
trong đầm tôm cá vượt quá 7 mg/L thì môi trường nước bị phú dưỡng và bị
nhiễm bẩn. Khi tôm tiếp xúc với nồng độ NO3
-
cao trong thời gian dài sẽ bị cụt
râu, mang bất thường và gan tụy bị tổn thương. Cơ quan gan tụy ở tôm sản xuất
enzyme tiêu hóa và chịu trách nhiệm thúc đẩy sự hấp thu các chất dinh dưỡng.
Khi bị tổn thương sự hấp thu sẽ giảm, dẫn đến tăng trưởng tôm thấp.
1.2.7.4. Các yếu tố ảnh hưởng đến độc tính của ammonia và nitrite đối
với tôm
− pH:
Dạng ammonia phổ biến được tìm thấy trong môi trường nước phụ thuộc
nhiều vào độ pH. PKa của ion ammonium là khoảng 9,25. Khi pH tăng, NH4
+
giải phóng một ion hydro tạo ra ammonia, NH3. Độc tính của ammonia trong
mối quan hệ với độ pH là điều đã được thử nghiệm rộng rãi trên tôm. Nhiều thí
nghiệm đã chỉ ra rằng sự gia tăng độ pH lên đến 9 dẫn đến giảm LC50 cho
nhiều loài tôm. Theo Magallon và cs (2006), hầu hết các sinh vật nuôi trồng
thủy sản biển nên được nuôi trong nước có độ pH từ 7 và 8 để tránh nhiễm độc
ammonia [21].
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− Độ mặn:
Đối  với hầu hết các sinh vật biển, độ mặn tăng lên dẫn đến khả năng phục
hồi lớn hơn khi nồng độ ammonia và nitrite tăng cao. Thử nghiệm với tôm P.
semisulcatus cho thấy sự tăng khả năng chống chịu với ammonia khi được nuôi
trong muối 40 ppt so với 15 ppt: LC50 cao hơn 2,5 lần trong nước muối 40 ppt
so với 15 ppt. Nghiên cứu tương tự cũng cho thấy rằng có mối tương quan giữa
sự tăng trưởng tốt hơn và khả năng chịu đựng ammonia ở vùng nước có độ mặn
cao hơn. Ảnh hưởng của nitrite liên quan đến độ mặn cũng tương tự như ảnh
hưởng của ammonia. Tôm thẻ chân trắng đã được sử dụng để xác định LC50
của nitrite ở các mức độ mặn khác nhau (15, 25, 35 ppt). Mặc dù tôm thẻ chân
trắng có khả năng chịu nitrite cao nhưng loại tôm này được nuôi ở muối 15 ppt
cho thấy LC50 là 200-300 mg/L nitrite-N, thấp hơn so với tôm được nuôi trong
muối 35 ppt. Những kết quả này tương tự với các nghiên cứu khác với các loài
thủy sinh [21].
− Oxy hòa tan (DO):
Mức oxy hòa tan là một trong những yếu tố quan trọng nhất để chuyển đổi
ammonia thành nitrate. Vi khuẩn nitrate hóa cần lượng oxy thích hợp để oxy
hóa sản phẩm dư thừa. Hargreaves (1998) đã đề cập rằng việc chuyển nitrite
thành nitrate đòi hỏi mức độ oxy cao hơn sự chuyển đổi ammonia thành nitrite.
Do đó, nước có lượng oxy hòa tan thấp thì sự tích tụ nitrite và ammonia có thể
xảy ra, dẫn đến các tác động độc hại trên sinh vật. Một tác động gián tiếp khác
của oxy hòa tan thấp là tốc độ hô hấp tăng lên ở các sinh vật sống dưới nước
có thể dẫn đến tăng hấp thu các hợp chất nitơ hòa tan. Mức DO giảm đã được
chứng minh là làm tăng đáng kể độc tính cấp tính của ammonia ở P. monodon
do tăng tốc độ hô hấp [21].
− Nhiệt độ:
Nhiệt độ, cũng như độ pH, đóng một vai trò trong việc phân chia các ion
hóa và ion ammonia trong môi trường nước. Khi nhiệt độ tăng, một phần của
ammonia trong TAN tăng. Nó cũng đã được chứng minh rằng sự tăng nhiệt độ
đi đôi với tăng tỷ lệ hô hấp trong tôm nước ngọt, M. rosenbergi. Tăng tiêu thụ
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oxy có thể  tương đương với việc sẽ tăng hấp thu ammonia / nitrite. Sự gia tăng
nhiệt độ cũng đã được biết rằng dẫn đến việc tăng bài tiết nitơ ở động vật giáp
xác có thể do tăng tỷ lệ trao đổi chất [21].
− Tuổi:
Nói chung, khi tuổi của sinh vật tăng lên, khả năng chống chịu của sinh vật
đối với chất độc tăng lên. Các loài con non hoặc ấu trùng được sử dụng trong
hầu hết các xét nghiệm sinh học để xác định nồng độ tác dụng thấp nhất quan
sát được (LOEC) của một chất độc hại. Thử nghiệm đối với tôm thẻ chân trắng
đã cho kết quả rằng tôm 15-20 ngày tuổi có LC50 cao hơn so với tôm nhỏ tuổi
hơn [21].
1.2.8. Phosphate (PO4
3-
)
Phosphate là chất dinh dưỡng cần thiết cho sự phát triển của rong tảo
trong nước. Phosphate tồn tại ở 3 dạng là: orthophosphate (PO4
3-
),
orthophosphate monohydro (HPO4
2-
) và orthophosphate dihydro (H2PO4
-
).
Trong phân tích mẫu nước thường chỉ phân tích PO4
3-
. Hàm lượng PO4
3-
thường
thấp, ít khi vượt quá 1 mg/L, đa phần PO4
3-
được bùn đáy hấp thu và trở lại môi
trường. Hàm lượng PO4
3-
thích hợp cho đầm nuôi là 0,5 mg/L.
Trong nước tảo sử dụng CO2, nitơ vô cơ, orthophosphate và các chất dinh
dưỡng khác để phát triển. Tuy nhiên khi nồng độ ammonia và orthophosphate
cao, rong tảo phát triển mạnh tạo sinh khối lớn tới mức động vật phù du và tôm,
cá không thể tiêu thụ hết, dẫn tới tình trạng bùng nổ các loại rong tảo. Tình
trạng này kéo dài sẽ làm cho đầm hồ bị phú dưỡng hoá, nước đục và có cặn
lắng, có mùi khó chịu do tảo bị phân huỷ, gây giảm oxy trong nước. Trong điều
kiện đó thì tôm cá sẽ sinh trưởng chậm và dễ bị mắc bệnh.
1.2.9. Sulphuahydro (H2S)
Sulphuahydro trong thuỷ vực được hình thành do hoạt động phân huỷ
chất hữu cơ của vi khuẩn trong điều kiện yếm khí và vi khuẩn lưu huỳnh khử
sulphate trong nước, nơi có nhiều sulphate. Trong môi trường nước nuôi trồng
thuỷ sản, sulphuahydro thường tồn tại ở một số dạng như: H2S, HS-
, S2-
. Tuy
nhiên trong các dạng trên chỉ có H2S là gây độc cho các thuỷ sinh vật, mức độ
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gây độc có  liên quan đến nhiệt độ và pH của đầm nuôi. pH và nhiệt độ thấp
(nhiệt độ 20°C và pH 5) tồn tại tới 99% là H2S gây độc [22]. Trong đầm nuôi
tôm cá, hàm lượng H2S không được vượt quá 0,1 mg/L.
1.3. CHU TRÌNH CHUYỂN HOÁ NITƠ TRONG NƯỚC NUÔI TÔM
Chu trình nitơ trong nước là quá trình mà ở đó nitơ sẽ được chuyển hóa
qua lại dưới các dạng hợp chất hóa học của nó. Quá trình này sẽ giúp loại bỏ
khí NH3 nhờ vào các vi khuẩn có khả năng phá vỡ và chuyển đổi NH3 thành
các chất ít gây hại, làm sạch môi trường ao nuôi. Cũng giống với chu trình nitơ
trong nước thải, chu trình nitơ trong ao nuôi được diễn ra theo 3 giai đoạn chính
sau:
− Giai đoạn 1: Chuyển hóa NH3 –> NO2
-
Chu trình nitơ trong ao nuôi sẽ được bắt đầu khi mà các chất thải bị phân
hủy thành khí NH3. Một số chủng vi khuẩn sẽ sử dụng NH3 rồi thải ra NO2
-
trong môi trường ao nuôi. Quá trình này được thực hiện bởi vi khuẩn thuộc các
chi Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus và Nitrosovibrio
[20].
− Giai đoạn 2: Chuyển hóa NO2
-
–> NO3
-
Quá trình nitrate hóa sinh học được thực hiện bằng cách nitrate hóa dị
dưỡng và tự dưỡng trong điều kiện hiếu khí. Trong phản ứng chuyển hóa này,
nitrite bị oxy hóa thành nitrate, quá trình này được thực hiện bởi vi khuẩn thuộc
các chi Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira và Nitrospina. Các chi vi khuẩn
này đều là thành viên của họ Nitrobacteraceae, và là sinh vật hóa dưỡng gram
âm. Vi khuẩn tự dưỡng sử dụng các chất nền hóa học vô cơ (NH3, NO2
-
) như
một nguồn electron để cố định cacbon vô cơ (CO2), cho phép xảy ra quá trình
cố định cacbon [20]. Khác với NH3 và NO2
-
, NO3
-
không gây độc cho tôm cá ở
mức thấp đến trung bình. Tuy nhiên ở nồng độ cao cũng có nguy cơ gây độc
nên người nuôi cần điều chỉnh và giữ NO3
-
ở mức an toàn hoặc chuyển đổi nó
thành khí N2 (vô hại cho tôm nuôi).
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− Giai đoạn  3: Khử NO3
-
–> N2
Đây là giai đoạn cuối của chu trình nitơ trong nước ao nuôi. Quá trình
khử nitơ là quá trình, trong đó vi khuẩn dị dưỡng, chẳng hạn như Pseudomonas
denitrificans và Escherichia coli, trong điều kiện yếm khí chuyển nitrate thành
khí nitơ, và làm bay hơi hoàn toàn nitơ khỏi hệ thống. Vi khuẩn oxy hóa chất
hữu cơ bằng cách sử dụng các chất nhận electron theo thứ tự sau: oxy hòa tan,
nitrate và sulfate. Nếu có các điều kiện khử kém thì quá trình khử nitơ một phần
có thể xảy ra, và nếu có các điều kiện khử mạnh thì các sulfate có thể bị khử
thành các sulfua độc [20].
Hình 1.2 cho thấy cách ammonia được chuyển đổi thành nitrate trong
điều kiện hiếu khí (nitrate hóa), và sau đó nitrate được chuyển thành khí nitơ
như thế nào trong điều kiện kỵ khí (khử nitrate).
Hình 1.2. Quá trình chuyển hóa từ ammonia sang khí nitơ bởi vi khuẩn
nitrate hóa và khử nitrate hóa [20].
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1.4. VAI TRÒ  CỦA VI SINH VẬT TRONG LÀM SẠCH NƯỚC NUÔI
TÔM
Ô nhiễm trong nuôi trồng thủy sản là không thể tránh khỏi do việc nuôi
trồng thủy sinh vật đi kèm với sự tích tụ chất thải dẫn đến ô nhiễm nguồn nước
tiếp nhận và nước ngầm. Điều này là do trong nuôi trồng thủy sản, nước thải
được thải vào các vùng nước tự nhiên [23]. Thay nước và dùng hoá chất, chất
kháng sinh là các phương pháp truyền thống thường được sử dụng để kiểm soát
các chất chuyển hóa độc hại, tiêu diệt mầm bệnh trong nuôi trồng thủy sản. Các
phương pháp này gây nên chi phí cao, tốn công sức và có thể mang mầm bệnh
vào hệ thống nuôi cấy [24]. Hơn nữa, một số các chất hóa học, chất kháng sinh
được sử dụng có thể tích tụ trong động vật nuôi thuỷ sản và gây ra nguy cơ ảnh
hưởng đến sức khoẻ của con người.
Hiện nay, một số hệ thống và phương pháp mới cũng đã được đề xuất và
sử dụng để cải thiện chất lượng nước và xử lý nước thải nuôi trồng thủy sản.
Chúng bao gồm hệ thống tuần hoàn nuôi trồng thủy sản, công nghệ biofloc, đều
liên quan đến việc sử dụng vi sinh vật để xử lý ô nhiễm nguồn nước nuôi. Vì
vậy, một số nghiên cứu hướng tới việc sử dụng chế phẩm sinh học để quản lý
chất lượng nước trong nuôi trồng thuỷ sản. Việc sử dụng chế phẩm sinh học để
xử lý nước thải nuôi trồng thủy sản đã có cơ sở vì chế phẩm sinh học không chỉ
cải thiện chất lượng nước mà còn mang lại cho các loài tôm, cá nuôi những lợi
ích khác như: kích thích miễn dịch dẫn đến khả năng chống lại các tác nhân gây
bệnh, ức chế trực tiếp các vi khuẩn gây bệnh, cung cấp chất dinh dưỡng và
enzym, đồng thời cải thiện khả năng sử dụng thức ăn [25].
Sự tiến bộ gần đây trong ngành nuôi trồng thủy sản là sử dụng chế phẩm
sinh học Bacillus để cải thiện chất lượng nước. Bacillus với tư cách là chế phẩm
sinh học có các đặc điểm có lợi thế hơn các chế phẩm sinh học khác bao gồm
khả năng sản xuất bào tử và các chất chuyển hóa có hiệu quả chống lại một loạt
các vi sinh vật gây bệnh. Việc sử dụng Bacillus trong xử lý nguồn nước nuôi
thuỷ sản giúp điều chỉnh một loạt các thông số chất lượng nước bao gồm vật lý
(độ trong suốt và tổng chất rắn hòa tan) và hóa học (pH, độ dẫn điện, nhu cầu
oxy hóa học, oxy hòa tan, nhu cầu oxy sinh học, độ kiềm, phốt phát, các loại
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nitơ, độ cứng)  các thông số chất lượng nước, kim loại nặng, dầu tràn cũng như
duy trì sự cân bằng vi sinh vật; do đó giảm vi khuẩn gây bệnh. Hiệu quả của
Bacillus trong điều chỉnh chất lượng nước phụ thuộc rất nhiều vào các yếu tố
như chế độ sử dụng, oxy hòa tan, pH, nhiệt độ, nguồn dinh dưỡng, loại chủng
và các ion kim loại [25].
Việc sử dụng vi sinh vật trong xử lý nước nuôi trồng thuỷ sản có những
ưu điểm, nhược điểm như sau:
− Ưu điểm: Các loài vi sinh vật được dùng ngày càng nhiều trong xử lý
môi trường nước nuôi thủy sản và đem lại nhiều lợi ích cho con người và môi
trường sống mà các phương pháp khác không có được như: an toàn đối với
người và động vật, đặc hiệu với vật chủ, thích hợp với các phương pháp phòng
trừ khác, thời gian bán hủy ngắn nên không tồn đọng lâu gây ô nhiễm môi
trường sống, có khả năng tự nhân lên (tự sinh sản), có khả năng ức chế các vi
sinh vật đã kháng thuốc hóa học [6].
− Nhược điểm: Thời gian phát huy tác dụng chậm, tác động không triệt để,
hiệu quả của phương pháp chịu tác động lớn từ điều kiện ngoại cảnh, kết quả
thu được thường không ổn định. Để hạn chế các nhược điểm này, chúng ta cần
phải tuyển chọn các chủng vi sinh vật có tính đối kháng tốt nhất, nghiên cứu sử
dụng kết hợp nhiều chủng [6].
1.5. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU TUYỂN CHỌN CÁC CHỦNG VI SINH
VẬT LÀM SẠCH NƯỚC NUÔI TÔM
1.5.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới
Hiện nay, sử dụng vi sinh vật để xử lý các chất gây ô nhiễm môi trường
đã và đang được ứng dụng rộng rãi do phương pháp sinh học bền vững và thân
thiện với môi trường. Nhiều nhóm vi khuẩn Gram âm cũng đã được chứng minh
có khả năng oxy hóa nitrite. Theo Ma và cs (2014), năm nhóm vi khuẩn gồm
Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospina, Nitrospira và nhóm mới Candidatus
Nitrotoga có khả năng oxy hóa nitrite thành nitrate [26].
Năm 2013, N.Maya Erna và cs đã phân lập, sàng lọc, xác định và cố
định thành công các chủng vi khuẩn nitrate hóa từ vùng rừng ngập mặn và trang
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trại nuôi tôm.  Sự cố định của vi khuẩn nitrate hóa trong alginat đã được sử dụng
để đánh giá hiệu suất của quá trình khử ammonia [27]. Trong nghiên cứu này,
vi khuẩn đã được sàng lọc và quan sát khả năng giảm ammonia của chúng.
Consortium M1, được phân lập từ khu vực rừng ngập mặn (Morib, Selangor)
cho thấy hiệu quả giảm ammonia cao nhất từ nồng độ ban đầu là 2,17 ± 0,10
xuống 0,06 ± 0,01 mg/L trong 14 ngày. Tổ hợp này sau đó được xác định bao
gồm Pseudomonas aeruginosa (99%), Pseudomonas stutzeri (98%) và
Nocardioides albus (98%) bằng cách sử dụng trình tự gen 16S rRNA và phân
tích phát sinh loài dựa trên so sánh một phần trình tự rRNA 16S trong NCBI
GenBank. Hỗn hợp M1 sau đó được cố định thành các hạt alginat, mỗi hạt chứa
1,79 x 103
tế bào vi khuẩn CFU/mL trước khi được thử nghiệm về hiệu quả khử
ammonia trong điều kiện phòng thí nghiệm bằng cách sử dụng 10, 20, 30, 40,
50, 100, 150 và 200 hạt. Tốc độ giảm nhanh nhất của tổng lượng nitơ ở dạng
NH3 và NH4
+
trong nước (TAN) được quan sát thấy trong các bình chứa 150
hạt, vào ngày thứ 6, TAN đã giảm mạnh từ 2,50 ± 0,10 xuống 0,090 ± 0,059
mg/L, tiếp theo là xử lý với 200 hạt (0,104 ± 0,07 mg/L). Tuy nhiên, vào cuối
thí nghiệm ở ngày 14, mức TAN thấp nhất (0,083 ± 0,063 mg/L) được quan sát
thấy trong bình có 200 hạt, không khác biệt đáng kể (p> 0,05) so với bình có
150 hạt (0,106 ± 0,034 mg/L). Nghiên cứu này cho thấy rằng sự cố định của tổ
hợp vi khuẩn bao gồm vi khuẩn oxy hóa ammonia có thể được sử dụng như
một giải pháp thay thế để giảm nồng độ TAN cao trong hệ thống trại sản xuất
tôm hoặc cá.
Năm 2007, Qi zhou và cs đã sàng lọc thành công và xác định đặc trưng
của chủng vi khuẩn có khả năng chuyển hóa đồng thời NH4
+
và NO3
-
dưới
những điều kiện nuôi cấy nhất định. Mười tám chủng vi khuẩn đã được kiểm
tra khả năng sử dụng đồng thời NH4
+
và NO3
-
trong môi trường có chứa
NH4NO3. Pseudomonas aeruginosa NBRC 12689 sử dụng 1 mg/mL NH4NO3
nhanh nhất trong số các mẫu cấy được thử nghiệm. Vi khuẩn có thể sử dụng
hoàn toàn 5 mg/mL NH4NO3 trong vòng 3 ngày, 6 mg/mL NH4Cl trong vòng
3 ngày và 20 mg/mL NaNO3 trong vòng 2 ngày ở điều kiện tối ưu. Việc thêm
Fe2+
vào môi trường NH4NO3 đã thúc đẩy rõ rệt việc sử dụng hai ion. Khi chủng
Pseudomonas sử dụng hoàn toàn 5 mg/mL NH4NO3, tổng lượng nitơ trong môi
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trường nuôi cấy  bao gồm cả các tế bào của nó giảm xuống 41% so với NH4NO3
được cung cấp ban đầu. Phân tích GC-MS cho thấy nitơ bị loại bỏ có thể đã bị
khử nitơ. Khi ủ vi khuẩn trong môi trường NH4NO3 và lắc trong bình đậy kín
bằng nút cao su, N2 tích lũy, nhưng không phải N2O ở giai đoạn cuối của quá
trình nuôi cấy. Mặt khác, cả N2 và N2O đều được phát hiện trong môi trường
NaNO3. Bài báo đã kết luận rằng vi khuẩn đã loại bỏ NH4
+
khỏi NH4NO3 như
một nguồn nitơ cho các thành phần tế bào của nó, cùng với sự khử nitơ của
NO3
-
trong điều kiện lắc có kiểm soát. Ngoài ra, NH4
+
thúc đẩy sự phát triển tế
bào của vi khuẩn và khử nitơ thành N2, ngăn chặn sự tích tụ N2O [28].
Năm 2001, H.Shan và cs cũng đã loại bỏ thành công ammonia trong
nước nuôi tôm thâm canh bằng cách sử dụng vi khuẩn nitrate hóa được cố định.
Các chủng vi khuẩn nitrate hóa bản địa được phân lập từ nước nuôi tôm thâm
canh nhờ kĩ thuật làm giàu liên tục và theo mẻ. Các chủng vi khuẩn này có khả
năng loại bỏ TAN qua 1 dải rộng nồng độ ban đầu, lên tới 200 mg/L. Những
chủng vi khuẩn này được cố định trên các viên đất sét xốp để tăng cường mật
độ tế bào và được nuôi cấy trong môi trường có nồng độ TAN cao trong điều
kiện hiếu khí để kiểm tra mức độ loại bỏ TAN. Việc cố định các chủng vi khuẩn
này trong viên đất sét đã đạt được mức độ loại bỏ TAN cao trong nước nuôi
tôm ngay cả với mật độ thấp 0,1 viên/L. Nhìn chung, sự cố định của viên vi
khuẩn nitrate hóa bản địa đã đại diện cho một hệ thống kiểm soát TAN hiệu
quả tiềm năng cho nuôi tôm sú với chi phí thấp [29].
R.Karthik và cs đã phân lập thành công 2 chủng Nitrosomonas sp.
AMETNM01 và Nitrobacter sp. AMETNB03 từ trầm tích ao nuôi tôm bằng
cách sử dụng môi trường Winogradsky Pha I và Pha II. Các chủng
Nitrosomonas sp. đã được xác nhận là có khả năng tích lũy nitrite trong môi
trường có chứa NH4
+
cũng như các chủng Nitrobacter sp. có khả năng tích tụ
nitrate trong môi trường chứa NO2
-
. Nghiên cứu đã chỉ ra rằng tỷ lệ sống của
tôm (%), trọng lượng cá thể (wt/con) ở bể có sự kết hợp của Lactobacillus sp.
AMET1506, Nitrosomonas sp. AMETNM01 và Nitrobacter sp. AMETNB03
là có kết quả tốt hơn nhiều so với hai bể không được bổ sung chủng vi khuẩn
nào và chỉ được bổ sung chủng Lactobacillus sp. AMET1506. Như vậy, việc
sử dụng các dòng vi khuẩn có lợi trong nuôi tôm có thể ngăn ao nuôi trồng thủy
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sản không bị  phú dưỡng và kiểm soát tôm khỏi các bệnh do vi sinh vật và cuối
cùng là nâng cao sản lượng [30].
Fei Huang và cs đã phân lập được chủng Bacillus N31 mới từ nước nuôi
trồng thủy sản có khả năng nitrate hóa dị dưỡng halogen ưa khí – khử nitơ hiếu
khí. Chủng vi khuẩn này được xác định là Bacillus litoralis N31. Hiệu quả của
việc loại bỏ ammonia, nitrite và nitrate bởi N31 lần lượt là 86,3%, 89,3% và
89,4% sau 48 giờ nuôi cấy trong môi trường nguồn N duy nhất với nồng độ
nitơ ban đầu khoảng 20 mg/L. Sự tồn tại của các gen hao, napA và nirS đã
chứng minh thêm khả năng nitrate hóa dị dưỡng - khử nitrate hiếu khí của N31.
Các điều kiện tối ưu để loại bỏ ammonia là 30°C, pH ban đầu 7,5–8,5, tỷ lệ
C/N= 5–20 và độ mặn 30–40‰, và tốc độ nitrate hóa của N31 tăng từ 10 đến
250 mg/L. Đánh giá an toàn sinh học với tôm chỉ ra rằng chủng N31 có thể
được áp dụng trong ngành nuôi trồng thủy sản biển một cách an toàn để xử lý
nước nuôi và xử lý nước thải [31].
Năm 2019, Y.D. Jaffer đã tiến hành nghiên cứu phân lập và xác định
đặc điểm của vi khuẩn nitrate hóa dị dưỡng – khử nitơ hiếu khí và vi khuẩn oxy
hóa lưu huỳnh chủng Paracoccus saliphilus SPUM từ các ao nuôi tôm ven biển.
Dòng vi khuẩn Paracoccus saliphilus SPUM được phân lập từ các ao nuôi tôm
ven biển của Urran, Maharashtra, đã được nghiên cứu về hiệu quả của quá trình
nitrate hóa dị dưỡng đồng thời - khử nitrate hiếu khí và các quá trình oxy hóa
lưu huỳnh. Tỷ lệ loại bỏ nitrite và nitrate tối đa là 11,22 ± 0,31 và 14,17 ± 0,31
mg NO3-N/L tương ứng sau 24 giờ ủ, trong khi chuyển hóa sulphatesulphur
quan sát được là 190 ± 4,3 mg/L với sự thay đổi pH từ 8,0 đến 7,4 ± 0,08 sau
12 ngày ủ. Chủng được giải trình tự gen 16S rRNA cho thấy độ tương đồng cao
(> 99%) với Paracoccus saliphilus thuộc vi khuẩn αproteobacteria. Dòng phân
lập có thể biểu hiện gen sulphat thiolesterase / sulphat thiohydrolase, soxB, là
gen cần thiết cho quá trình oxy hóa lưu huỳnh. Từ tất cả các kết quả trên, người
ta thấy rằng chủng SPUM có thể đóng một vai trò chính trong quá trình nitrate
hóa / khử nitrate hiếu khí đồng thời và quá trình oxy hóa lưu huỳnh để khắc
phục độc tính của nitơ và khử các hợp chất lưu huỳnh trong hệ thống nước thải
và nuôi trồng thủy sản ven biển [32].
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Năm 2019, Thossaporn  và cs đã nghiên cứu hiệu quả của những chủng
Bacillus spp. trong việc loại bỏ ammonia trong nước nuôi tôm. Các chủng
Bacillus spp. chịu mặn được nghiên cứu khả năng khử ammonia trong nước
thải nuôi tôm. Các chủng Bacillus được phân lập từ trầm tích và nước được
thu thập từ trại nuôi tôm và nước thải sinh hoạt. Khả năng oxy hóa ammonium
đã được sàng lọc bởi phương pháp Griess-Ilosvay. Năm chủng phân lập được
xác định là Bacillus spp. với khả năng chịu mặn trong khoảng 0-40 g/L NaCl
và pH tối ưu là 7. Các trực khuẩn TS41, TW31, HS12, HW34 và ES33 thể hiện
hiệu quả loại bỏ ammonium trên môi trường HNM trung bình là 84,21% -
94,86% [33].
Năm 2020, MA Qingshan và cs đã sàng lọc và xác định đặc tính của
những chủng vi khuẩn có khả năng khử nitrite, sử dụng một môi trường nuôi
cấy mới, vi khuẩn này được xác định là thuộc Bacillus. Trong nghiên cứu này,
một môi trường nuôi cấy mới mô phỏng điều kiện ao nuôi tôm đã được thiết
lập để sàng lọc những vi khuẩn phân hủy nitrite. Môi trường được bổ sung
nitrite như một nguồn nitơ và thức ăn cho tôm là nguồn cacbon chính, để đạt
được nitơ cao và tình trạng dinh dưỡng carbon thấp được tìm thấy trong các ao
nuôi tôm. Sàng lọc sử dụng môi trường này đã xác định được các chủng
Bacillus khử nitơ mạnh, trong đó Bacillus subtilis M7-1 được coi là tốt nhất.
M7-1 có thể phân hủy hoàn toàn nitrite-N trong 24 giờ mà không tiêu thụ nhiều
oxy hòa tan. Hoạt động khử nitơ hiệu quả diễn ra trong môi trường nuôi cấy
lỏng trong điều kiện không nghiêm ngặt: pH (5,0–9,0), độ mặn (0–30) và nhiệt
độ (25–35℃). Gen enzyme khử nitơ được khuếch đại, giải trình tự và được xác
định thêm là nirS. Trong các đánh giá an toàn sinh học, M7-1 không có tác
động tiêu cực đến tôm ở liều 106
cfu/mL. Do đó, M7-1 có thể được sử dụng
trong nuôi trồng thủy sản để giảm và kiểm soát nồng độ nitơ trong ao nuôi tôm
[34].
Như vậy, trên thế giới các nghiên cứu về phân lập và tuyển chọn các
chủng vi khuẩn có khả năng chuyển hóa các hợp chất N như ammonia, nitrite,
nitrate, làm sạch nước nuôi tôm đã từng được quan tâm từ lâu. Tuy nhiên hiện
nay, những nghiên cứu về phân lập, tuyển chọn này vẫn đang tiếp tục phát triển
cùng với việc tập trung nghiên cứu sâu hơn nữa về đặc điểm, tính chất của quá
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trình nitrate hóa  và khử nitrate hóa nhằm tìm ra những phương pháp mới, hiệu
quả hơn trong việc xử lý ô nhiễm N bằng vi sinh vật trong nước thải nói chung
và nước nuôi tôm nói riêng.
1.5.2. Tình hình nghiên cứu tại Việt Nam
Ở Việt Nam, việc nghiên cứu phân lập, sàng lọc các chủng vi sinh vật có
khả năng xử lý ô nhiễm nước đã có nhiều, tuy nhiên vẫn chủ yếu là nghiên cứu
xử lý ô nhiễm nước thải nói chung còn nghiên cứu về nước nuôi tôm thì vẫn
còn hạn chế.
Đề tài do các tác giả Hoàng Phương Hà, Trần Văn Nhị, Phạm Việt
Cường, Nguyễn Thị Kim Cúc (Viện Công nghệ sinh học - Viện KH&CN Việt
Nam) thực hiện nghiên cứu phân lập và tuyển chọn một số chủng vi khuẩn
nitrate hoá từ nước lợ nuôi tôm tại Quảng Bình và Hà Tĩnh với mục đích tuyển
chọn một số chủng điển hình có khả năng sử dụng để xử lý môi trường nuôi
trồng thủy sản. Nghiên cứu sử dụng mẫu nước và mẫu bùn lấy từ các hồ nuôi
tôm tại Hà Tĩnh và Quảng Bình để phân lập vi khuẩn nitrate hoá. Môi trường
khoáng cơ sở Winogradsky I và II cải tiến được sử dụng để nuôi cấy vi khuẩn…
Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được nuôi trong các bình tam giác 100 mL chứa
30 mL môi trường lỏng cơ sở I hoặc II, nuôi lắc (200 vòng/phút) ở các nhiệt độ
khác nhau 4, 10, 20, 28, 30, 37°C và các pH khác nhau 4, 6, 8, 10, 14 với nhiệt
độ nuôi cấy là 30°C. Điều chỉnh giá trị của pH ban đầu bằng 1N HCl hoặc 3N
NaOH. Kết quả, từ các ao nuôi tôm nước lợ tại Quảng Bình và Hà Tĩnh, trên
môi trường Winogradsky I và II cải tiến, đã phân lập được 17 chủng vi khuẩn
nitrate hoá (10 chủng vi khuẩn oxy hoá ammonia và 7 chủng vi khuẩn oxy hoá
nitrite), trong đó đã tuyển chọn 6 chủng vi khuẩn nitrate hoá có khả năng ứng
dụng trong thực tiễn là HT1-2; HT2-2; TS10; HT1-3; TS2; CP10. Các chủng
vi khuẩn oxy hoá ammonia (HT1-2; HT2-3; TS10) có đặc điểm hình thái đặc
trưng của vi khuẩn thuộc chi Nitrosomonas. Các chủng vi khuẩn oxy hoá nitrite
(HT13; CP10) có đặc điểm hình thái giống như vi khuẩn thuộc chi Nitrobacter.
Chủng TS2 là vi khuẩn oxy hoá nitrite nhưng có đặc điểm hình thái tương tự
các chủng thuộc chi Nitrospira. Các chủng vi khuẩn nghiên cứu đều sinh trưởng
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tốt hơn với  nguồn cacbon vô cơ là NaHCO3 so với CaCO3. Nhiệt độ 28-30°C,
pH 8 là tối ưu cho sự sinh trưởng và hoạt tính nitrate hóa của các chủng này.
Các nhà khoa học ở Viện Công nghệ Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học
và Công nghệ Việt Nam đã nghiên cứu và xây dựng thành công quy trình sản
xuất chế phẩm sinh học dùng để xử lý nước bị nhiễm ammonia, đặc biệt là nước
nuôi trồng thủy sản như các đầm, ao nuôi tôm cá công nghiệp. Chế phẩm sinh
học này giúp tăng cường khả năng phục hồi và thúc đẩy quá trình tự làm sạch
trong các đầm, ao nuôi tái sử dụng nước; loại bỏ ngay mầm bệnh ngay từ ban
đầu, nâng cao năng suất và chất lượng nuôi trồng thủy sản. Nhóm nghiên cứu
đã thử nghiệm chế phẩm sinh học để xử lý 1000 lít nước bị ô nhiễm amoni, với
hàm lượng 5 – 50 g chế phẩm nitrate hóa rắc đều trên 1000 lít nước. Kết quả
cho thấy, chỉ sau 48 giờ cả hai thành phần ammonia và nitrite trong mẫu nước
bị ô nhiễm ammonia đã được chuyển hóa gần như hoàn toàn, hàm lượng
ammonia chỉ còn 0,05 mg N/L, đạt quy chuẩn kỹ thuật quốc gia đối với cơ sở
nuôi trồng thủy sản thương phẩm.
Năm 2019, nhóm nghiên cứu của đại học Cần Thơ đã tiến hành nghiên
cứu “Phân lập vi khuẩn có khả năng chuyển hóa nitrite trong một số ao nuôi
tôm ở Bạc Liêu”. Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập và tuyển chọn các
dòng vi khuẩn bản địa có khả năng chuyển hóa nitrite hiệu quả. Mười sáu dòng
vi khuẩn phát triển trong môi trường khoáng tối thiểu có bổ sung NaNO2 đã
được phân lập từ mẫu nước và mẫu bùn thu tại các ao nuôi tôm ở Bạc Liêu.
Kết quả khảo sát cho thấy ba dòng vi khuẩn gồm BLS1.3, BLW2.2 và BLW2.4
có khả năng chuyển hóa nitrite cao hơn so với các dòng còn lại, đạt trên 56,3%
sau bảy ngày nuôi cấy, trong đó dòng vi khuẩn BLW2.2 có hiệu suất chuyển
hóa nitrite cao nhất, đạt 97,2% sau ba ngày nuôi cấy [26].
Nhóm nghiên cứu của TS. Bùi Thị Việt Hà, Đại học Khoa học Tự Nhiên
đã thực hiện thành công đề tài “vi sinh vật tạo chế phẩm nhằm xử lý nước thải
nuôi trồng thủy sản”. Trong nghiên cứu này, nhóm nghiên cứu đã phân lập
thành công chủng NA7 có khả năng chuyển hóa ammonia thành nitrite cao,
chủng NT2 chuyển hóa nitrite thành nitrate cao và chủng L5 có khả năng ức
chế mạnh vi khuẩn Vibrio. Trong đó chủng NA7 được xác định thuộc
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Nitrosomonas sp., NT2  thuộc Nitrobacter sp., chủng L5 thuộc loài
Lactobacillus plantarum. Nhóm nghiên cứu đã tạo được chế phẩm dạng rắn,
thử nghiệm xử lý nước đầm nuôi tôm ở quy mô phòng thí nghiệm. Chế phẩm
đã có tác dụng làm thay đổi đáng kể theo chiều hướng tích cực các chỉ số trong
nước đầm nuôi tôm, đạt các chỉ tiêu của ngành nuôi trồng thủy sản: Sau 10 ngày
nitơ tổng giảm 37,7%, ammonia giảm 91,8%, nitrite giảm 47,8%, COD giảm
66,0%, BOD giảm 60,6% .Trong khi đó bể đối chứng (không dùng chế phẩm)
các chỉ số môi trường có giảm nhưng không đáng kể, sau 10 ngày thí nghiệm,
nước vẫn ở tình trạng ô nhiễm, quá trình làm sạch tự nhiên diễn ra chậm [6].
Một nghiên cứu khác của tác giả Hoàng Phương Hà và cs, được đăng
trong Hội nghị sinh học toàn quốc năm 2020: “Một số tính chất sinh học của vi
khuẩn khử nitrate hiếu khí phân lập tại vùng nuôi tôm thương phẩm ở Việt
Nam’’. Nghiên cứu này đã sàng lọc được chủng vi khuẩn nitrate BL5 tại đầm
nuôi tôm ở Bạc Liêu, có khả năng khử nitrate trong cả hai điều kiện kỵ khí và
hiếu khí. Khả năng khử nitrate của BL5 đồng nghĩa với việc BL5 có khả năng
khử nitrite trực tiếp. Kết quả cũng cho thấy khả năng khử nitrite hiếu khí của
chủng BL5 rút ngắn thời gian hơn so với khử nitrite kị khí, hiệu quả loại bỏ
nitrite hiếu khí đạt 99% còn trong điều kiện kị khí chỉ đạt 55% sau 3 ngày với
hàm lượng ban đầu là 10 mg N-NO2/ L. Một số yếu tố sinh hoá lý đã được xác
định: BL5 có khả năng khử nitrite tốt nhất trong môi trường có nồng độ NaCl
2%, pH 7-8, nhiệt độ 20-37°C. Khuếch đại trình tự gen 16s rRNA cho thấy
chủng BL5 được xác định là Pseudomonas sp. BL5. Chủng vi khuẩn này sẽ
hứa hẹn cho mục đích đồng xử lý nước nuôi trồng thuỷ sản bị ô nhiễm ammonia
và nitrite khi kết hợp với vi khuẩn nitrate hoá.
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CHƯƠNG 2. ĐỐI  TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN
CỨU
2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU
2.1.1. Chủng giống
Mười lăm chủng Bacillus thuộc bộ chủng vi sinh vật của Công ty Cổ
phần Công nghệ Thuỷ sản AVITECH (đã được phân lập từ nhiều nguồn khác
nhau như: bùn, nước nuôi tôm…).
2.1.2. Hoá chất
Các môi trường nuôi cấy bao gồm: LB, BHI, môi trường tối thiểu, môi
trường khử lân gồm các thành phần hoá chất được nhập khẩu từ các nước Đức,
Trung Quốc đảm bảo độ tinh khiết.
Môi trường tối thiểu: 1,4196 g Na2HPO4; 1,3609 g KH4PO4; 0,3 g
(NH4)2SO4; 0,0985 g MgSO4.7H2O; 5,75 mg CaCl2.2H2O; 2,75 mg
FeSO4.7H2O; 1,7 mg MnSO4.H2O; 1,16 mg H3PO3; 1,15 mg ZnSO4.7H2O; 0,24
mg CuSO4; 3,2 mg Na2.EDTA; 0,235 mg CoCl2.6H2O; 0,125 mg
(NH4)4Mo24.4H2O; 1000 mL H2O; pH=7 ± 0,2.
Môi trường khử lân: 20 g/L glucose; 0,02 g/L pepton; 37,5 mg/L
KH2PO4; 0,02 g/L NH4Cl; 0,01 g/L MgSO4.7H2O; 0,005 g/L CaCl2; 0,5 mL/L
dung dịch vết kim loại (1,5 g/L FeCl3.6H2O; 0,15 g/L H3BO3; 0,03 g/L
CuSO4.5H2O; 0,18 g/L KI; 0,12g/L MnCl2.4H2O; 0,06 g/L Na2MoO4.2H2O;
0,12 g/L ZnSO4.7H2O; 0,15 g/L CoCl2.6H2O ; 10,0 g/L EDTA).
Mồi cho phản ứng PCR gen 16S rRNA:
27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
1492R (5’
-GGTTACCTTGTTACG ACTT-3’)
2.1.3. Thiết bị
Các thiết bị được sử dụng trong nghiên cứu: máy ly tâm lạnh 5424R và
5810R, máy quang phổ UV VIS, máy PCR 9700, máy điện di DNA, máy soi
gel, máy lắc, máy vortex, box an toàn sinh học cấp II (ESCO), tủ lạnh 4°C, tủ
lạnh -20°C, tủ ấm, tủ sấy, cân phân tích 4 số.
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2.1.4. Dụng cụ
Các  dụng cụ thí nghiệm được sử dụng bao gồm: Đĩa petri; ống falcon:
15 mL, 50 mL; ống eppendorf: 1,5 mL, 2 mL; ống PCR; pipetman: 10 µL, 100
µL, 1000 µL; đầu tip: 10 µL, 200 µL, 1000 µL; lọ penicillin; bình tam giác:
100 mL, 250 mL, 500 mL; que cấy.
2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.2.1. Sàng lọc các chủng vi sinh vật có khả năng chuyển hoá
ammonium, nitrite, nitrate
Các chủng vi khuẩn được cấy ria ba pha trên đĩa môi trường LB agar,
khuẩn lạc rời cấy vào 2 mL môi trường LB lỏng và lắc 180 vòng/phút trong 24
giờ ở 30°C. Sau khi nuôi lắc, để tĩnh 24 giờ nhằm để vi khuẩn tạo màng sinh
học ổn định, sau đó loại bỏ dịch nuôi, thêm 2 mL môi trường tối thiểu có bổ
sung NaNO2 (200 mg/L) hoặc (NH4)2SO4 (20 mg/L) hoặc NaNO3 (20 mg/L)
tương ứng với thí nghiệm sàng lọc chủng chuyển hoá ammonium, nitrite,
nitrate. Sau 24 giờ và 48 giờ nuôi, tiến hành đo lượng NH4
+
, NO2
-
, NO3
-
còn lại
trong dung dịch. Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần.
Các phương pháp xác định hoá học: Định lượng ammonium trong nước
theo phương pháp Nessler; Định lượng nitrite theo phương pháp Griss, định
lượng nitrate theo phương pháp 2,6 dimethylphenol [35].
2.2.2. Sàng lọc các chủng vi sinh vật có khả năng tích luỹ phosphor
Sàng lọc chủng tích luỹ phosphor được thực hiện theo phương pháp của
Eixler và cs, (2005) [36]: Ủ vi khuẩn trong 4 mL môi trường khử lân lỏng, lắc
160 vòng/phút ở nhiệt độ phòng, sau 6 ngày nuôi đo mật độ quang ở bước sóng
600 nm (OD600) để xác định mức độ sinh trưởng của các chủng vi khuẩn. Sau
đó ly tâm 12.000 vòng/phút trong thời gian 10 phút để thu sinh khối, loại bỏ
phần dịch nổi. Hòa tan sinh khối trong 4 mL NaOH 0,2 M, ủ trong 20 giờ để
trích poly-P. Dịch tế bào được lọc qua giấy lọc Sartorius Stedim 17598 0,45
μm, CE để loại bỏ xác tế bào để thu dịch lọc chứa poly-P. Dịch lọc thu được
chia làm 2 phần: Một phần: đo để xác định lượng phosphate tự do (PP1) trong
dịch bằng phương pháp Molypdate blue (so màu ở bước sóng 690 nm) [35],
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phần còn lại:  thủy phân bằng HCl 1M ở 100°C với thể tích bằng thể tích mẫu
trong thời gian 10 phút. Dịch thủy phân sau đó để nguội và đo hàm lượng
phosphate (PP2) với phương pháp như phần 1. Hàm lượng poly-P nội bào được
tính bằng hiệu số giữa PP2-PP1. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần.
2.2.3. Đánh giá khả năng tạo màng biofilm của các chủng vi sinh vật
Làm giàu sinh khối của vi khuẩn trong môi trường LB lỏng, lắc 180
vòng/phút, ở 30°C, sau 24 giờ, xác định mật độ tế bào bằng cách đo OD600. Sau
đó chuyển dịch vi khuẩn vào môi trường LB mới theo tỷ lệ 1:7 tương ứng vào
ống eppendorf và ủ tiếp 1 ngày. Loại dịch nuôi cấy và rửa lại 2 lần bằng nước
cất vô trùng. Bổ sung 1 mL dung dịch tím kết tinh 1% và giữ trong 20 phút ở
nhiệt độ phòng. Loại bỏ dung dịch tím kết tinh, rửa sạch 2 lần bằng nước cất và
quan sát sự bắt màu của màng sinh học bám trên thành ống với tím kết tinh.
Các tinh thể bám vào thành ống eppendorf được hòa tan trong 1 mL ethanol
70%, đo độ hấp thụ dịch này ở bước sóng 570 nm trên máy quang phổ kế. Sự
hình thành màng sinh học tỷ lệ thuận với chỉ số OD570. Mức độ sinh biofilm
của vi khuẩn được phân loại dựa trên OD570 như sau: Không sinh biofilm (OD570
≤ 0,5); Sinh biofilm yếu (0,5 < OD570 < 1); sinh biofilm trung bình (1 ≤ OD570
≤ 2); sinh biofilm mạnh (OD570 > 2) [37]. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần.
2.2.4. Ảnh hưởng của điều kiện pH, độ mặn khác nhau đến sinh
trưởng của các chủng vi sinh vật
Các chủng Bacillus tuyển chọn được ủ trong môi trường LB được điều
chỉnh pH đến các giá trị: 7.0 ; 8.0 ; 9.0 ; 10 bằng HCl và NaOH hoặc được bổ
sung thêm NaCl để đạt độ mặn 1, 2, 3 và 4%. Nuôi cấy lắc ở 37°C trong 24 giờ,
đo OD600 để xác định sự tăng trưởng của vi khuẩn [38].
2.2.5. Xác định khả năng sinh enzyme cellulase, amylase, protease
của các chủng vi sinh vật
Khả năng sinh enzyme amylase, cellulase và protease của các chủng vi
khuẩn được xác định trên môi trường chứa agar 2% được bổ sung cơ chất lần
lượt là tinh bột tan 1%, CMC 0,1% và casein 1%. Các đĩa được ủ ở 37°C qua
đêm, sau đó được nhuộm màu với thuốc thử lugol 1% để xác định khả năng
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sinh amylase và  cellulase, và nhuộm với thuốc thử TCA 5% để xác định khả
năng sinh protease. Khả năng sinh enzyme được xác định thông qua đường kính
vòng phân giải [39-41]. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần.
2.2.6. Phương pháp xử lý thống kê
Các kết quả trong từng thử nghiệm sàng lọc các chủng vi sinh vật có khả
năng chuyển hoá ammonium, nitrite, nitrate; sàng lọc các chủng vi sinh vật có
khả năng tích luỹ phosphor; xác định khả năng sinh biofilm; khả năng sinh
enzyme ngoại bào được nhập vào bảng excel và sử dụng công cụ ANOVA
trong excel (ANOVA một nhân tố) để tính giá trị p trong từng thử nghiệm. Nếu
giá trị P < 0,05 thì kết quả khác nhau giữa các chủng vi sinh vật nghiên cứu là
có ý nghĩa thống kê, từ đó có thể lựa chọn những chủng có kết quả tốt nhất.
Nếu giá trị P > 0,05 thì kết quả khác nhau giữa các chủng vi sinh vật nghiên
cứu không có ý nghĩa thống kê.
2.2.7. Xác định khả năng đối kháng lẫn nhau của những chủng vi
khuẩn được tuyển chọn
Nuôi mỗi chủng vi khuẩn đã được tuyển chọn vào 2 mL môi trường BHI
lỏng, lắc trong 5 ngày. Sau đó đĩa LB rắn đã được cấy trải dung dịch 1 vi khuẩn
được đục các lỗ (sử dụng đầu côn đã khử trùng), nhỏ 100 µL dịch nuôi các vi
khuẩn khác vào mỗi lỗ. Ủ đĩa trong 2 ngày ở nhiệt độ phòng và quan sát vòng
kháng [6].
2.2.8. Nhuộm Gram tế bào vi khuẩn
Nhuộm Gram tế bào vi khuẩn nhằm phân loại tế bào vi khuẩn thuộc
Gram (+) hay Gram (-) dựa vào sự khác biệt giữa vách tế bào vi khuẩn Gram
(+) và Gram (-). Vi khuẩn Gram (+) có vách peptidoglican hoạt động như một
hàng rào thẩm thấu ngăn cản sự thất thoát của tím kết tinh. Ban đầu, vi khuẩn
được nhuộm bằng tím kết tinh và xử lý iod để tăng độ giữ màu. Sau đó, vết bôi
được tẩy màu bằng cồn làm cho các lỗ của lớp peptidoglican dày lại. Do vậy
phức chất tím kết tinh và iod được giữ lại, vi khuẩn có màu tím. Peptidoglican
ở vi khuẩn Gram (-) rất mỏng, ít liên kết chéo và có lỗ lớn. Việc xử lý bằng cồn
có thể loại lipid khỏi vách Gram (-) đủ để làm tăng hơn kích thước của lỗ. Do
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vậy, ở bước  rửa bằng cồn đã loại bỏ phức chất màu tím của tím kết tinh - iod.
Khi nhuộm lại bằng safarin thì vi khuẩn Gram (-) có màu hồng [42].
2.2.9. Định danh vi sinh vật bằng công cụ sinh học phân tử
Tách chiết DNA tổng số sử dụng GeneJET Genomic DNA purification
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Tiến hành phản ứng PCR gen 16S rRNA
với cặp mồi 27F và 1492R. Điều kiện của phản ứng PCR được tiến hành như
sau:
Hỗn hợp PCR với tổng thể tích là 25 μL gồm: 1 µL mồi mỗi loại, 2,5 µL
hỗn hợp dNTPs, 2,5 µL đệm PCR, 3 µL MgCl2, 0,2 µL taq polymerase, 1 µl
DNA tổng số của vi khuẩn, 13,8 µL H2O.
Phản ứng PCR được thực hiện trên máy PCR 9700 với chu trình nhiệt
như sau: 95°C trong 3 phút, sau đó lặp lại 35 chu kỳ với các bước như sau: Biến
tính ở 95°C trong 1 phút, gắn mồi ở 54°C trong 1 phút, tổng hợp DNA ở 72°C
trong 2 phút. Cuối cùng phản ứng được duy trì 72°C trong 10 phút. Sản phẩm
của phản ứng PCR được điện di kiểm tra trên gel agarose nồng độ 1%, nhuộm
gel bằng ethium bromide và được quan sát dưới ánh đèn tử ngoại. Sản phẩm
PCR được gửi đến công ty VNDAT để giải trình tự, sau đó so sánh mức độ
tương đồng di truyền với các loài trên ngân hàng gen NCBI bằng công cụ
BLAST và lập cây phân loại sử dụng phần mềm MEGA X theo phương pháp
Neighbor-Joining.
2.2.10. Đánh giá sự biến động các chỉ số môi trường trong thử
nghiệm nuôi tôm bằng hệ thống tuần hoàn RAS ở quy mô pilot
sử dụng bộ lọc sinh học kết hợp với bộ chủng vi sinh vật đã
được sàng lọc.
− Thí nghiệm pilot được thiết kế gồm 4 bể nuôi thử nghiệm, chia thành 2
nhóm, được nuôi trong 15 ngày:
• Nhóm bể đối chứng: Gồm 2 bể, là bể không được bổ sung vi sinh vật
• Nhóm bể xử lý: Gồm 2 bể, là bể được bổ sung bộ chủng vi khuẩn đã sàng
lọc
Năm chủng vi khuẩn đã được tuyển chọn được nuôi riêng rẽ trong 20 mL
môi trường LB lỏng, lắc 160 vòng/phút ở nhiệt độ phòng trong 3 ngày. Sau đó
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5 chủng này  được phối trộn với nhau với tỷ lệ là 1 :1 :1 :1 :1. Nhóm bể xử lý
được thêm 0,6 mL sản phẩm vi khuẩn trên 40 L bể (15 ppm) mỗi ngày trong
tuần đầu tiên và 1,8 mL sản phẩm vi khuẩn trên 40 L bể (45 ppm) 1 tuần 1 lần
các tuần sau đó [43].
− Mỗi bể thử nghiệm có thể tích là 40 L với bộ lọc sinh học được tự thiết
kế bởi Công ty CP Thuỷ sản AVITECH, mỗi bể có một hố xả bùn, tiến
hành xả bùn 3 ngày 1 lần.
− Tôm được thả vào mỗi bể số lượng là 40 con/ bể, khối lượng trung bình
của tôm được thả là 0,5 g/con. Tôm được cho ăn 2 lần 1 ngày (8h, 17h),
với tỷ lệ 10,75% thể trọng/ ngày (2 g thức ăn/ bể/ ngày).
− Các thông số chất lượng nước được theo dõi hàng ngày bao gồm: Nhiệt
độ, pH, oxy hòa tan, nitrite, nitrate, tổng ammonia, phosphate, độ kiềm
[43].
− Các phương pháp xác định hoá học: Định lượng ammonium trong nước
theo phương pháp Nessler; Định lượng nitrite theo phương pháp Griss,
định lượng nitrate theo phương pháp 2,6 dimethylphenol, phương pháp
xác định độ kiềm [35].
Hình 2.1. Mô hình thử nghiệm quy mô pilot
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