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Tóm tắt:

Nghiên cứu này nhằm đánh giá đa dạng vi sinh vật trong tương truyền thống Việt Nam dựa vào số lượng chủng phân 
lập, từ đó tuyển chọn các chủng có hoạt tính cao nhất làm giống khởi động. Từ 12 mẫu tương thu thập tại Hà Nội, 
Hưng Yên, Hà Nam và Nghệ An, 85 chủng vi sinh vật (45 chủng vi khuẩn, 30 chủng vi nấm, bốn chủng xạ khuẩn và 
sáu chủng nấm men) đã được phân lập. Trong khi 54,11% chủng không có khả năng sinh cả hai loại enzyme amylase 
và protease bằng phương pháp cấy điểm, thì chỉ có 8,23% chủng (bảy chủng) sinh cả hai enzyme ở mức mạnh (D-d 
>15 mm). Cả bảy chủng này được định danh qua phân tích hình thái học và giải trình tự rDNA vùng ITS đối với 
nấm và vùng 16S đối với vi khuẩn. Sàng lọc thứ cấp hoạt tính enzyme bằng phương pháp khuếch tán trên thạch, 
hai chủng Aspergillus oryzae BD3-5 và Bacillus subtilis BD3-7 được lựa chọn làm giống khởi động dựa vào hoạt tính 
amylase và protease cao nhất (20-26 mm) và (16-18 mm). Bổ sung 1% (v/v) BD3-5 vào lên men mốc - giai đoạn koji 
làm tăng hàm lượng đường tổng số 1,8 lần; bổ sung BD3-7 vào lên men nước đậu tương làm tăng hàm lượng protein 
tổng số 3,0 lần so với mẫu đối chứng.
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Abstract:

The aims of this study were to evaluate the microbial diversity in traditional Vietnamese soy sauce based on the 
number of isolated strains and to select strains with the highest activity using as starter cultures. From 12 soy 
sauce samples collected in Hanoi, Hung Yen, Ha Nam, and Nghe An, 85 microbial strains (45 bacteria, 30 fungi, 04 
actinomycetes, and 6 yeasts) were isolated. While 54.11% of the strains did not exhibit enzyme production by the 
spot inoculation method, only 8.23% of the strains (07 strains) produced both enzymes at high levels (D-d >15 mm). 
These 07 strains were identified through morphological analysis and sequencing of the ITS region for fungi and 
the 16S region for bacteria, and their enzyme activity was further screened using the agar well diffusion method. 
Aspergillus oryzae BD3-5 and Bacillus subtilis BD3-7 were selected as starter cultures due to their safety and highest 
amylase and protease activity: 20-26 mm and 16-18 mm. Adding 1% (v/v) BD3-5 to rice fermentation during the koji 
stage increased the total sugar content 1.8 times; adding 1% (v/v) BD3-7 to soybean liquid fermentation increased 
the total protein content 3.0 times compared to the control sample.

Keywords: amylase, Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis, protease, soy sauce. 
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1. Đặt vấn đề 

Tương là một loại gia vị truyền thống lên men từ đậu nành 
được sử dụng trong ẩm thực Việt, cũng như nhiều quốc gia vùng Á 
Đông. Hương vị của tương là sự kết hợp của các nguyên liệu bao 
gồm gạo, đậu tương, muối và nước, cùng hoạt động trao đổi chất 
của hệ vi sinh vật trong quá trình lên men. Trong đó, hoạt động sinh 
enzyme amylase và protease cao của các vi sinh vật là điều kiện 
tiên quyết cho một mẻ tương ngon. Hiện nay, sản xuất tương tại 
các làng nghề chủ yếu dựa trên kinh nghiệm dân gian từ các hộ gia 
đình. Quá trình lên men chủ yếu dựa vào nguồn vi sinh vật trong 
tự nhiên, mang tính ngẫu nhiên. Vì vậy, chất lượng các mẻ tương 
thường không đồng đều, thời gian bảo quản ngắn. Bên cạnh đó, sự 
có mặt của một số vi sinh vật không mong muốn như Aspergillus 
flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, Bacillus cereus trong tương, có 
thể sản sinh độc tố gây hại cho sức khỏe con người [1]. Chính vì 
vậy, nghiên cứu này nhằm tuyển chọn các chủng vi sinh vật an toàn, 
sinh amylase và protease cao làm giống khởi động, định hướng ứng 
dụng trong sản xuất tương truyền thống an toàn, chất lượng cao.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Thu thập mẫu và phân lập vi sinh vật

12 mẫu tương được thu thập tại các làng nghề làm tương truyền 
thống tại các địa điểm Hà Nội, Hưng Yên, Hà Nam và Nghệ An. Vi 
sinh vật được phân lập từ các mẫu tương bằng phương pháp Koch 
trên môi trường thạch PDA, NA, MRS, LCA, Czapek (Nissui, Nhật 
Bản) [2]. 

2.2. Định danh vi sinh vật 

Phương pháp phân tích trình tự gen rDNA: DNA của các 
chủng vi sinh vật được tách chiết bằng kít của hãng PrepMan Ultra 
(Applied Biosystems, Hoa Kỳ). Trình tự đoạn gen (rDNA vùng 
ITS) được khuếch đại với cặp mồi ITS1 và ITS4. Vùng gen 16S 
rDNA được khuyếch bằng cặp mồi 27F và 1495R. Trình tự gen của 
các chủng phân tích được so sánh với các trình tự gen có sẵn trên 
ngân hàng gen NCBI, sử dụng phương pháp Blast Search và phần 
mềm Clustal X [3]. Cây phát sinh chủng loại được xây dựng dựa 
vào thuật toán NJ [4].

Phương pháp quan sát hình thái học: Quan sát khuẩn lạc và cơ 
quan sinh sản của nấm, đánh giá, phân tích dựa vào so sánh kết quả 
quan sát so với các tài liệu tham khảo về phân loại nấm [5].  

2.3. Phương pháp sàng lọc và đánh giá hoạt tính amylase và 
protease

2.3.1. Sàng lọc sơ bộ hoạt tính amylase và protease bằng 
phương pháp cấy điểm 

Các chủng vi sinh vật phân lập được hoạt hóa trên môi trường 
thạch PDA (Nissui, Nhật Bản) ở 25oC,  3-5 ngày sau đó cấy chấm 
điểm (hoặc cấy vạch - đối với vi khuẩn) trên đĩa thạch có bổ sung 
cơ chất 0,1% để ở nhiệt độ phòng trong 2-5 ngày. Nhuộm lugol - 
đối với hoạt tính amylase và quan sát kích thước vòng phân huỷ 
xung quanh khuẩn lạc. Hoạt tính protease được biểu hiện bằng kích 
thước vòng trong xung quanh khuẩn lạc. 

ĐKPG = D - d (mm)

trong đó: D: đường kính vòng trong xung quanh (mm), d: đường 
kính khuẩn lạc (mm).

2.3.2. Xác định hoạt tính amylase và protease bằng phương 
pháp khuếch tán trên thạch

Các chủng vi sinh vật được nuôi bằng máy lắc với môi trường 
PDB (Nissui, Nhật Bản) có bổ sung 0,2% cơ chất (tinh bột hoặc 
casein) nuôi cấy từ 2-5 ngày, tốc độ 150 vòng/phút, nhiệt độ phòng, 
thu được enzyme thô, nhỏ vào giếng trên thạch đĩa chứa 0,1% tinh 
bột (đối với amylase) 0,1% casein (đối với protease), để tủ ấm 5-6 
giờ. Kiểm tra hoạt tính amylase và protease bằng phương pháp đo 
đường kính vòng phân giải.

2.4. Phương pháp sử dụng các chủng vi sinh vật hữu ích 
nhằm nâng cao chất lượng tương

Bổ sung 1% (v/v) giống khởi động vào giai đoạn lên men mốc 
(koji) và giai đoạn ủ chua (moromi) đối với vi khuẩn. Kiểm tra chất 
lượng bán thành phẩm sau 3 tuần lên men dựa vào phân tích hàm 
lượng đường và protein tổng số có trong mẫu. 

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Thu thập mẫu và phân lập các chủng vi sinh vật trong 
sản phẩm tương truyền thống

12 mẫu tương truyền thống đã được thu thập tại các địa điểm 
khác nhau trên địa bàn Hà Nội, Hà Nam, Hưng Yên và Nghệ An. 
Sau đó, chúng tôi tiến hành phân lập các chủng vi sinh vật có trong 
các mẫu tương này bằng phương pháp pha loãng, trên các môi 
trường NA, MRS, PDA, LCA, Czapek ở các nồng độ pha loãng 
103-105. Kết quả được trình bày ở bảng 1.
Bảng 1. Đa dạng vi sinh vật có trong các mẫu tương truyền thống.

Số lượng khuẩn lạc (CFU/ml)

Địa điểm STT Tên mẫu tương Vi khuẩn Nấm mốc Nấm men Xạ khuẩn Tổng

Hà Nội

1 Trung Thành 9,5×104 0 0 0 9,5×104

2 Bình Đà 8,4×104 2,4×104 0 0 1,0×105

3 Trọng Tình 2,5×107 1,7×10^6 0 0 2.6×107

4 Cự Hồng 5,0×107 3,9×104 0 0 5,0×107

5 Phụ Khang 1,0×108 2,0×106 5,0×105 0 1,02×106

6 Mông Phụ 8,3×107 5,1×107 9,9×105 5,0×105 1,3×108

7 Đường Lâm 8,8×107 4,2×106 0 0 9,2×107

8 Mẫu nhà dân thường 1,6×108 5,0×103 0 0 1,6×108

9 Mẫu bán thành phẩm 1,0×108 7,0×104 0 0 1,0×108

Hưng Yên 10 Triệu Sơn 3,4×106 1,0×106 0 0 4.4×106

Hà Nam 11 Mẫu nhà dân thường 4,5×104 1,0×104 0 0 5,5×104

Nghệ An 12 Mẫu nhà dân thường 5,4×108 0 0 0 5,4×108

Kết quả bảng 1 cho thấy, khu hệ vi sinh vật trong các mẫu tương 
truyền thống ở Việt Nam rất đa dạng. Hầu hết các mẫu đều xuất hiện 
cả 4 loại vi sinh vật thông thường, bao gồm nấm mốc, nấm men, vi 
khuẩn và xạ khuẩn. Tất cả các mẫu tương đều có sự xuất hiện của vi 
khuẩn, 10/12 mẫu (83,33%) xuất hiện nấm mốc, 2/12 mẫu (16,67%) 
phát hiện có nấm men. Xạ khuẩn là loại hiếm gặp nhất, chỉ xuất hiện 
duy nhất trên một mẫu (8,3%). Trong số 12 mẫu nghiên cứu thì mẫu 
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tương Mông Phụ, Hà Nội có hệ vi sinh đa dạng và mật độ khuẩn lạc 
cao nhất, gồm cả 4 loại vi sinh vật, hàm lượng đạt 105-107 CFU/ml. 
Mẫu tương Nghệ An và tương Trung Thành chỉ xuất hiện vi khuẩn, 
với tổng số lượng khuẩn lạc đạt khoảng 105-108 (CFU/ml). 

Kết quả này tương đồng với một số kết quả trước đó của N.T. Vu 
và cs (2016) [6], cho rằng độ đa dạng vi sinh vật trong 14 mẫu tương 
thu thập từ Bần Yên Nhân, Cự Đà và Nam Đàn đạt 106-108 (CFU/
ml). Hoặc trong nghiên cứu của W.Y. Jung và cs (2016) [7], mật độ 
vi khuẩn trong tương Doenjang là 4,1×107 CFU/g, mật độ nấm mốc 
đạt 7,9×104 CFU/g. 

3.2.  Đánh giá hoạt tính amylase và protease dựa vào phương 
pháp cấy điểm

Dựa vào sự khác nhau về hình thái khuẩn lạc trên từng mẫu, 45 
chủng vi khuẩn, 30 chủng vi nấm, 4 chủng xạ khuẩn và 6 chủng nấm 
men đã được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo.

Toàn bộ 85 chủng vi sinh vật phân lập được sàng lọc hoạt tính 
thông qua phương pháp cấy điểm. Kết quả cho thấy, có điểm khác 
biệt giữa hoạt tính của khu hệ vi sinh vật trong tương Việt Nam và 
tương Hàn Quốc. Hầu hết các vi sinh vật trong tương Hàn Quốc đều 
thể hiện hoạt tính amylase và protease (110/112 chủng), nhưng mức 
độ thể hiện yếu, đường kính vòng phân giải nhỏ hơn 10 mm (10≥ 
D-d>5 mm) [8]. Ngược lại, trong tương Việt Nam, chỉ 59, 30 và 
45,35% số chủng vi sinh vật biểu hiện hoạt tính amylase và protease, 
nhưng mức độ biểu hiện mạnh, lần lượt là 22,90 và 13,95%. Đặc 
biệt, có 8,23% (7 chủng) sinh đồng thời cả 2 loại enzyme mạnh, 
được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo (hình 1).

Hình 1. Hoạt tính amylase và protease của các chủng phân lập.

3.3. Định danh chủng vi sinh vật sinh amylase và protease cao 

Trong số 7 chủng vi sinh vật đã lựa chọn ở trên, dựa vào quan sát 
hình thái học, 3 chủng có ký hiệu BD5-10, BD5-6 và BD3-5 là nấm 
sợi, 4 chủng BD3-7, BD5-3, BD3-3, BD5-5 là vi khuẩn. Các chủng 
này tiếp tục được phân loại bằng phương pháp phân tích hình học 
phân tử, dựng cây phát sinh chủng loại dựa vào phân tích trình tự 
gen rDNA vùng ITS (đối với nấm) và rDNA 16S (đối với vi khuẩn).

3.3.1. Đối với nấm sợi

Nghiên cứu phân tích và xây dựng cây chủng loại phát sinh của 
các chủng nấm sợi được lựa chọn ở trên dựa vào phân tích hình 
thái học và phân tích trình tự rDNA vùng ITS. Kết quả cho thấy, 
BD5-10, BD5-6 và BD3-5 đều nằm trên cùng một nhánh với A. 
oryzae/A. flavus (hình 2). Đây là 2 loài dễ nhầm lẫn khi phân tích 
bằng rDNA genome và hình thái học. Tuy nhiên, theo A.K. Maren 

(2002) [5], khi phân loại hình thái học một cách kỹ lưỡng thì việc 
phân biệt 2 loài này là hoàn toàn có thể. BD5-10, BD5-6, BD3-5 
khi được nuôi cấy trong các môi trường khác nhau: CYA25, MEA, 
CY20S, CY37 và CZ đều có hình thái khuẩn lạc bông xốp, phát 
triển nhanh, kích thước đạt 5-7 cm sau 5-7 ngày nuôi cấy, thể bình 
1-2 tầng, kích thước 20-50 µm. Tuy nhiên, bào tử của BD5-6 có 
hình cầu, đồng đều, kích thước 3-6 µm. Trong khi bào tử BD3-5, 
BD5-10 không đồng đều về kích thước, hình cầu đến gần cầu, hình 
trứng, hình ovan, kích thước 4-8,5 µm. Trên môi trường CYA, 37oC, 
BD5-6, có màu xanh ôliu đậm, hình thành hạch nấm màu nâu sẫm 
dày đặc (hình 2A), chủng BD3-5, BD5-10 có màu vàng cau, khi già 
ngả sang màu vàng nâu, không sinh hạch nấm (hình 2B, 2C, 2D). 
So sánh các kết quả này với khóa phân loại của chi Aspergillus [5], 
chúng tôi kết luận BD3-5 và BD5-10 thuộc về loài A. oryzae, BD5-6 
thuộc về loài A. flavus. Kiểm tra khả năng sinh độc tính của BD3-5 
và BD5-10 trên môi trường thạch nước dừa đều không phát hiện 
aflatoxin (hình 2E). 

Hình 2. Định danh và đánh giá độ an toàn sinh học đối với các chủng nấm A. 
oryzae/A. flavus. (A) Cây phát sinh chủng loại của BD5-10, BD5-6, BD3-5 và các 
loài có quan hệ họ hàng gần gũi dựa vào phân tích trình tự gen rDNA vùng ITS, 
các giá trị bootstrap >40% được thể hiện trên cây, Cladosporium cladosporioides 
được sử dụng làm nhóm ngoài, bar=0,1; (B) Hình thái chủng BD5-6 (CYA37); (C) 
Hình thái chủng BD3-5 (CYA37); (D) Hình thái chủng BD5-10(CYA37); (E) Chủng 
BD3-5 trên môi trường nước cốt dừa sau 5 ngày nuôi cấy.

3.3.2. Đối với vi khuẩn

Các chủng vi khuẩn lựa chọn được nghiên cứu phân tích và xây 
dựng cây phát sinh chủng loại dựa vào phân tích trình tự rDNA vùng 
16S. Kết quả cho thấy, BD3-7 và BD5-3 nằm trên cùng một nhánh 
với chủng B. subtilis OP964833 (BM105); BD3-3 và BD5-5 nằm 
trên cùng một nhánh với các chủng Bacillus amyloliquefaciens NR-
118950 (ATCC 23350) (hình 3).

Hình 3. Cây phát sinh của BD3-7, BD5-3, BD3-3, BD5-5 và các loài có quan 
hệ họ hàng gần gũi dựa vào phân tích trình tự gen 16S. Các giá trị bootstrap 
>40% được thể hiện trên cây, Bacillus cereus NR 114582 (ATCC 14579) được 
sử dụng làm nhóm ngoài, bar=0,1.
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Theo hướng dẫn số 90/679/EWG ngày 26/11/1990 của Cộng 
đồng châu Âu về an toàn sinh học [2], so sánh với danh mục các vi 
sinh vật an toàn của CHLB Đức và Cộng đồng châu Âu cho thấy, 
các loài vi khuẩn B. subtilis, B. amyloliquefaciens và A. oryzae 
thuộc nhóm có độ an toàn cao (cấp độ I). Vì vậy, các chủng vi sinh 
vật lựa chọn trên là những chủng bảo đảm an toàn sinh học, có thể 
sử dụng trong sản xuất thực phẩm.

3.4. Xác định hoạt tính protease và amylase bằng phương 
pháp khuếch tán trên thạch

7 chủng vi sinh vật tuyển chọn trên được nuôi cấy bằng máy lắc 
trên môi trường PDB, bổ sung 0,1% tinh bột và casein. Hoạt tính 
enzyme protease và amylase được đánh giá dựa trên đường kính 
vòng phân giải tinh bột và casein. Kết quả được thể hiện ở bảng 2.
Bảng 2. Khả năng phân giải tinh bột và casein của các chủng tuyển chọn.

Thứ tự Ký hiệu chủng Phân loại
Đường kính vòng phân giải (mm)

Tinh bột Casein

1 BD5-10 A. oryzae 20±2 19±3

3 BD3-5 A. oryzae 26±3 25±3

4 BD3-7 B. subtilis 16±2 18±2

5 BD5-3 B. subtilis 14±3 12±2

6 BD3-3 B. amyloliquefaciens 8±2 11±3

7 BD5-5 B. amyloliquefaciens 12±2 18±2

Kết quả bảng 2 cho thấy, A. oryzae BD3-5 thể hiện hoạt tính 
cao nhất cho khả năng phân giải tinh bột và casein, đường kính 
vòng phân giải tinh bột và casein lần lượt là 26 và 25 mm. B. 
subtilis BD3-7 là chủng vi khuẩn có kích thước vòng phân giải 
lớn nhất trong số 4 chủng lựa chọn D-d = 16-18 mm. Kết quả này 
tương đồng với nghiên cứu của T.V.A. Nguyen (2010) [9] khi phân 
lập 52 chủng nấm mốc phân lập từ các mẫu koji được thu thập từ 
Hưng Yên, Hà Nội và Nghệ An. Kết quả nghiên cứu trước đó cũng 
tìm ra được một chủng A. oryzae MT21 có hoạt tính amylase và 
protease lần lượt đạt là 21 và 26 mm [9]. Tuy nhiên, tại Việt Nam 
chưa có nghiên cứu nào đánh giá về đa dạng cũng như hoạt tính của 
các chủng vi khuẩn trong tương.

3.5. Sử dụng các chủng vi sinh vật hữu ích nhằm nâng cao 
chất lượng tương

2 chủng A. oryzae BD3-5 và B. subtilis BD3-7 được nuôi cấy ở 
các điều kiện thích hợp nhất, thu sinh khối tươi và bổ sung 1% (v/v) 
vào giai đoạn koji và moromi. Kiểm tra chất lượng bán sản phẩm 
tương này sau 3 tuần ủ men dựa vào phân tích hàm lượng đường 
tổng số và protein tổng số có trong mẫu (bảng 3).

Như vậy, có sự khác biệt giữa bổ sung giống khởi động và 
không bổ sung giống khởi động cho mỗi giai đoạn lên men. Trong 
giai đoạn lên men koji, hàm lượng đường tổng số tăng gấp 1,8 
lần trong mẫu có bổ sung A. oryzae BD3-5 so với mẫu không bổ 
sung, hàm lượng protein tổng số cũng tăng lên 6,3 lần. Ở giai đoạn 
moromi, hàm lượng protein tổng số trong mẫu bổ sung B. subtilis 
BD3-7 tăng 3 lần so với mẫu không bổ sung, đồng thời hàm lượng 
đường cũng gia tăng từ 0 lên 1,12 mg/ml. Như vậy, trong quá trình 

lên men tương, sự có mặt của đường và protein là nguyên liệu 
chính cho phản ứng sinh hóa từ đó cấu thành hương vị, chất lượng 
của mẻ tương. A. oryzae BD3-5 và B. subtilis BD3-7 là 2 giống 
khởi động hiệu quả cho quá trình sản xuất tương.

4. Kết luận

Nghiên cứu đã phân lập và tuyển chọn được 2 chủng A. oryzae 
BD3-5 và B. subtilis BD3-7 có khả năng sinh tổng hợp amylase và 
protease cao từ các mẫu tương truyền thống. Khi bổ sung 1% (v/v) 
giống khởi động cho mỗi quá trình lên men, hàm lượng đường và 
protein tổng số có sự gia tăng rõ rệt. Trong đó, ở giai đoạn koji, 
chủng BD3-5 làm tăng hàm lượng đường lên 1,6 lần và hàm lượng 
protein lên 1,8 lần so với không bổ sung. Giai đoạn moromi, hàm 
lượng protein cũng tăng gấp 3 lần so với khi không bổ sung. 
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Bảng 3. Hàm lượng protein và đường có trong mẫu lên men koji và 
moromi.

Mẫu phân tích
Chỉ tiêu phân tích

Lượng đường tổng số 
trong mẫu (mg/ml)

Protein tổng số 
(µg/ml)

Đối chứng moromi (ủ chua tự nhiên) 0 41,96

B. subtilis BD3-7 được bổ sung vào giai đoạn moromi 1,02 132,64

Đối chứng koji (lên men mốc tự nhiên) 0,6 5,2

A. oryzae BD3-5 được bổ sung vào giai đoạn koji 1,12 33,15


