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MỞ ĐẦU 

  Hiện nay, vấn đề ô nhiễm môi trường nói chung và ô nhiễm dầu nói 

riêng đang là một trong những vấn đề đáng quan tâm trên toàn cầu. Yêu cầu 

đặt ra là cần phải có những giải pháp bảo vệ môi trường hiệu quả và bền 

vững. Tại Việt Nam, một số công nghệ xử lý ô nhiễm dầu đã được áp dụng (như 

tuyển nổi, lắng lọc, chưng cất) và có hiệu quả nhất định. Các phương pháp này 

có ưu điểm là xử lý nhanh, tuy nhiên quá trình xử lý không được triệt để và 

thường tạo ra các sản phẩm phụ thứ cấp ảnh hưởng tới môi trường xung 

quanh đồng thời đòi hỏi đầu tư ban đầu lớn, diện tích nhiều hoặc phải dùng năng 

lượng và hóa chất thường xuyên cũng như có nguy cơ gây ô nhiễm thứ cấp. 

Phương pháp phân hủy sinh học sử dụng các chủng vi sinh vật và các chất có 

hoạt tính sinh học do vi sinh vật sản sinh ra đã được sử dụng ngày càng rộng 

rãi do hiệu quả cao, chi phí thấp và thân thiện với môi trường. Đặc biệt, đối 

với các vi sinh vật có khả năng hình thành màng sinh học (biofilm) thì hiệu 

suất phân hủy các hợp chất ô nhiễm cao hơn khi ở dạng tế bào tự do.  

  Màng sinh học (biofilm) là một tập hợp các vi sinh vật bám trên một bề 

mặt của vật thể rắn hoặc bề mặt chất lỏng, tạo thành lớp màng bao phủ bề mặt 

đó. Khu hệ vi sinh vật trong biofilm có khả năng chống chịu các điều kiện 

khắc nghiệt của môi trường (sự thay đổi về pH, nhiệt độ, sự thẩm thấu hay sự 

mất nước của tế bào, v.v…) tốt hơn, hỗ trợ trao đổi chất tốt hơn và hạn chế sự 

cạnh tranh của các vi sinh vật khác từ đó làm tăng hiệu suất phân hủy các hợp 

chất ô nhiễm khi xử lý ngoài hiện trường. Do vậy, công nghệ sử dụng biofilm 

đã được ứng dụng thành công trong xử lý nước thải ô nhiễm dầu tại một số 

nước trên thế giới và hứa hẹn trở thành một công nghệ mới đem lại hiệu quả 

kinh tế cao và thân thiện với môi trường.  

Đa số các chủng vi sinh vật sẽ hình thành biofilm dưới mọi điều kiện 

mà chúng có thể sinh trưởng được. Một số yếu tố như pH, nhiệt độ, nồng độ 

muối, chất dinh dưỡng, đặc tính bề mặt, đặc tính tế bào, tốc độ dòng chảy và 

tín hiệu liên hệ giữa các tế bào đều ảnh hưởng tới sự hình thành và tồn tại của 

màng sinh học. Trong các yếu tố kể trên thì đặc tính bề mặt là một trong 

những yếu tố quyết định tới sự hình thành và ổn định của biofilm. Việc bổ 

sung các loại giá thể giúp tăng khả năng bám dính của vi sinh vật từ đó tăng 

diện tích tiếp xúc giữa vi sinh vật và các chất ô nhiễm và làm tăng hiệu quả 
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xử lý. Việc lựa chọn giá thể cần đảm bảo được các yêu cầu như: tải trọng nhỏ, 

diện tích bề mặt tiếp xúc trên một đơn vị thể tích lớn, độ nhám cao, có độ bền 

phù hợp (không bị ăn mòn, hòa tan, phản ứng…) với các hợp chất hòa tan 

trong nước. Bề mặt tiếp xúc của chất mang càng lớn thì càng tạo điều kiện tối 

ưu cho quá trình sinh trưởng phát triển và tạo biofilm của vi sinh vật, từ đó 

làm tăng hiệu quả xử lý.  

Trong các loại giá thể thì than sinh học (biochar) là một loại giá thể còn 

tương đối mới ở Việt Nam. Biochar là các chất dạng xốp, giàu thành phần 

carbon, có nguồn gốc từ các chất hữu cơ trải qua quá trình nhiệt phân thiếu 

hoặc không có oxy. Do khả năng hấp phụ mạnh, biochar thường được dùng 

để xử lý các chất ô nhiễm khác nhau khỏi nước thải. Các chất gây ô nhiễm có 

thể được hấp phụ bao gồm các kim loại như Pb, Cu, Zn, As, Ni và Cd và các 

hợp chất hữu cơ như thuốc trừ sâu và phenol. Với các đặc tính ưu việt, 

biochar thường được sử dụng làm chất mang trong xử lý môi trường. Sự hấp 

phụ trên biochar có thể được coi là một phương pháp khả thi do hiệu quả cao, 

chi phí thấp, dễ áp dụng và sản phẩm phụ nhỏ hơn so với các phương án 

truyền thống và có thể dễ dàng áp dụng trong nhiều điều kiện địa hình khác 

nhau.  

  Hiện nay, đã có nhiều công bố trên thế giới về khả năng hấp thụ các 

hợp chất hydrocarbon dầu mỏ có trong đất và nước nhiễm dầu bởi biochar. 

Tuy nhiên, tại Việt Nam, các nghiên cứu về hiệu quả xử lý ô nhiễm dầu bằng 

biochar cũng như sử dụng biochar làm chất mang cho các vi khuẩn tạo 

biofilm để tăng hiệu quả xử lý đất/nước nhiễm dầu còn hạn chế. Vì vậy, nếu 

thành công trong việc sử dụng các chủng vi khuẩn vừa tạo biofilm, vừa có 

khả năng phân hủy/chuyển hóa các thành phần của dầu, đồng thời sử dụng 

biochar có nguồn gốc từ trấu để làm giá thể sẽ không chỉ giúp xử lý ô nhiễm 

dầu hiệu quả, thân thiện với môi trường, tiết kiệm chi phí mà còn tận dụng 

được nguồn tài nguyên, sinh vật phong phú của Việt Nam. Do vậy, dựa trên 

thực trạng ô nhiễm dầu hiện nay tại Việt Nam, tôi nhận thấy được tiềm năng 

cũng như tính thiết thực của việc thực hiện đề tài “Nghiên cứu tạo chế phẩm 

xử lý ô nhiễm dầu bằng vi khuẩn tạo màng sinh học trên than sinh học có 

nguồn gốc từ trấu”. Điểm khác biệt chính của chế phẩm này so với các sản 

phẩm khác trên thị trường là sự kết hợp của cả 3 phương pháp vật lý (cơ chế 



3 

 

hấp phụ), hóa học (sự chuyển hóa các chất) và sinh học (sử dụng vi sinh và 

giá thể sinh học), tận dụng được lượng lớn phế thải nông nghiệp, thân thiện 

với môi trường và có thể được sử dụng trong môi trường đất và nước ô nhiễm 

dầu. 

Mục tiêu nghiên cứu: 

Tạo ra được chế phẩm sinh học dạng rắn để xử lý ô nhiễm dầu bằng vi 

khuẩn tạo biofilm trên biochar có nguồn gốc từ trấu.  

Nội dung nghiên cứu:  

 - Nội dung 1: Sàng lọc các chủng vi khuẩn tạo biofilm và có khả năng 

phân huỷ các thành phần hydrocarbon tốt. 

- Nội dung 2: Nghiên cứu một số điều kiện lên men của các vi khuẩn 

tạo biofilm trên biochar có nguồn gốc từ trấu như nhiệt độ, độ ẩm (tỉ lệ phối 

trộn). 

- Nội dung 3: Đánh giá hiệu quả xử lý một số thành phần hydrocarbon 

no và thơm của chế phẩm tạo thành với nồng độ dầu đưa vào ban đầu từ 1-

10%. 
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 CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. HIỆN TRẠNG Ô NHIỄM DẦU TRÊN THẾ GIỚI VÀ VIỆT NAM 

 Hiện nay, ngành công nghiệp khai thác và chế biến dầu trên thế giới 

đang là ngành công nghiệp trọng điểm mang lại lợi ích kinh tế - xã hội rất lớn. 

Tuy nhiên, cùng với sự phát triển không ngừng của ngành dầu khí, vấn đề ô 

nhiễm môi trường do dầu và các sản phẩm của nó gây ra đang ở mức báo 

động [1]. Ở đâu có sự xuất hiện của các nhà máy hóa dầu thì ở đó có sự gia 

tăng ô nhiễm môi trường. Không chỉ gây ô nhiễm nguồn nước ngầm mà đất 

cũng bị ô nhiễm do các bể chứa dầu, đường ống dẫn hoặc các sự cố rò rỉ, tràn 

dầu [2, 3].  

 Theo thống kê, chỉ tính riêng trong năm 2022, tổng lượng dầu tràn trên 

toàn thế giới lên tới 15.000 tấn. Trong đó, có 3 vụ tràn dầu lớn (trên 700 tấn) 

và 4 vụ tràn dầu trung bình (7-700 tấn) xảy ra tại Bắc Mỹ, Châu Á và Châu 

Phi. Tình trạng này được dự báo có thể sẽ còn tiếp tục gia tăng trong các năm 

tiếp theo [3]. 

 Dầu thường có chứa hàng ngàn các hợp chất khác nhau, nhưng phần 

lớn là các hydrocarbon no có số carbon từ 2 đến 26 và các hydrocarbon thơm 

như hydrocarbon đa vòng (PAH), phenol, benzene, v.v. [4]. Do đó, dầu 

thường có độc tính cao và tương đối bền vững trong môi trường nước [5]. Yin 

và cộng sự (2009) đã chỉ ra rằng tùy thuộc vào các loại dầu mà độc tính và tác 

động của nó đến hệ sinh thái là khác nhau. Dầu nhiễm trong nước thải nhiễm 

sẽ gây ô nhiễm nguồn nước và tác động xấu đến môi trường sinh thái, đặc biệt là 

nguồn lợi thủy sản và tài nguyên nước [6]. Các hydrocarbon thơm đa vòng 

(PAH) thường có trong dầu, không tan trong nước, ít bay hơi, có ái lực hấp 

phụ mạnh với các chất hữu cơ trong đất. Do đó, PAH có thể tích tụ dưới trầm 

tích, đất đá theo thời gian và là một trong số chỉ số quan trọng đánh giá ô 

nhiễm đất [7]. PAH ảnh hưởng đến hoạt động của các enzyme trong đất, có 

thể được sử dụng để đánh giá các đặc tính của vi sinh vật trong đất. Hoạt tính 

của các enzyme đất là một trong những thông số được sử dụng để đánh giá 

chất lượng đất bị ô nhiễm bởi các hợp chất hữu cơ, bao gồm PAH [2]. Do tính 

chất kỵ nước nên khi thấm vào đất, dầu đẩy nước ra ngoài làm giảm lượng 

nước và oxy trong đất, gây tổn hại nghiêm trọng đến hệ sinh thái. Ngoài ra, 

dầu còn làm thay đổi kết cấu và đặc tính lý hóa tính của đất, khiến các hạt keo 
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đất trơ ra và không còn khả năng hấp thụ và trao đổi. Ô nhiễm đất ở mức độ 

độc hại cao có thể dẫn đến sự biến mất của các sinh vật, do đó làm vô hiệu 

hóa quá trình tự thanh lọc của môi trường đất [7]. Bên cạnh đó, khi dầu thấm 

qua đất xuống mạch nước ngầm có thể gián tiếp gây ô nhiễm nguồn nước 

ngầm. Các chất ô nhiễm này không chỉ làm giảm năng suất và chất lượng cây 

trồng, làm suy giảm chất lượng môi trường nước và không khí mà còn đặc 

biệt gây nguy hại tới sức khỏe con người [8].  

Để giải quyết vấn đề trên, các quy trình xử lý như cơ học, vật lý, sinh học đã 

được áp dụng tại nhiều nơi trên thế giới. Trong đó, quá trình xử lý sinh học là một 

trong những quá trình thường được xử lý sau các quá trình vật lý hay hóa học 

trước đó vì xử lý được triệt để, thân thiện với môi trường và có chi phí thấp [9]. 

 

  Hình 1.1. Một số hình ảnh ô nhiễm dầu tại Việt Nam.  

 Nguồn: https://xulydau.com/thong-ke-nhung-vu-tran-dau-o-viet-nam/ [10].  
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Tại Việt Nam, ô nhiễm dầu hiện đang là một vấn đề nóng và được cả xã 

hội quan tâm. Dầu khí là một trong những ngành công nghiệp quan trọng của 

Việt Nam. Theo thống kê của Tập đoàn dầu khí Việt nam (PVN), tính đến năm 

2022, ngành dầu khí tại nước ta đã khai thác được hơn 420 triệu tấn và hơn 160 tỷ 

mét khối khí. Riêng PVN trung bình hàng năm đóng góp hàng trăm nghìn tỷ 

đồng vào ngân sách nhà nước, chiếm 20% đến 25% (giai đoạn 2006 – 2015) và 

10% (giai đoạn 2015 – 2022) tổng thu ngân sách nhà nước trung ương [11].  

Việt Nam là nước đứng thứ tư về khai thác dầu khí ở khu vực Đông 

Nam Á (chỉ đứng sau Malaysia, Indonesia, Philippine) và xếp thứ 44 trong 

danh sách các nước sản xuất dầu lửa trên thế giới. Theo thống kê từ năm 1987 

đến nay, đã xảy ra hơn 90 vụ tràn dầu, gây ra tổn thất lớn về sinh thái và kinh 

tế xã hội. Trong đó, có ba nguyên nhân chính dẫn đến sự cố tràn dầu là do va 

chạm, quá trình bốc dỡ và đắm tàu. Lượng dầu tràn gây ô nhiễm biển Việt 

Nam trong năm 1992 là 7.380 tấn, năm 1995 là 10.020 tấn và theo mức độ gia 

tăng của vận tải biển, khai thác dầu khí và công nghiệp hóa, năm 2000 lên đến 

17.650 tấn [12].  

Theo thống kê của Hiệp hội các chủ hàng chở dầu quốc tế, từ năm 2005 

đến năm 2014, Việt Nam là một trong ba quốc gia (cùng với Trung Quốc và 

Hoa Kỳ) có số lượng sự cố tràn dầu nhiều nhất trong số 39 quốc gia được 

thống kê. Một số vụ tràn dầu lớn tại nước ta trong những năm gần đây có thể 

kể đến như: sự cố chìm tàu chở dầu Đức Cường 06 tại vùng biển Nghệ An 

(2017); sự cố tràn dầu từ cây xăng tại Thanh Hóa (2018); sự cố chìm tàu tại 

Đà Nẵng (2021). Lượng dầu tràn được dự báo sẽ tiếp tục tăng mạnh trong các 

năm tiếp theo. Đặc biệt, ở các đô thị lớn, nơi tập trung dân cư đông đúc như 

thành phố Hà Nội và thành phố Hồ Chí Minh, thực trạng ô nhiễm dầu càng 

nghiêm trọng [10]. 

 Trong những năm gần đây, do các sự cố tràn dầu hoặc do sự thiếu ý 

thức của một số cá nhân, tổ chức khiến cho tình trạng nước và đất bị nhiễm 

dầu tại một số khu vực của Việt Nam ngày càng trầm trọng. Chỉ cần một 

lượng rất nhỏ hàm lượng các thành phần có trong dầu như styrene, 

naphthalene, pyrene, phenol... cũng đe dọa trầm trọng tới sức khỏe cộng 

đồng. Từ những con số và ví dụ trên, ta có thể thấy rằng vấn đề ô nhiễm dầu 

đang là một vấn đề gây bức xúc toàn cầu, ảnh hưởng lớn tới môi trường, sinh 
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vật và đời sống kinh tế - xã hội của con người. Đứng trước những hiểm họa 

đó đòi hỏi phải có một phương pháp giải quyết toàn diện và triệt để, cần sự 

nghiên cứu của nhiều nhà khoa học kết hợp với sư phát triển của công nghệ 

và chính sách từ Nhà nước cũng như sự hợp tác giữa các đơn vị khai thác, chế 

biến, vận chuyển và kinh doanh dầu mỏ trên toàn thế giới. Do vậy, vấn đề cấp 

thiết đặt ra là rất cần có các sản phẩm để xử lý nước và đất bị ô nhiễm dầu.  

Một số phương pháp xử lý nước thải nhiễm dầu đã được áp dụng (như vật 

lý, cơ học, hóa học) và có hiệu quả nhất định tại Việt Nam [5]. Tuy nhiên, các 

phương pháp này thường không xử lý triệt để được ô nhiễm đồng thời đòi hỏi chi 

phí xây dựng, lắp đặt và vận hành lớn hoặc phải dùng lượng lớn năng lượng, hóa 

chất và cũng có nguy cơ gây ô nhiễm thứ cấp cho môi trường. Trong khi đó, việc 

sử dụng các sản phẩm sinh học sẽ giải quyết triệt để được vấn đề đó bởi sản 

phẩm cuối cùng của các con đường này là CO2 và H2O, an toàn cho môi 

trường. Đây được coi là phương pháp thân thiện với môi trường và có chi phí 

thấp [9, 13]. Trong số các quy trình phân hủy sinh học, biofilm được xem là 

quy trình xử lý ô nhiễm dầu hiệu quả, an toàn và chi phí thấp, do đó đã được 

nghiên cứu và ứng dụng rộng rãi tại nhiều quốc gia trên thế giới [14].  

1.2. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU VÀ ỨNG DỤNG MÀNG SINH HỌC 

1.2.1. Tình hình nghiên cứu của màng sinh học trên thế giới và Việt Nam 

 Biofilm là một cấu trúc liên kết phức tạp của các tế bào và các sản 

phẩm của chúng, chẳng hạn như các polymer ngoại bào tạo thành các hạt lơ 

lửng trong môi trường nuôi cấy hoặc được gắn trên một bề mặt vật thể rắn 

[15]. Biofilm có thể được hình thành trên nhiều bề mặt khác nhau bao gồm 

các mô của tế bào sống, các dụng cụ y tế, các hệ thống ống xử lý nước thải 

ông nghiệp hoặc các hệ thống nước trong tự nhiên. Các tế bào vi sinh vật 

trong biofilm có mật độ liên kết cao, liên kết với nhau một cách chặt chẽ, tạo 

thành một cấu trúc bền vững. Vì thế chúng có khả năng đồng hóa, trao đổi 

chất, phân hủy các hydrocarbon xảy ra nhanh và mạnh mẽ hơn tế bào ở dạng 

đơn lẻ. Mặt khác, khi tồn tại ở dạng biofilm, vi sinh vật có khả năng thích 

nghi với môi trường tốt hơn nhờ sự hỗ trợ trao đổi chất hiệu quả và hạn chế sự 

cạnh tranh của các vi sinh vật khác [16]. 



8 

 

 Biofilm được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau như bảo vệ 

thực vật, hạn chế sự ăn mòn, xử lý sinh học hoặc xử lý ô nhiễm [17, 18]. 

Trong xử lý sinh học, biofilm cho hiệu quả cao và an toàn hơn các phương 

pháp sử dụng vi sinh vật dạng huyền phù. Các tế bào trong biofilm dễ dàng 

thay đổi để thích ứng và tồn tại, đặc biệt trong điều kiện khắc nghiệt, giống 

như chúng được bảo vệ trong khung polymer ngoại bào [19]. Với mật độ sinh 

khối cao, mối quan hệ gần gũi, các tương tác vật lý và sinh lý hỗ trợ giữa các 

vi sinh vật trong biofilm mà việc sử dụng các chất độc hại tốt hơn thông qua 

khả năng cố định các hợp chất nhờ hấp phụ sinh học, sự tích lũy sinh học và 

sự khoáng hóa sinh học. Vì vậy, biofilm được ứng dụng trong xử lý sinh học 

theo nhiều hướng như: xử lý các hợp chất hydrocarbon, xử lý ô nhiễm kim 

loại nặng và chất phóng xạ, xử lý ô nhiễm dầu, xử lý đất và trầm tích bị ô 

nhiễm vì dư lượng NAPLs (Nonaquaeous phase liquids – các chất lỏng ở pha 

không chứa nước),… [20, 21]. 

1.2.1.1. Trên thế giới 

 Ngày nay, các kỹ thuật ứng dụng biofilm đã chứng tỏ ưu điểm về khả 

năng hấp phụ, bám dính và phân hủy/chuyển hóa các chất gây ô nhiễm tốt 

hơn so với các kỹ thuật khác. Trên thế giới đã có nhiều nghiên cứu về ứng 

dụng biofilm trong xử lý nước thải hay còn gọi là công nghệ lọc sinh học – 

biofilter [22]. Các ứng dụng này bao gồm biofilm tấm bùn ngược dòng 

(Biofilm upflow sludge blanket – BUSB), biofilm tầng sôi (Biofilm fluidized 

bed – BFB), biofilm tấm bùn dạng hạt mở rộng (expanded granular sludge 

blanket – EGSB). Bản chất của công nghệ xử lý nước thải này chủ yếu là nhờ 

bùn hoạt tính làm từ biofilm nên gọi là “particle biofilm”. Đây là quá trình xử 

lý bằng biofilm với sinh khối phát triển trên giá thể lơ lửng, mà những giá thể 

lơ lửng này có thể di chuyển tự do và được giữ lại bên trong bể phản ứng. 

Một trong những yếu tố quyết định trong quá trình này là diện tích tiếp xúc 

của các giá thể có lớp biofilm dính bám trên bề mặt. Những giá thể này được 

thiết kế sao cho có được bề mặt tiếp xúc lớn nhất, từ đó tạo điều kiện tối ưu 

cho vi sinh vật hoạt động và tiếp xúc với các chất dinh dưỡng [23].  

Ngoài ra, biofilm còn được sử dụng hiệu quả trong các bể phản ứng 

sinh học (bioreactor) [1]. Đây được xem là kỹ thuật có tiềm năng trong công 

nghệ làm sạch với chi phí thấp. Dựa trên cơ sở xây dựng các bể phản ứng sinh 
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học này, các công nghệ đã được đưa ra và áp dụng tại nhiều quốc gia như các 

bể phản ứng biofilm MBR (membrane bioreactor), các bể phản ứng biofilm 

chuyển động ngang (moving bed biofilm reactor – MBBR), các bể phản ứng 

biofilm tầng sôi (fluidized bed biofilm reactor – FBBR), bể lọc sinh học nhỏ 

giọt (tricking filter – TF) và các MFC (microbial fuel cell) [23, 24]. 

  

Hình 1.2. Sự hình thành và phát triển của biofilm trong công nghệ xử lý nước 

thải. Nguồn: Huang Hui et al., 2019 [25]. 

Ngoài ra, biofilm còn được ứng dụng hiệu quả trong các hệ thống xử lý 

mùi tại một số quốc gia như Mỹ, Hà Lan, Đức, Nhật Bản. Trong phương pháp 

này, biofilm tạo thành từ các vi sinh vật có khả năng phân hủy các chất khí có 

mùi và các hợp chất hữu cơ bay hơi có nồng độ thấp. Lớp biofilm mỏng và 

ẩm được dùng để bao quanh các nguyên liệu lọc. Khi khí thải đi qua hệ thống 

lọc, các chất ô nhiễm trong khí thải sẽ bị các vật liệu lọc và biofilm hấp thụ. 

Tại đây, các vi sinh vật sẽ sử dụng chúng làm nguồn carbon để tạo năng 

lượng và sinh trưởng. Các sản phẩm cuối cùng của quá trình này thường là 

khí CO2 và H2O, do đó an toàn với môi trường. Trong xử lý khí thải, biofilm 

thường đạt hiệu quả cao hơn 90% đối với khí thải có nồng hộ các chất ô 

nhiễm < 1000 ppm. Ngày nay, ngoài ứng dụng để xử lý mùi của hệ thống 

nước thải, hệ thống biofilm còn được ứng dụng rộng rãi trong xử lý các chất ô 

nhiễm khác nhau [21, 26]. 

Gần đây, nghiên cứu của các nhà khoa học tại Mỹ đã công bố một loại 

biofilm mới được ứng dụng để xử lý nước và phân tán thuốc. Điểm nổi trội 
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của các biofilm này là có độ thấm cao hơn đáng kể so với các màng thẩm thấu 

ngược đang dùng trong quá trình khử muối và làm sạch nước [27]. 

Nhìn chung, với nhiều ưu điểm như hiệu quả xử lý cao, chi phí xây 

dựng và vận hành thấp, thân thiện với môi trường, thiết kế dễ dàng và phù 

hợp với nhiều điều kiện và quy mô xử lý nên hệ thống biofilm được ứng dụng 

rộng rãi trong xử lý mùi cũng như các hợp chất gây ô nhiễm [22, 25]. 

1.2.1.2. Tại Việt Nam 

Tại Việt Nam, những nghiên cứu về ứng dụng biofilm trong xử lý nước 

thải nói chung và xử lý nước thải nhiễm dầu nói riêng còn rất hạn chế. Những 

nghiên cứu mới được thực hiện trong những năm gần đây và chỉ tập trung vào 

một vài tác giả. Tác giả Nhi Công và cộng sự (2011) đã đánh giá khả năng 

phân hủy dầu và hình thành biofilm của một số chủng vi sinh vật được phân 

lập từ các mẫu nước bị ô nhiễm dầu tại một số vùng biển Việt Nam. Kết quả 

cho thấy, đã xác định được các chủng thuộc các chi như Candida, 

Acinetobacter, Bacillus, Rhodococcus... là những chủng vừa tạo biofilm vừa 

có khả năng phân huỷ và chuyển hoá các thành phần dầu mỏ rất tốt. Đặc biệt, 

sau 24 giờ nuôi cấy, các chủng vi sinh vật tạo biofilm cho thấy khả năng xử lý 

cá thành phần hydrocarbon tốt hơn ở dạng tế bào tự do. Như vậy có thể thấy 

được tiềm năng phong phú về chủng loại vi sinh vật vừa tạo biofilm vừa phân 

huỷ và chuyển hoá hydrocarbon trong các mẫu đất và nước bị ô nhiễm dầu ở 

Việt Nam [28].  

Ngoài ra, năm 2016, Hoàng Phương Hà và cộng sự đã nghiên cứu phát 

triển công nghệ biofilm trong xử lý nước nuôi trồng thủy sản bị ô nhiễm 

ammonium [29]. Năm 2009, Đỗ Khắc Uẩn và cộng sự đã nghiên cứu ứng 

dụng hệ thống màng lọc vật lý gồm các đơn nguyên màng vi lọc (kích thước 

lỗ 0,22 µm) để xử lý nitrogen, phosphorus và các chất ô nhiễm trong nước 

thải đô thị [30].  

Có thể nói công nghệ sử dụng chất mang cho các vi sinh vật tạo biofilm 

tại Việt Nam đã được nghiên cứu từ lâu, tuy nhiên, việc lựa chọn được vật 

liệu mang phù hợp đảm bảo hiệu quả xử lý, thân thiện với môi trường và chi 

phí thấp còn hạn chế. Nghiên cứu này tập trung vào nguồn nguyên liệu là than 

sinh học đảm bảo đầy đủ các yếu tố trên, và điểm khác biệt chính so với các 
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nghiên cứu trước đó là chế phẩm ở dạng rắn nên có thể dễ dàng ứng dụng 

trong các điều kiện địa lý khác nhau. 

1.2.2. Ứng dụng màng sinh học trong xử lý ô nhiễm dầu 

1.2.2.1. Cơ sở khoa học của ứng dụng của màng sinh học trong xử lý ô 

nhiễm dầu 

Biofilm được xem như là một chiến lược thích nghi và sinh tồn quan 

trọng của vi sinh vật. Khi môi trường trở nên khắc nghiệt, vi sinh vật hình 

thành biofilm, do khi tồn tại ở dạng biofilm chúng có thể hấp thụ được các 

chất dinh dưỡng tốt hơn, tạo được mối liên hệ giữa các tế bào với nhau và hạn 

chế được sự cạnh tranh của các vi sinh vật khác, từ đó chúng có thể thích nghi 

tốt hơn với môi trường [31]. 

❖ Vai trò của vi sinh vật trong phân hủy dầu 

Dầu mỏ là một hỗn hợp các hợp chất hữu cơ có khả năng gây ô nhiễm 

môi trường. Thành phần chủ yếu của dầu mỏ là các hợp chất hydrocarbon nên 

dễ bị vi sinh vật phân hủy trong điều kiện hiếu khí và kị khí [32]. Nhiều công 

bố đã chỉ ra rằng, có thể tìm thấy các vi sinh vật phân hủy dầu trong các hệ 

sinh thái khác nhau và vô cùng đa dạng về chủng loài [33, 34]. Các chi vi 

khuẩn phân hủy dầu như: Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Bacillus, 

Pseudomonas…, các chi xạ khuẩn như: Streptomyces sp., Actinomyces sp…, 

các chi nấm như: Allescheria, Cephalosporium, Mucor, Hansenula…, và một 

số loài tảo khác [32]. 

Vai trò của các nhóm vi sinh vật sử dụng dầu thể hiện rất khác nhau 

trong các môi trường khác nhau. Mỗi loại vi sinh vật chỉ có thể phân hủy 

mạnh một vài hydrocarbon khác nhau. Không một vi sinh vật riêng lẻ nào có 

khả năng chuyển hóa tất cả các loại hydrocarbon có trong thành phần dầu mỏ 

[35]. Vì vậy việc sử dụng biofilm – tập hợp các vi sinh vật sẽ giúp tăng cường 

hiệu quả loại bỏ các thành phần hydrocarbon có trong dầu. 

❖ Cơ chế phân hủy hydrocarbon nhờ vi sinh vật 

Nhiều nghiên cứu về cơ chế phân huỷ các hydrocarbon của vi sinh vật 

đã được thực hiện. Vi sinh vật sử dụng hydrocarbon làm nguồn dinh dưỡng và 

năng lượng cho sự sinh trưởng và phát triển. Việc sử dụng các hydrocarbon 

của vi sinh vật có thể xảy ra theo hai hướng [36]: 
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- Đối với một số các hydrocarbon tan trong nước, vi sinh vật có thể hấp 

thụ trực tiếp.  

- Đối với các hydrocarbon khó tan mà có thể tan dưới dạng nhũ tương 

dầu - nước thì quá trình phân huỷ vi sinh theo trình tự các bước: đầu 

tiên là hòa tan các hydrocarbon dưới dạng nhũ tương dầu nước, sau đó 

vi sinh vật tiếp xúc với dầu, cuối cùng nó tiết ra các enzyme để chuyển 

hoá các hydrocarbon thành các chất mà nó có thể sử dụng được. 

Nhìn chung, các hydrocarbon khác nhau bị phân huỷ bởi nhiều loại vi 

khuẩn và bằng nhiều con đường khác nhau [36]. 

 Ngoài ra, các nhà khoa học trên thế giới đã tiến hành thử nghiệm và tạo 

biofilm từ các chủng nấm men có khả năng phân hủy một số thành phần dầu 

mỏ. Nghiên cứu của nhóm tác giả Guieysse và cộng sự (2000) đã công bố kết 

quả về việc sử dụng hệ thống biofilm để xử lý các hợp chất hydrocarbon như 

acenaphthene, phenanthrene và pyrene [37]. 

1.2.2.2. Một số ứng dụng của màng sinh học trong xử lý ô nhiễm dầu 

Hiện nay, phương pháp phân hủy sinh học đã được ứng dụng thành 

công trong ngành công nghiệp dầu khí và xử lý nước thải ô nhiễm dầu [1, 38]. 

Phương pháp xử lý ô nhiễm bằng phân hủy sinh học là phương pháp an toàn, 

chi phí thấp và có thể áp dụng ở các qui mô rất lớn ngoài tự nhiên. Sản phẩm 

cuối cùng của phân hủy sinh học thường là các chất khí (CO2, N2, CH4, H2S), 

các chất vô cơ (NH4
+, PO4

3-) và sinh khối vi sinh vật. Các sản phẩm này 

không độc hại và không gây ô nhiễm thứ cấp cho môi trường [39]. Ngoài ra, 

các chủng vi sinh vật tạo biofilm này thường có khả năng chuyển hóa các 

thành phần dầu mỏ rất tốt nên việc ứng dụng biofilm trong ngành công nghiệp 

dầu khí và xử lý ô nhiễm hứa hẹn trở thành một công nghệ mới đem lại hiệu 

quả kinh tế cao và thân thiện với môi trường [16]. 

Một trong những nghiên cứu đầu tiên về khả năng phân hủy các thành 

phần hydrocarbon của biofilm là của Teh và Lee (1973) đã sử dụng 2 chủng 

vi khuẩn tạo biofilm được phân lập trong các kho xăng tại Úc và cho thấy 

chúng có khả năng phân hủy tốt các thành phần n-alkane từ C13-C18 [40]. Năm 

1989, Prince và Morton chứng minh lớp biofilm hình thành giữa dầu và nước 

có khả năng phân cắt dầu thành các hạt nhỏ hơn, nhờ đó chúng có thể dễ dàng 
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phân hủy và chuyển hóa các thành phần dầu mỏ. Các chủng vi sinh vật tạo 

biofilm này có khả năng sử dụng các loại nhiên liệu như xăng máy bay, dầu 

diesel,… rất tốt [41]. 

El-Masry và cộng sự (2004) đã chứng minh các vi sinh vật tạo biofilm 

thường thuộc các chi Bacillus, Mycobacterium, Neurospora, Pseudomonas, 

Vibrio, Acinetobacter, v.v., có khả năng sử dụng hydrocarbon có trong dầu 

mỏ làm nguồn carbon và năng lượng. Do đó, các nhóm vi sinh vật này đã 

được nghiên cứu để ứng dụng trong việc loại bỏ ô nhiễm dầu trong nước và 

đất [42]. 

Liu và cộng sự (2013) đã ứng dụng biofilm đa chủng vi khuẩn thuộc bộ 

Bacillales và Rhodobacterales trong công nghệ tấm bùn kỵ khí ngược dòng 

(Upflow anaerobic sluge blanket – UASB) để xử lý nước thải nhiễm dầu, hiệu 

quả xử lý đạt 74% COD, 94% ammonia nitrogen (NH3-N) và 98% chất rắn lơ 

lửng [43]. Biofilm của hai chủng vi khuẩn chịu lạnh phân lập từ nước biển 

được ứng dụng trong xử lý các thành phần dầu DO cho hiệu quả xử lý đạt trên 

85% sau 60 ngày xử lý ở 20oC [44]. Các chủng vi sinh vật tạo biofilm có khả 

năng phân hủy hầu hết các thành phần alkanes, cycloankanes, alkenes trong 

dầu thành các sản phẩm đơn giản là CO2 và nước nên không chỉ đem lại hiệu 

quả xử lý mà còn an toàn với môi trường và hệ sinh thái [45]. 

Trong những năm gần đây đã có nhiều nghiên cứu và công bố về các 

chủng vi sinh vật tạo biofilm nhằm ứng dụng trong xử lý các hydrocarbon 

thơm như benzen, naphthalen, phenol, toluen, xylen, v.v. [46, 47]. Biofilm 

của các chủng vi khuẩn phân lập ở bắc cực thuộc các chi Polaromonas, 

Sphingomonas, Alcaligenes, Caulobacter và Variovorax được ứng dụng để xử 

lý các thành phần hydrocarbon thơm độc hại trong dầu. Biofilm các chủng vi 

sinh vật này có khả năng phân hủy lên tới 20 µg/ml pyrene và 39 µg/ml 

phenanthrene sau 60 ngày xử lý [48]. Kumar và công sự (2008) đã ứng dụng 

công nghệ MBR (membrane bioreactor) sử dụng biofilm chủng vi khuẩn 

Burkholderia vietnamiensis để xử lý toluene, hiệu quả xử lý đạt 99% sau 44 

ngày với nồng độ toluene ban đầu là 4 g/m3 [49]. 

Các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng các điều kiện môi trường như nhiệt độ, 

độ ẩm, pH,.. có ảnh hưởng lớn đến hiệu suất xử lý dầu của các vi sinh vật. Vì 

vậy, để đạt được hiệu quả xử lý dầu cao nhất, tùy thuộc vào các chủng vi 
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khuẩn lựa chọn và các điều kiện thực tế mà các điều kiện để lên men hay sản 

xuất (nhiệt độ, độ ẩm,..) các chế phẩm xử lý ô nhiễm dầu có thể khác nhau.  

Hiện nay, trên thế giới đã có một số công bố về nhiệt độ tối ưu để cho các vi 

sinh vật phân hủy dầu đạt hiệu suất phân hủy hydrocarbon tối đa [50, 51]. 

Forhad Hossain và cộng sự (2022) đã chỉ ra điều kiện tối ưu để cho 3 chủng vi 

sinh vật Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., and Enterobacter sp. sinh 

trưởng tối ưu tại 37oC, pH 7.0 sau 48 giờ và có khả năng phân hủy cả dầu DO 

4% và dầu máy 8% [50]. Vào năm 2017, nhóm nghiên cứu của Parach đã 

công bố kết quả khả năng phân hủy hydrocarbon tổng số có trong dầu của 

chủng Rhodococcus ruber KE1 đạt hiệu suất cao nhất là 90%, sau 7 ngày khi 

được sinh trưởng trong điều kiện môi trường tối ưu ở nhiệt độ 40oC, pH 8,5 

và 1% dầu thô [52].    

Cho tới nay, chưa có nhiều nghiên cứu trong nước về việc sử dụng các 

chất mang cho các vi sinh vật tạo biofilm trên đó. Trong khi đó, các công bố 

trên thế giới đã cho thấy việc sử dụng vi sinh vật tạo biofilm trên chất mang 

đã làm tăng đáng kể hiệu suất phân huỷ/chuyển hoá các chất ô nhiễm [53, 54]. 

Việc sử dụng chất mang (xơ dừa, sỏi nhẹ, mút polymer tổng hợp) đã được sử 

dụng tại Việt Nam để xử lý ô nhiễm dầu mỏ ở trong nước, tuy nhiên, chưa có 

nhiều công bố về các chế phẩm sinh học dạng rắn.  

Các vật liệu mang được ưu tiên sử dụng thường là những vật liệu có giá 

thành thấp, thân thiện với môi trường và có thể phân hủy thứ cấp. Trong đó, 

than sinh học (biochar) được coi là một chất mang tiềm năng do đặc tính xốp, 

hàm lượng carbon cao và có thể được sản xuất từ nhiều nguồn nguyên liệu 

phong phú và giá thành rẻ. Nhờ đó, biochar có khả năng giữ nước và hấp phụ 

các chất ô nhiễm hiệu quả, đồng thời giúp cải thiện chất lượng đất, tăng năng 

suất cây trồng nên được mệnh danh là “vàng đen” trong lĩnh vực nông nghiệp 

và môi trường. Ngoài ra, biochar còn có khả năng khử mùi tốt do đó đặc biệt 

thích hợp để ứng dụng trong xử lý các hợp chất có trong dầu mỏ thường là 

các hợp chất dễ bay hơi và có mùi độc hại [55].  

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pseudomonas
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1.3. THAN SINH HỌC VÀ ỨNG DỤNG  

1.3.1. Khái niệm than sinh học (biochar)   

   Than sinh học (biochar) là một chất xốp có các gốc carbon và có nguồn 

gốc từ quá trình nhiệt phân sinh khối các loại chất thải, xác động, thực vật,… 

dưới điều kiện hạn chế oxy hoặc không có oxy [4]. Biochar có thể được tạo 

ra từ quá trình nhiệt phân ở nhiệt độ vừa phải, 350-800oC với thời gian lưu 

khác nhau, từ vài phút đến vài ngày. Ngoài ra, có thể dùng phương pháp khí 

hóa để sản xuất biochar. Tuy nhiên, quá trình nhiệt phân chậm sẽ cho hiệu 

suất biochar cao hơn (30%) so với nhiệt phân nhanh (12%) hoặc khí hoá 

(10%) [56]. 

1.3.2. Một số ứng dụng của than sinh học 

Gần đây, biochar được xem như là công nghệ tiềm năng cho việc xử lý 

môi trường nhờ vào các đặc tính hấp thụ các chất ô nhiễm cao, diện tích bề 

mặt riêng lớn và có khả năng trao đổi ion tốt [4, 57]. Các nghiên cứu đã 

chứng minh khả năng của biochar để ứng dụng như một chất hấp thụ “môi 

trường xanh”. Biochar có khả năng làm sạch đất và nước bị ô nhiễm bởi các 

tạp chất hữu cơ và vô cơ. Tuy nhiên, một loại biochar có thể không thích hợp 

cho việc xử lý tất cả các chất gây ô nhiễm [4]. Các đặc tính hóa lý của biochar 

có thể thay đổi phụ thuộc vào nguyên liệu và điều kiện nhiệt phân được sử 

dụng trong quá trình sản xuất. Hai yếu tố này làm thay đổi đáng kể các tính 

chất hóa lý như diện tích bề mặt, độ phân cực, tỷ lệ nguyên tử, pH, thành phần 

nguyên tố, do đó làm thay đổi tính chất bề mặt tổng thể của biochar [4, 58-

60]. Những thay đổi trong các đặc tính của biochar có ý nghĩa quan trọng đối 

với tính phù hợp và hiệu quả của nó trong việc xử lý các chất ô nhiễm mục 

tiêu. 

Nhìn chung, biochar được ứng dụng rộng rãi trong lĩnh vực xử lý môi 

trường. Các ứng dụng của biochar trong xử lý ô nhiễm đất và nước được tổng 

hợp trong Bảng 1.1. 
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Bảng 1.1. Các ứng dụng của than sinh học trong xử lý ô nhiễm đất và nước. 

Nguồn: Ahmad Mahtab et al., 2014 [4]. 

Loại ô nhiễm Loại biochar 
Môi 

trường 
Cơ chế tác động 

Các chất hóa học nông nghiệp   

Atrazine 

Phân bón từ nhà 

máy sữa 

(450oC) 

Đất Hấp thụ 

Atrazine 

Phân bón từ nhà 

máy sữa 

(200oC) 

Nước Hấp thụ vào C hữu cơ 

Atrazine và simazine 
Rác thải từ thực 

vật (450oC) 
Nước Sự hút bám và phân chia 

Chloropyrifos và 

carbofuran 

Gỗ nhỏ (450 và 

850oC) 
Đất 

Sự hút bám do diện tích bề mặt 

cao và các lỗ rỗng có kích 

thước nano 

Chloropyrifos và 

fipronil 

Rơm (450 và 

850oC) 
Nước 

Sự hút bám do diện tích bề mặt 

cao và các vi lỗ 

Deisopropylatrazine 
Rác thiêu (350 

và 700oC) 
Nước 

Hấp thụ do diện tích bề mặt cao 

và có các nhóm thơm; hấp thụ 

trên các phần không có nhóm 

carbon 

Pentachlorophenol Tre (600oC) Đất Khuếch tán và phân chia 

Pentachlorophenol Tro gạo Đất 
Hấp thụ do diện tích bề mặt cao 

và vi lỗ 

Pyrimethanil 
Gỗ nhỏ (450 và 

850oC) 
Nước 

Hấp thụ do diện tích bề mặt cao 

và vi lỗ 

Simazine 
Gỗ cứng (450 

và 600oC) 
Đất Hấp thụ do số lượng vi lỗ nhiều 

Norflurazon và 

fluridone 

Cỏ và gỗ (200-

600oC) 
Nước 

Hấp thụ trên pha C vô định 

hình 

Các chất kháng sinh    

Sulfamethazine 
Gỗ cứng 

(600oC) 
Nước 

Hấp thụ do tương tác của các 

electron π-π giữa chất cho – 
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Loại ô nhiễm Loại biochar 
Môi 

trường 
Cơ chế tác động 

chất nhận; lực liên kết Hydro 

Sulphamethoxazole 
Tre (450 và 

600oC) 
Nước Hấp thụ 

Tylosin 

Gỗ cây hồ tiêu 

(450 và 600oC) 

Rác bã cây mía 

(450 và 600oC) 

Gỗ cây sồi (450 

và 600oC) 

Gỗ cứng và các 

đoạn gỗ mềm 

(850 và 900oC) 

Đất Hấp thụ 

Tetracycline 
Tro gạo (450 - 

500oC) 
Nước 

Sự hình thành các tương tác π-

π giữa cấu trúc vòng của phân 

tử tetracycline và các biochar 

dạng graphit 

Các hợp chất hydrocarbon khác   

Thuốc nhuộm 
Tro gạo và tro 

cây mì 
Nước 

Liên kết tĩnh điện và các lien 

kết hydro bên trong phân tử 

Catechol và acid 

humic 

Gỗ cứng, gỗ 

mềm và cỏ 

(250, 400 và 

600oC) 

Nước Hấp thụ nhờ các lỗ nano 

m-Dinitrobenzene 
Thân cây dứa 

(100-700oC) 
Nước Khuếch tán và phân chia 

Tím methyl 
Phế phụ phẩm 

nông nghiệp 
Nước 

Liên kết tĩnh điện; liên kết giữa 

các nhóm OH, COOH có trong 

phân tử 

Naphthalene 
Thân cây dứa 

(100-700 oC) 
Nước Khuếch tán và phân chia 

Naphthalene 
Vỏ cam (250, 

400 và 700oC) 
Nước Khuếch tán và phân chia 
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Loại ô nhiễm Loại biochar 
Môi 

trường 
Cơ chế tác động 

Naphthalene và 1-

naphthol 

Vỏ cam (150 - 

700oC) 
Nước Khuếch tán và phân chia 

Nitrobenzene 
Thân cây dứa 

(100-700oC) 
Nước Khuếch tán và phân chia 

Phenanthrene 
Thân cây dứa 

(100-700oC) 
Nước 

Bẫy dính vào các vi lỗ và trung 

lỗ trên biochar 

Phenanthrene 
Đậu nành (300-

700oC) 
Đất Phân chia 

p-Nitrotoluene 
Vỏ cam (250, 

400 và 700 oC) 
Nước Hấp thụ và phân chia 

PAHs Gỗ cứng Đất Hấp thu và phân hủy sinh học 

PAHs Bùn Đất Phân chia 

Pyrene 
Thân ngô 

(600oC) 
Nước 

Hấp thụ nhờ các lỗ có kích 

thước nano 

Pyrene 
Chất thải rắn 

(400-700oC) 
Nước Hấp thu 

Trichloroethylene  

Đậu nành (300 

và 700oC) 

Vỏ lạc (300 và 

700oC) 

Nước Hấp thu 

1.3.3. Ứng dụng than sinh học trong xử lý ô nhiễm dầu 

Ngày nay, biochar đã được ứng dụng rộng rãi trong lĩnh vực xử lý môi 

trường. Đặc biệt, biochar còn được chứng minh là có thể phân hủy các thành 

phần hydrocarbon dầu mỏ có trong đất và nước. Cho tới nay, đã có nhiều 

công bố trên thế giới về khả năng hấp thụ các hợp chất hydrocarbon dầu mỏ 

có trong đất và nước nhiễm dầu bởi biochar. Chẳng hạn như biochar được sử 

dụng để xử lý một số thành phần hydrocarbon khó phân hủy như naphthalene, 

phenanthrene [60], PAH [61, 62], pyrene [63]. 

Năm 2016, Chen và cs đã sử dụng biochar từ tre để làm chất mang cho 

vi khuẩn Acinetobacter venetianus tạo biofilm và sử dụng để đánh giá khả 

năng phân hủy sinh học dầu diesel (DO). Kết quả cho thấy, sau 3 ngày nuôi 

cấy, 94% lượng dầu đã được loại bỏ với hàm lượng ban đầu là 200 mg/l. 
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Trong khi đó, ở dạng tế bào tự do, chủng vi khuẩn này chỉ loại bỏ được 82 % 

[15].  

Bên cạnh đó, Oleszczuk và cs (2012) cũng công bố rằng biochar có khả 

năng hấp phụ 0-57% các hợp chất hydrocarbon thơm đa vòng không tan trong 

bùn tùy thuộc vào lượng biochar được sử dụng [64]. Ngoài ra, các công bố 

còn cho thấy các hợp chất gây ô nhiễm môi trường khác như chất phóng xạ, 

kim loại nặng,… cũng được loại bỏ nhờ các vi sinh vật tạo biofilm trên 

biochar [65]. 

Như vậy, có thể thấy rằng, việc sử dụng các phế phụ phẩm nông nghiệp 

để tạo biochar làm chất mang cho các vi sinh vật tạo biofilm vừa giải quyết 

được vấn đề gây ô nhiễm môi trường bởi các phế phụ phẩm này, vừa tăng 

cường khả năng hấp thụ và loại bỏ các chất gây ô nhiễm khác trong môi 

trường. Đồng thời, đây được xem là giải pháp có hiệu quả kinh tế lại thân 

thiện với môi trường. 

Tuy nhiên, cho tới nay chưa có nhiều công bố ở Việt Nam về hiệu quả 

xử lý ô nhiễm dầu bằng các chế phẩm sử dụng chất mang là biochar. Đối với 

đất nhiễm dầu, việc sử dụng biochar còn tốn nhiều thời gian và còn nhiều hạn 

chế do hệ thống đất và chất thải rắn có tính chất phức tạp. Bên cạnh đó, việc 

tìm được các điều kiện lên men thích hợp của vi khuẩn tạo biofilm trên 

biochar như nhiệt độ, độ ẩm (tỉ lệ phối trộn) sẽ mang lại hiệu quả cao nhất 

trong xử lý ô nhiễm dầu. 

 1.3.4. Than sinh học có nguồn gốc từ trấu 

 Nguyên liệu sản xuất biochar rất phong phú và đa dạng từ vỏ đậu 

phộng, bã mĩa, vỏ dừa, vỏ ca cao đến cây tre, lau sậy, phế thải từ khai thác 

rừng, cùng rất nhiều các chất thải xanh khác. Đặc biệt, biochar còn có thể 

được sản xuất từ vỏ trấu, một phế phẩm gần gũi với người nông dân Việt 

Nam. Trấu có thể được sử dụng làm thức ăn chăn nuôi, chất độn chuồng gia 

cầm, phân bón, làm sạch vi khuẩn, chôn lấp hoặc lát nền, nhiên liệu trong đun 

nấu, vách ngăn và tấm ghép, và năng lượng sinh học [66, 67]. Tuy nhiên, ở 

Việt Nam trấu thường bị loại bỏ hoặc được dùng để đun nấu nhưng hiệu quả 

mang lại không đáng kể đồng thời có tác động không nhỏ tới môi trường, nay 
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với công nghệ sản xuất biochar có thể tận dụng tốt được nguồn nguyên liệu 

này.  

 Trải qua quá trình nhiệt phân, biochar sản xuất từ trấu (rice husk 

biochar – RHB) có thể được ứng dụng trong cải tạo đất, nâng cao năng suất 

cây trồng, cố định kim loại nặng, giảm rửa trôi nitrate, quản lý chất thải, sản 

xuất năng lượng, hấp thụ carbon và giảm lượng khí thải N2O và CH4 [66, 67]. 

Thành phần chính của RHB bao gồm carbon (C), hydro (H), oxy (O), N, P, K 

và silic (Si). Nhiệt độ của quá trình nhiệt phân có thể ảnh hưởng tới tỉ lệ C-H 

và các nhóm chức trong biochar. Trong khi các nhóm chức silica (Si – OH, Si 

– O – Si và Si – H) chiếm ưu thế trong các RHB được tạo ra ở nhiệt độ nhiệt 

phân thấp, các nhóm chức C – H béo và thơm có thể tăng đáng kể khi tăng 

nhiệt độ nhiệt phân. RHB được tạo ra vẫn giữ nguyên khung silica lớp ngoài 

của trấu nhưng có cấu trúc rất xốp do các thành phần hữu cơ bao gồm lignin 

và cellulose được đốt cháy trong quá trình carbon hóa, tạo ra nhiều lỗ và kênh 

nhờ đó giúp tăng diện tích bề mặt tiếp xúc đáng kể [68]. 

   

 

Hình  1.3. Ứng dụng của vỏ trấu và than sinh học từ trấu. Nguồn: Pode, R. , 

2016 và Bodie et al., 2019 [66, 67]  

Than sinh học từ 

trấu 

Hấp thụ carbon  

Giảm lượng khí N2O và CH4 

Cải tạo đất 

Nâng cao năng suất cây trồng 

Cố định kim loại nặng 

Giảm rửa trôi nitrat  

Xử lý chất thải 

Tạo nguồn năng lượng 

Trấu 
• Thức ăn chăn nuôi 

• Chất độn chuồng gia cầm 

• Phân bón 

• Làm sạch vi khuẩn 

• Chôn lấp hoặc lát nền 

• Nhiên liệu trong đun nấu 

• Vách ngăn và tấm ghép 

• Năng lượng sinh học  

Nhiệt phân 
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 RHB được tạo ra nhờ quá trình nhiệt phân nhanh ở 450oC và với tốc độ 

1 tấn/h có diện tích bề mặt đặc hiệu là 34 m2/g, hàm lượng tro 42% và một 

lượng lớn các nhóm C-O, ví dụ phenolic, hydroxyl và ether moieties làm cho 

chúng thích hợp để hấp thụ các hợp chất hữu cơ phân cực như các 

hydrocarbon thơm có trong các thành phần của dầu và dầu mỏ [69].   

 RHB đã được chứng minh là có tiềm năng lớn trong phát triển nông 

nghiệp bền vững do vừa giúp cải tạo đất, tăng năng suất cây trồng mà vẫn 

đảm bảo bảo vệ môi trường [70, 71]. Bên cạnh đó, RHB cũng rất được quan 

tâm ứng dụng trong lĩnh vực xử lý ô nhiễm. Ưu điểm của RHB dùng trong xử 

lý ô nhiễm là có diện tích bề mặt tiếp xúc lớn, có khả năng trao đổi cation, và 

được tạo ra từ nhiều loại nguyên vật liệu khác nhau với các giá trị nhiệt độ 

nhiệt phân khác nhau, nhờ đó có thể tăng cường khả năng hấp thu các chất ô 

nhiễm hữu cơ và vô cơ lên bề mặt của các loại vật liệu này đồng thời giữ lại 

các chất ô nhiễm [4]. Ngoài ra, nhờ hiệu ứng bẫy dính hoặc nhả carbon vào 

đất có thể làm tăng khả năng hấp thụ các kim loại nặng như asen do đó nó duy 

trì các chất dinh dưỡng cho thực vật. Sự kết hợp của các loại phân bón sinh 

học (compost), phân bón hóa học và các chất xử lý khác cùng với biochar có 

thể làm tăng tối đa hiệu quả xử lý các loại đất [68]. 

 Tuy nhiên, hiện nay, chưa có nhiều công bố ở Việt Nam về việc ứng 

dụng biochar sản xuất từ trấu, một loại phế phụ phẩm nông nghiệp rất phổ 

biến ở nước ta, làm chất mang cho các vi sinh vật tạo biofilm nhằm tăng 

cường khả năng loại bỏ dầu DO nói riêng và các thành phần hydrocarbon dầu 

mỏ nói chung. Do vậy, nghiên cứu này sẽ góp phần đưa ra giải pháp giải 

quyết bài toán môi trường do phế phụ phẩm nông nghiệp gây ra, đồng thời lại 

có thể xử lý ô nhiễm do dầu mỏ và các thành phần dầu mỏ. 
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 CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

Đề tài tập trung nghiên cứu chủ yếu trên các chủng vi khuẩn có khả 

năng phân hủy dầu đã được phân lập tại một số địa điểm ô nhiễm dầu tại Việt 

Nam, được lấy từ Bộ sưu tập chủng vi sinh vật của Phòng Công nghệ Sinh 

học môi trường, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam (Bảng 2.1). 

Bảng 2.1. Các chủng vi khuẩn phân hủy dầu được phân lập tại Việt Nam 

TT Tên chủng Địa điểm phân lập 

1 Rhodococcus sp. BN5 Hà Nội 

2 Pseudomonas sp. BQN21 Quảng Ninh 

3 Stenotophomonas maltophilia QNG02 Quảng Ngãi 

4 Klebsiella sp. VTD8 Vũng Tàu 

5 Acinetobacter baumannii QN01 Quảng Ngãi 

6 Paracoccus sp. DG25 Hà Nội 

7 Pseudomonas sp. B6 Thanh Hoá 

8 Ochrobactrum sp. DGP2 Hà Nội 

9 Rhizobium sp. DG2 Hà Nội 

 

2.2. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ TRANG THIẾT BỊ 

2.2.1. Vật liệu 

Các chủng vi sinh vật như trên Bảng 2.1. 



23 

 

Chủng Acinetobacter calcoacetius P23 được nhóm nghiên cứu của GS. 

TS. Morikawa, Khoa Khoa học Trái đất Môi trường, Đại học Hokkaido, tặng 

và được sử dụng làm đối chứng dương 

Biochar từ trấu sử dụng trong nghiên cứu được cung cấp bởi Công ty 

Dabaco (Bắc Ninh), trấu có màu đen, kích thước: 1 x 3 x 0,5 (mm), độ ẩm 

dưới 10 %; được nhiệt hóa ở nhiệt độ 480-530oC. 

2.2.2. Hóa chất, môi trường 

➢ Hóa chất 

Các hóa chất sử dụng có độ tinh khiết cao, của các hãng Sigma, Merk 

(Đức). 

➢ Môi trường 

Các môi trường nuôi cấy được sử dụng có thành phần như trong Bảng 

2.2. 

Bảng 2.2. Thành phần các môi trường sử dụng trong nghiên cứu 

Tên môi trường Thành phần Số lượng 

(g/l) 
Thành phần Số lượng 

(g/l) 

Gost 

Na2HPO4 0,7 MgSO4 0,4 

KH2PO4 0,3 NaCl 1 

KNO3 3 pH 6,9 - 7,2 

MPA 

NaCl 5 Cao thịt 3 

Peptone 10 pH 7 - 7,2 

LB 

Tryptone 10 NaCl 10 

Cao nấm men 5   

2.2.3. Trang thiết bị 

Các trang thiết bị dùng trong nghiên cứu được liệt kê dưới Bảng 2.3.
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Bảng 2.3. Các thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

Tên thiết bị Hãng/nước sản xuất 

Cân kỹ thuật BJ 610C Precisa, Thụy Sĩ 

Hệ thiết bị quang phổ hấp phụ phân tử vùng tử 

ngoại – khả kiến UV- VIS GBC- CINTRA 40 
GBC, Mỹ 

Kính hiển vi điện tử quét S-4800 Hitachi, Nhật Bản 

Kính hiển vi Eclipse LV-UDM Nikon, Nhật Bản 

Lò vi sóng NN-S215WF Panasonic, Trung Quốc 

Máy chuẩn pH-CyberScan pH 620 Eutech, Singapore 

Máy đo quang phổ UV-1601-220V Shimadzu, Nhật Bản 

Máy làm đá  CamLab, Mỹ 

Máy ly tâm eppendorf 5417R Eppendorf, Đức 

Máy phân tích HPLC Hewlett-Packard HP Hewlett-Packard, Đức 

Máy vortex BR-2000 Biorad, Mỹ 

Nồi hấp tiệt trùng MC – 30L Alp, Nhật Bản 

Tủ ấm và tủ lắc nuôi cấy NB205QF N – Biotek, Hàn Quốc 

Tủ cấy vô trùng AVC-4A1 Esco, Singapore 

Tủ lạnh sâu -80 oC MDF-192 Sanyo, Nhật Bản 

Tủ lạnh SJ-169S-DS Sharp, Thái Lan 

Tủ sấy dụng cụ JSOF - 100 Jsr, Hàn Quốc 
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2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

 Tiến trình các bước nghiên cứu được minh họa bởi sơ đồ sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

2.3.1. Đánh giá khả năng tạo màng sinh học của chủng vi khuẩn 

Các chủng vi sinh vật được đánh giá khả năng tạo biofilm theo mô tả 

của Morikawa và cộng sự (2006) và O’Toole và Kolter (1998) [15, 72]. 

Nguyên lý: 

Thành tế bào vi khuẩn trong biofilm có khả năng bắt giữ tím tinh thể 

sau khi nhuộm cố định ở nhiệt độ phòng. Sau khi rửa lại 2 lần bằng nước cất 

nhằm loại bỏ tím tinh thể bên ngoài, ta bổ sung thêm acid acetic 33% nhằm 

loại bỏ tím tinh thể còn sót lại ở thành tế bào và sẽ được giải phóng hòa tan 

vào trong dung môi. Đo OD570nm thể hiện độ hấp thụ ánh sáng của dung dịch 

tím tinh thể và tỷ lệ với lượng tím tinh thể được cố định. Đây chính là giá trị 

đặc trưng cho mật độ tế bào trong cấu trúc biofilm hay khả năng tạo biofilm 

của chủng vi sinh vật. 

Tiến hành: 

Nuôi các chủng vi khuẩn trên môi trường MPA dịch thể. Sau 16 giờ 

nuôi, ly tâm 1 ml loại dịch và thu sinh khối (ly tâm ở 4.000 rpm, 4oC trong 

Hình 2.1. Sơ đồ các bước nghiên cứu 

Đánh giá khả năng tạo biofilm của các chủng vi khuẩn 

Đánh giá khả năng sử dụng nguồn hydrocarbon của các chủng vi khuẩn 

Kiểm tra tính đối kháng của các chủng vi khuẩn được lựa chọn 

Xác định nhiệt độ, độ ẩm lên men tối ưu để tạo chế phẩm 

Tạo chế phẩm 

Đánh giá mật độ tế bào trong chế phẩm và khả năng gắn lên chất mang 

Đánh giá hiệu quả xử lý các thành phần hydrocarbon no và thơm có 

trong dầu của chế phẩm  
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vòng 10 phút, lặp lại 3 lần để loại bỏ hoàn toàn môi trường nuôi cấy). Hòa tan 

sinh khối trong 1 ml nước cất vô trùng và tiến hành pha loãng để đạt OD600 là 

0,3. Thêm 3 μl dịch này vào các ống eppendorf 1,5 ml chứa 297 μl môi 

trường MPA. Cứ sau 24 giờ, lấy các ống eppendorf chứa mẫu nuôi để đánh 

giá khả năng tạo biofilm (mỗi chủng tương ứng với 3 ống eppendorf cho mỗi 

ngày trong 3 ngày liên tiếp). Dùng pipetman hút nhẹ dịch nuôi (không làm vỡ 

biofilm), rửa bằng 500 μl nước cất vô trùng (lặp lại 2 lần). Sau đó, bổ sung 

300 μl dung dịch tím kết tinh 0, % vào các ống eppendorf, cố định 10 phút ở 

nhiệt độ phòng và rửa 2 lần bằng nước cất vô trùng. Tiếp theo, bổ sung 300 μl 

dung dịch acetic acid 33% trộn đều rồi pha loãng và đo OD ở bước sóng 570 

nm. Giá trị OD570 tỉ lệ thuận với khả năng tạo biofilm của các chủng vi khuẩn. 

Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần. 

2.3.2. Đánh giá khả năng sử dụng nguồn hydrocarbon của chủng vi 

khuẩn  

Để có thể tuyển chọn được các chủng có khả năng phân hủy nguồn 

hydrocarbon, các chủng vi sinh vật từ bộ sưu tập chủng vi sinh vật của đơn vị 

sẽ được nuôi cấy ở 30oC từ 5 - 9 ngày trong môi trường khoáng Gost có bổ 

sung các nguồn hydrocarbon khác nhau như: dầu DO, phenol, hydrocarbon 

thơm,… Sau đó, tiến hành đánh giá khả năng sinh trưởng và phát triển của 

chúng bằng cách đo OD ở bước sóng 600 nm. Dựa vào lượng sinh khối tạo ra 

để lựa chọn các chủng có khả năng sinh trưởng và phân hủy nguồn 

hydrocarbon tốt. 

2.3.3. Kiểm tra tính đối kháng của các chủng vi khuẩn lựa chọn 

Chuẩn bị đĩa petri và môi trường MPA thạch. Tiến hành cấy các chủng 

giống lên đĩa petri sao cho chúng cắt nhau từng cặp một. Sau khi cấy xong 

tiến hành nuôi ở 37oC đối với vi khuẩn trong vòng 24 giờ. Sau 24 giờ nuôi 

cấy, nếu các chủng có sự đối kháng nhau thì vạch cấy sẽ bị gián đoạn tại các 

vị trí giao nhau của chúng [73]. 
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2.3.4. Nghiên cứu một số điều kiện lên men của các vi khuẩn tạo màng 

sinh học trên than sinh học có nguồn gốc từ trấu 

  Bước 1: Xử lý sơ bộ biochar: Biochar trước khi sử dụng được khử 

trùng ướt ở 121C trong 30 phút để loại bỏ các vi sinh vật ngoại lai, tạo 

biofilm trên vật liệu mang biochar.  

Bước 2: Xác định nhiệt độ lên men phù hợp bằng cách nhân nuôi các 

chủng vi khuẩn lựa chọn qua đêm trong môi trường LB, nhằm làm tươi mới 

sinh khối; sau đó được nuôi lắc trong bình tam giác có thể tích 500 ml chứa 

môi trường LB. Ly tâm thu sinh khối ở tốc độ 150 rpm trong 10 phút và pha 

loãng trở lại để đạt tới sinh khối 108 CFU/ml. Sau 24 giờ nuôi, bổ sung 100 g 

biochar vào 100 ml môi trường LB và 10 ml hỗn hợp giống (tỉ lệ giống 

1:1:1:1). Cho hỗn hợp vào các tủ nuôi cấy có nhiệt độ khác nhau như 30, 35, 

40 và 45C. Sau 24, 48 và 72 giờ lên men, mẫu được lấy ra, đánh giá mật độ 

tế bào bằng phương pháp đếm số lượng khuẩn lạc (CFU/ml) và đánh giá hiệu 

quả phân huỷ dầu DO, từ đó tìm ra các điều kiện lên men thích hợp nhất cho 

việc tạo chế phẩm. 

Bước 3: Xác định độ ẩm của chế phẩm phù hợp bằng cách nhân nuôi 

các chủng vi khuẩn lựa chọn qua đêm trong môi trường LB, nhằm làm mới 

chủng, sau đó nuôi lắc trên bình tam giác có thể tích 500 ml chứa môi trường 

LB. Ly tâm thu sinh khối ở tốc độ 150 rpm trong 10 phút và pha loãng trở lại 

để đạt tới sinh khối 108 CFU/ml. Sau 24 giờ, bổ sung 100 g biochar vào 0, 

100, 150 và 200 ml môi trường LB và 10 ml hỗn hợp giống (tỉ lệ giống 

1:1:1:1) ở nhiệt độ thích hợp đã được lựa chọn từ Bước 2.  

Độ ẩm của chế phẩm được xác định bằng phương pháp Khối lượng 

theo TCVN 10788:2015. 20 g mẫu thử được nghiền nhỏ, trộn kỹ và đưa ngay 

khoảng 5 g phần mẫu thử đã nghiền vào chén cân khô, sạch đã biết trước khối 

lượng (cân trừ bì), chính xác đến 1 mg. Đậy nắp chén và cân ngay, chính xác 

đến 1 mg. Mở nắp chén cân, đưa chén cùng với nắp vào tủ sấy đã gia nhiệt 

trước đến nhiệt độ chuẩn hóa ở 105 – 106oC, sấy trong 3 giờ. Đậy nắp và lấy 

chén cân ra khỏi tủ sấy. Để nguội trong bình hút ẩm ít nhất 20 phút ở nhiệt độ 

phòng. Cân lại chén cân cùng với lượng chứa trong chén, chính xác đến 1 mg. 
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Độ ẩm của chế phẩm được xác định như sau: 

Độ ẩm = 
V1 -V2 

 × 100% 

V1 

 

Trong đó: 

V1: Khối lượng của phần mẫu thử trước sấy (g) 

V2: Khối lượng của phần mẫu thử sau sấy (g) 

Sau 24, 48 và 72 giờ lên men, tiến hành kiểm tra mật độ tế bào và hiệu 

quả phân huỷ dầu DO của chế phẩm ở các độ ẩm đó để tìm ra được điều kiện 

và thời gian lên men tốt nhất cho chế phẩm tạo thành. 

2.3.5. Tạo chế phẩm 

Sau khi xác định được nhiệt độ và độ ẩm lên men thích hợp, xây dựng 

được quy trình sản xuất chế phẩm cụ thể như sau: 

Bước 1: Hoạt hoá chủng giống 

Các chủng vi khuẩn từ bộ sưu tập chủng giống có khả năng tạo biofilm 

tốt, sinh trưởng tốt trên các nguồn hydrocarbon lựa chọn và không đối kháng 

nhau được lựa chọn để hoạt hóa chủng giống tạo chế phẩm. 

Chủng giống được hoạt hoá trong điều kiện vô trùng và được kiểm tra 

độ thuần chủng của từng chủng để tránh bị nhiễm các loại vi sinh vật khác. 

Chủng giống này sẽ được dùng cho bước nhân giống tiếp theo. 

Bước 2: Nhân giống vi sinh vật 

Các dịch chủng giống tươi sau đó được chuyển sang các bình tam giác 

thủy tinh 500 ml chứa 90 ml với môi trường LB với tỷ lệ dịch lên men cấp 1: 

môi trường là 1:9 (ml/ml) - nghĩa là cho 10 ml dịch lên men cấp 1 vào 90 ml 

môi trường. Bình được lắc 180 vòng/phút ở nhiệt độ nằm trong khoảng từ 28 

đến 37oC trong thời gian 24 giờ.  

Bước 3: Thu sinh khối 

Sinh khối vi khuẩn được thu bằng cách ly tâm từng dịch lên men vi 

khuẩn thu được từ bước 2 với tốc độ 4000 vòng/phút ở nhiệt độ 4oC trong 10 
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phút, sau đó được rửa hai lần bằng nước cất đã khử trùng và phối trộn các 

sinh khối với tỷ lệ bằng nhau, bổ sung dung dịch muối sinh lý để thu dịch vi 

khuẩn gốc có nồng độ 107 CFU/ml. 

Bước 4: Thu sản phẩm 

Sản phẩm phối trộn được thu bằng cách trộn dịch vi khuẩn gốc, môi 

trường LB và biochar theo độ ẩm phù hợp đã được xác định ở Mục 2.3.4, sau 

khi trộn đều, thu được sản phẩm phối trộn; và thu chế phẩm vi sinh tạo màng 

sinh học trên chất mang than sinh học bằng cách lên men sản phẩm phối trộn 

trong điều kiện đã được xác định ở Mục 2.3.4, lên men phù hợp, đảo trộn theo 

chu kỳ 6 giờ, để thu được vi sinh tạo màng sinh học trên chất mang than sinh 

học có độ ẩm thích hợp. 

2.3.6. Đánh giá mật độ tế bào trong chế phẩm và khả năng gắn lên vật 

liệu mang 

2.3.6.1. Đánh giá mật độ tế bào vi khuẩn trong chế phẩm 

Chế phẩm tạo thành được đánh giá mật độ tế bào trước, trong và sau 

quá trình thử nghiệm với dầu DO. Bố trí thí nghiệm gồm các mẫu sau: từng 

chủng đơn QN01, DG2, QNG02, BN5; hỗn hợp 4 chủng này không có chất 

mang biochar và chế phẩm. Các mẫu sau đó được trộn với mẫu đất đã được 

bổ sung 10 % dầu DO và tiến hành ủ ở 28 – 30oC trong 7 ngày. Tất cả các 

mẫu đều được kiểm tra mật độ vi sinh tại thời điểm bắt đầu thí nghiệm và sau 

7 ngày. 

Mật độ tế bào vi khuẩn trong các mẫu được xác định bằng phương pháp 

đếm số lượng khuẩn lạc CFU (colony forming unit).  

Để đánh giá được mật độ tế bào có trong 1 g chế phẩm, phương pháp 

đếm số lượng khuẩn lạc CFU đã được sử dụng. Cụ thể như sau: 

Một gram chế phẩm được hòa trong 9 ml nước muối sinh lý, lắc mẫu từ 

1-2 giờ ở nhiệt độ lên men tốt nhất. Hút 0,5 ml mẫu hòa trong 4,5 ml nước 

muối sinh lý. Mẫu được pha loãng tới hạn và lặp lại mỗi độ pha loãng 3 lần. 

Sau khi pha loãng tới hạn, hút 0,1 ml từ các nồng độ pha loãng vào đĩa môi 

trường MPA thạch đã được chuẩn bị trước và tiến hành cấy gạt. Các đĩa sau 

khi gạt được bao gói cẩn thận và nuôi ở tủ ấm đến khi khuẩn lạc phát triển. 
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Tiến hành đếm chỉ số số lượng khuẩn lạc ở số mũ cao nhất sau đó dựa vào 

công thức tính chỉ số khuẩn lạc (CFU/g) như sau: 

CFU /g =  X.10.10n.10 = X.10(n+2) 

Trong đó:  X: là số khuẩn lạc đếm được; 10: độ pha loãng 10 lần 

n: số lần pha loãng; 10: 100 µl/1ml 

Mỗi thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần 

2.3.6.2. Khả năng gắn vi khuẩn lên vật liệu mang than sinh học  

Khả năng gắn vi khuẩn lên vật liệu mang than sinh học được quan sát 

dưới kính hiển vi điện tử quét. Chế phẩm được chuyển lên tấm lamen có kích 

thước 1 cm2 (đã được nhỏ poly-L-lysine 0,1% (w/v) để cố định biofilm). Cố 

định mẫu trong đĩa 6 giếng vô trùng bằng 2,5 – 3% glutaraldehyte/cacodylate 

0,1 M pH 7,2 - 7,4 trong 1 giờ và rửa bằng dung dịch cacodylate 0,1 M (5 

phút/lần x 3 lần). Tiếp đó mẫu được cố định mẫu bằng OsO4 1% trong 

cacodylate 0,1 M trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng, rửa lại bằng dung dịch 

cacodylate 0,1 M (5 phút/lần x 2 lần). Hút nước trong mẫu bằng cồn các nồng 

độ 50o, 70o, 80o, 90o, 100o (5 phút/lần x 2 lần). Gắn mẫu trên giấy bạc, để khô, 

phủ mẫu bằng một lớp dẫn điện Pt – Pd và soi mẫu, chụp ảnh trên kính hiển 

vi điện tử quét S-4800, Hitachi, Nhật Bản. Quá trình này được thực hiện với 

sự phối hợp của Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương. 

2.3.7. Đánh giá hiệu quả xử lý các thành phần hydrocarbon no và thơm 

của chế phẩm tạo thành  

Bố trí thí nghiệm như sau: 

Mật độ vi sinh vật ở tất cả các mẫu được cân bằng và tính toán sao cho 

đạt từ 108 – 109 CFU/ml hoặc 108 – 109 CFU/g (đối với biochar). 

- Mẫu số 1: từng chủng vi khuẩn tạo biofilm không có chất mang biochar 

trộn với 100 ml nước có bổ sung 1, 3, 5, 10% dầu diesel; đối với thí 

nghiệm hydrocarbon thơm, bổ sung 200 mg/l (gọi là mẫu ô nhiễm). 

- Mẫu số 2: hỗn hợp các chủng vi khuẩn lựa chọn (không có chất mang 

biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 3: 1 g chế phẩm trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 
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- Mẫu số 4: 100 ml mẫu ô nhiễm trộn với 1 g chất mang biochar không 

có chứa vi khuẩn. 

- Mẫu số 5: 100 ml mẫu ô nhiễm không bổ sung vi khuẩn và biochar. 

2.3.7.1. Đánh giá hiệu quả xử lý hydrocarbon no của chế phẩm 

Đặt các khay chứa các mẫu như trên vào tủ ẩm nhiệt độ từ 28 đến 30oC, 

sau mỗi 6 giờ đảo trộn một lần. Sau mỗi 24 giờ, lấy mẫu, đánh giá mật độ vi 

sinh vật và sau 7 ngày mẫu được gửi đi phân tích hàm lượng dầu tổng số 

trước và sau khi sử dụng chế phẩm.  

Hàm lượng dầu trong mẫu được đánh giá bằng phương pháp chiết - 

khối lượng SMEWW 5520B&F:2017. 1L mẫu cần phân tích (trước và sau khi 

xử lý) được hòa tan hoàn toàn trong dung môi hexane (quá trình chiết được 

tiến hành 3 lần). Khi đó, dầu và dung môi sẽ tách làm 2 lớp, dùng phiễu chiết 

lấy phần dung môi. Loại bỏ toàn bộ dung môi bằng cách chưng cất thông qua 

hệ thống chưng cất trong bể nước 85oC. Xác định khối lượng ban đầu và khi 

kết thúc thí nghiệm của lọ đựng mẫu, sẽ tính được khối lượng của dầu mỡ 

tổng có trong mẫu. 

2.3.7.2. Đánh giá hiệu quả xử lý hydrocarbon thơm của chế phẩm 

Đặt các khay chứa các mẫu như trên vào tủ ẩm nhiệt độ từ 28 đến 30oC, 

sau mỗi 6 giờ đảo trộn một lần. Sau 7 ngày, tiến hành kiểm tra mật độ tế bào 

của biofilm tạo thành trên biochar và đánh giá hàm lượng hydrocarbon thơm 

còn lại bằng phương pháp phân tích sắc ký lỏng cao áp (HPLC). 

Cách tiến hành như sau: 

Mẫu nuôi cấy sẽ được chiết 3 lần bằng dung môi ethylacetat với tỷ lệ 

1:1. Phân tích dịch chiết bằng phương pháp HPLC trên máy Hewlett-Packard 

(Bad Homburg, Germany). Nhờ hệ thống LiChroCart 125-4 RP-18 end-

capped (5-μm) column (Merck, Darmstadt, Germany), các sản phẩm của quá 

trình chuyển hoá các thành phần dầu mỏ sẽ được phân tách. Nồng độ dung 

môi chạy mẫu ban đầu gồm 30% methanol - 70% phosphoric acid (0.1%), sau 

14 phút thì đạt 100% methanol, tốc độ chảy 1 ml/phút. Tùy vào điều kiện cụ 

thể, các chương trình chạy để phân tích mẫu sẽ có những thay đổi cho phù 

hợp. Các thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần. 
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 CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KHẢ NĂNG TẠO MÀNG SINH HỌC VÀ SINH TRƯỞNG TRÊN 

CÁC NGUỒN HYDROCARBON CỦA CÁC CHỦNG VI KHUẨN  

Các chủng vi khuẩn đã được kiểm tra, đánh giá khả năng tạo biofilm. 

Chủng Acinetobacter calcoaceticus P23 được cung cấp bởi GS Morikawa 

(trường Đại học Hokkaido, Nhật Bản) là một chủng có khả năng tạo biofilm 

tốt, đã được sử dụng làm đối chứng dương. Đối chứng âm là ống thí nghiệm 

không có vi sinh vật. Kết quả theo dõi đánh giá khả năng tạo biofilm của các 

chủng vi khuẩn với các thời điểm 24, 48 và 72 giờ đã được thể hiện trên Hình 

3.1.  

 

Hình 3.1. Khả năng tạo màng sinh học của các chủng vi khuẩn 

Kết quả trên Hình 3.1 cho thấy, so với chủng đối chứng dương 

Acinetobacter calcoaceticus P23, cả 9 chủng lựa chọn đều có khả năng tạo 

màng tốt hơn. Đặc biệt, sau 72 giờ, khả năng tạo biofilm của chủng 

Rhodococcus BN5 không bị giảm đi trong khi các chủng còn lại và chủng P23 

đều giảm đi. Tuy nhiên, lượng giảm đi là không đáng kể.  

Ngoài ra, các chủng vi khuẩn tạo biofilm trên cũng được đánh giá hiệu 

suất phân hủy các thành phần hydrocarbon dầu mỏ. Kết quả thể hiện trên 

Bảng 3.1. Tất cả các chủng đều có khả năng sinh trưởng trên các nguồn 

hydrocarbon là dầu DO, naphthalene, phenol, pyrene và toluene. 
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Bảng 3.1. Khả năng sinh trưởng trên các nguồn hydrocarbon của các chủng 

vi khuẩn lựa chọn 

TT Tên chủng 
Nguồn cơ chất 

DO Naphthalene Phenol Pyrene Toluene 

1 
Rhodococcus sp. 

BN5 
+++ ++ +++ +++ +++ 

2 
Pseudomonas sp. 

BQN21 
+++ + +++ + +++ 

3 

Stenotophomonas 

maltophilia 

QNG02 

+++ + +++ ++ +++ 

4 
Klebsiella sp. 

VTD8 
+++ ++ +++ ++ +++ 

5 
Acinetobacter 

baumannii QN01 
+++ +++ +++ +++ +++ 

6 
Paracoccus sp. 

DG25 
+++ + +++ + +++ 

7 
Pseudomonas sp. 

B6 
++ + ++ ++ +++ 

8 
Ochrobactrum sp. 

DGP2 
++ +++ +++ + + 

9 
Rhizobium sp. 

DG2 
++ + ++ ++ +++ 

(+++, sinh trưởng rất tốt; ++, sinh trưởng tốt; +, có sinh trưởng) 

 Trong số 9 chủng này, 2 chủng DG25 và B6 có khả năng tạo biofilm 

không tốt bằng 7 chủng còn lại. Do đó, 7 chủng vi khuẩn gồm BN5, BQN21, 

QNG02, VTD8, QN01, DGP2 và DG2 vừa có khả năng tạo biofilm tốt vừa có 

khả năng sử dụng các nguồn hydrocarbon có trong dầu mỏ sẽ được sử dụng 

trong những nghiên cứu tiếp theo. 

Nghiên cứu của Shimada và cs (2012), Gross và cs (2007) cũng chỉ ra 

rằng các chi Pseudomonas, Rhodococcus là các chi có khả năng tạo biofilm 

tốt. Đặc biệt, chủng P. stutzeri T102 còn cho thấy khả năng tạo biofilm hiệu 
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quả sau 120 giờ nuôi cấy [46, 74]. Vì vậy, có thể nói rằng các chủng vi khuẩn 

được lựa chọn là phù hợp với các nghiên cứu đã được công bố. 

3.2. KHẢ NĂNG ĐỐI KHÁNG LẪN NHAU CỦA CÁC CHỦNG VI 

KHUẨN LỰA CHỌN 

Mục tiêu nghiên cứu của đề tài là tạo ra chế phẩm biofilm từ hỗn kết 

hợp các chủng vi khuẩn có khả năng tạo biofilm và phân hủy tốt các thành 

phần hydrocarbon nhằm xử lý nước/đất ô nhiễm dầu. Do đó, 7 chủng vi khuẩn 

có khả năng tạo biofilm tốt đã được tiến hành đánh giá tính đối kháng. Như đã 

trình bày trong phần phương pháp, những chủng có tính đối kháng nhau thì 

vạch cấy sẽ bị gián đoạn tại các vị trí giao nhau của chúng [73]. Kết quả được 

thể hiện trên Hình 3.2 và Bảng 3.2.  

 

Hình 3.2. Sự đối kháng nhau của các chủng vi sinh vật lựa chọn 
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Bảng 3.2. Tính đối kháng của 7 chủng vi khuẩn 

 BN5 BQN21 QNG02 VTD8 QN01 DGP2 DG2 

BN5  + + + + + + 

BQN21 +  - + - + + 

QNG02 + -  - + - + 

VTD8 + + -  - + + 

QN01 + - + -  - + 

DGP2 + + - + -  + 

DG2 + + + + + +  

(+), Các chủng không đối kháng nhau; (-), Các chủng đối kháng nhau. 

Kết quả cho thấy, các chủng VTD8, BQN21 và DGP2 đối kháng với cả 

hai chủng QN01 và QNG02; các chủng còn lại không có sự đối kháng lẫn 

nhau. Do đó, 4 chủng QN01, QNG02, BN5 và DG2 được sử dụng cho những 

nghiên cứu tiếp theo. 

Theo các kết quả kế thừa từ các đề tài trước đó, 4 chủng này đã được định 

tên là: Acinetobacter baumannii QN01, Rhizobium sp. DG2, Rhodococcus sp. 

BN5 và Stenotophomonas maltophilia QNG02. Hình thái khuẩn lạc của 4 chủng 

được thể hiện ở Hình 3.3.  
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(A) (B) 

(C) (D) 

Hình  3.3. Hình thái khuẩn lạc của 4 chủng vi khuẩn: (A) Acinetobacter 

baumannii QN01, (B) Rhizobium sp. DG2, (C) Rhodococcus sp. BN5 và (D) 

Stenotophomonas sp. QNG02 

3.3. XÁC ĐỊNH NHIỆT ĐỘ LÊN MEN TẠO CHẾ PHẨM XỬ LÝ Ô 

NHIỄM DẦU 

3.3.1. Lên men ở các nhiệt độ khác nhau 

Các chủng vi khuẩn lựa chọn đã được sử dụng để nhân nuôi qua đêm 

trong môi trường LB, nhằm làm tươi mới sinh khối; sau đó được nuôi lắc 

trong bình tam giác (có thể tích 500 ml) chứa môi trường LB để đạt tới sinh 

khối 108 CFU/ml. Sau 24 giờ nuôi, bổ sung 100 g biochar vào 100 ml môi 

trường LB và 10 ml hỗn hợp giống (tỉ lệ 1:1:1:1). Cho hỗn hợp vào các tủ 

nuôi cấy có nhiệt độ khác nhau như 30, 35, 40 và 45C (Hình 3.4).  
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Sau quá trình lên men ở các nhiệt độ khác nhau, mật độ tế bào của các 

chủng trong chế phẩm đã được xác định sau mỗi 24, 48 và 72 giờ (Bảng 3.3). 

Kết quả cho thấy, sau 72 giờ lên men, mật độ tế bào trung bình của chế phẩm 

đạt cao nhất lần lượt là 2,5 × 1010; 4,1 × 1010; 5,5 × 1011 và 3,5 × 1010 

(CFU/g), tương ứng với các nhiệt độ lên men là 30, 35, 40 và 45C. Như vậy, 

có thể thấy, mật độ tế bào của các mẫu đều đạt trên 109 (CFU/g). Tuy nhiên, ở 

nhiệt độ lên men 40C mật độ tế bào đạt được là cao nhất. Để xác định nhiệt 

độ lên men nào phù hợp nhất, cần đánh giá hiệu quả phân huỷ dầu của các 

mẫu chế phẩm này. 

 

30oC 35oC 

40oC 45oC 

Hình 3.4. Các mẫu chế phẩm được lên men ở các nhiệt độ khác nhau 
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Bảng 3.3. Mật độ tế bào của chế phẩm (CFU/g) 

Mẫu 

Thời gian 

Mẫu 30oC 

(CFU/g) 

Mẫu 35oC 

(CFU/g) 

Mẫu 40oC 

(CFU/g) 

Mẫu 45oC 

(CFU/g) 

24 giờ 3,1 x 109 3,5 x 109 3,4 x 109 2,9 x 109 

48 giờ 1,1 x 1010 7,8 x 109 1,7 x 1010 5,6 x 109 

72 giờ 2,5 x 1010 4,1 x 1010 5,5 x 1011 3,5 x 1010 

 

3.3.2. Đánh giá khả năng loại bỏ dầu diesel của các chế phẩm tạo thành ở 

các nhiệt độ khác nhau 

 Sau 24, 48 và 72 giờ lấy các mẫu đã được lên men ở các nhiệt độ khác 

nhau ra để đánh giá khả năng phân hủy dầu diesel (DO) bằng phương pháp 

phân tích chiết - khối lượng theo tiêu chuẩn SMEWW 5520B&F:2017. Kết quả 

được thể hiện trên Hình 3.5 và Bảng 3.4. 

 

Hình 3.5. Khả năng phân hủy dầu DO của các chế phẩm lên men ở các nhiệt 

độ khác nhau sau 72 h với hàm lượng dầu DO ban đầu là 10% 

 

Mẫu 30 oC           Mẫu 35 oC           Mẫu 40 oC          Mẫu 45 oC 
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Bảng 3.4. Hiệu suất phân hủy dầu DO của chế phẩm (%) 

Mẫu 

Thời gian 

Mẫu 30oC 

(%) 

Mẫu 35oC 

(%) 

Mẫu 40oC 

(%) 

Mẫu 45oC 

(%) 

24 giờ 75±3,5 72±2,1 91±1,5 71±3,8 

48 giờ 75±2,1 73±1,9 93±2,3 72±2,4 

72 giờ 78±2,9 76±4,0 99±1,0 75±2,7 

 

 Sau 7 ngày nuôi cấy, mẫu chế phẩm được lên men ở 40oC, 72 giờ có 

hiệu quả phân hủy dầu DO cao nhất, đạt 99%. Các mẫu được lên men ở các 

nhiệt độ còn lại cho thấy khả năng phân hủy dầu tổng số thấp hơn đạt từ 74 – 

78%. Do đó, kết quả cho thấy đã xác định được nhiệt độ lên men tối ưu để tạo 

chế phẩm là 40oC.  

 Hiện nay, trên thế giới đã có một số công bố về nhiệt độ tối ưu để cho 

các vi sinh vật phân hủy dầu đạt hiệu suất phân hủy hydrocarbon [50, 51]. 

Forhad Hossain và cộng sự (2022) đã chứng minh điều kiện tốt nhất để cho 3 

chủng vi sinh vật Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., và Enterobacter sp. 

sinh trưởng tối ưu tại 37oC, pH 7,0 sau 48 giờ và có khả năng phân hủy cả dầu 

DO 4% và dầu máy 8% [50]. Vào năm 2017, nhóm nghiên cứu của Parach đã 

chỉ ra rằng chủng Rhodococcus ruber KE1 đạt hiệu suất phân hủy 

hydrocarbon tổng số có trong dầu của cao nhất là 90%, sau 7 ngày khi được 

sinh trưởng trong điều kiện môi trường tối ưu ở nhiệt độ 40oC, pH 8,5 và 1% 

dầu thô [52]. 

 Như vậy có thể thấy rằng, các chủng vi khuẩn phân hủy dầu có khả 

năng sinh trưởng ở dải nhiệt độ tương đối rộng. Do đó, chế phẩm tạo thành tại 

40oC rất thuận lợi khi xử lý ngoài hiện trường tại những vùng có điều kiện 

khắc nghiệt, nhất là vào thời điểm mùa hè khi nhiệt độ ngoài trời thường cao 

trên 30oC.   

  

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pseudomonas
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3.4. XÁC ĐỊNH ĐỘ ẨM LÊN MEN TẠO CHẾ PHẨM XỬ LÝ Ô 

NHIỄM DẦU 

3.4.1. Lên men ở các độ ẩm khác nhau 

Các chủng vi khuẩn lựa chọn đã được sử dụng để nhân nuôi qua đêm, 

nhằm làm mới chủng; sau đó được nuôi lắc trên bình tam giác có thể tích 500 

ml để đạt tới sinh khối 108 CFU/ml. Sau 24 h, bổ sung 100 g biochar vào 0, 

100, 150 và 200 ml môi trường LB và 10 ml hỗn hợp giống (tỉ lệ 1:1:1:1). 

Bảng 3.5 thể hiện độ ẩm của hỗn hợp sau khi phối trộn. Hỗn hợp được lên 

men xốp trong 72 giờ để đạt các độ ẩm khác nhau. Kết quả được thể hiện trên 

Hình 3.6. 

Các chế phẩm tạo thành được sử dụng để đánh giá khả năng phân 

hủy/chuyển hóa dầu DO. Chế phẩm có độ ẩm phù hợp nhất sẽ được sử dụng 

cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Bảng 3.5. Các độ ẩm khác nhau của chế phẩm thu được 

 
Độ ẩm  

(%) 

Mật độ vi sinh tổng số 

(CFU/g) 

Mẫu 1 (10 ml giống (tỉ lệ 1:1:1:1) 28,09 2,1x109 

Mẫu 2 (100 ml môi trường và 10 ml giống) 35,13 5,3x109 

Mẫu 3 (150 ml môi trường và 10 ml giống) 40,00 1,6x1010 

Mẫu 4 (200 ml môi trường và 10 ml giống) 52,95 2,4x109 
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3.4.2. Đánh giá khả năng loại bỏ dầu diesel của các chế phẩm than sinh 

học tạo thành ở các độ ẩm khác nhau 

Cân 1 g chế phẩm mỗi loại vào 100 g đất có bổ sung 10 g/kg dầu DO 

vào bình tam giác 1000 ml. Đảo nhẹ rồi để tĩnh ở 30oC. Sau 7 ngày, tiến hành 

đánh giá hàm lượng dầu còn lại bằng phương pháp phân tích chiết - khối 

lượng theo tiêu chuẩn SMEWW 5520B&F:2017. Kết quả được thể hiện trên 

Hình 3.7. 

1 2 

3 4 

Hình 3.6. Chế phẩm thu được sau quá trình lên men xốp. Trong đó: (1), mẫu 1- 

Đối chứng không có môi trường; (2), mẫu 2 - bổ sung 100 ml môi trường và 10 ml 

giống; (3), mẫu 3 - bổ sung 150 ml môi trường và 10 ml giống; và (4), mẫu 4 - bổ 

sung 200 ml môi trường và 10 ml giống. 
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Ghi chú: Mẫu 1, 2, 3 và 4 tương ứng với các độ ẩm là 28,09; 35,13; 40 và 

52,95%. 

Hình 3.7. Khả năng phân hủy dầu DO của các chế phẩm sau 7 ngày nuôi cấy 

với hàm lượng dầu DO ban đầu là 10% 

Kết quả trên Hình 3.7 cho thấy, chế phẩm mẫu số 3, có độ ẩm 40% cho 

hiệu quả phân hủy dầu cao nhất (99%). Các mẫu 2 và 4 đều đạt hiệu quả phân 

hủy hơn 94%. Mẫu đối chứng thể hiện khả năng hấp phụ dầu của biochar lựa 

chọn (20%). 

Kết quả trên cho thấy khi bổ sung lượng môi trường thích hợp để chế 

phẩm đạt độ ẩm khoảng 40% thì hiệu quả phân hủy dầu tăng lên đáng kể và 

phân hủy gần như hoàn toàn lượng dầu DO bổ sung ban đầu sau 7 ngày nuôi 

cấy. Như vậy, việc sử dụng biochar làm chất mang cho vi sinh vật đã làm tăng 

hiệu quả phân hủy dầu DO và phù hợp với các nghiên cứu đã công bố trước 

đó.  

Liang và cộng sự (2009) đã chứng minh khi sử dụng carbon hoạt tính 

và zeolite làm chất mang cho các vi sinh vật tạo biofilm thì hiệu quả phân hủy 

dầu thô ở đất nhiễm dầu tăng lên đáng kể. Cụ thể, ở dạng có chất mang, hiệu 

suất phân hủy đạt 48,89%, trong khi để tự phân hủy trong tự nhiên là 13%, 

còn thí nghiệm có bổ sung dinh dưỡng và để tự phân hủy đạt 26,3% và ở dạng 

tế bào tự do thì hiệu suất phân hủy là 37,4% sau 3 ngày nuôi cấy với 800 g đất 

nhiễm dầu (hàm lượng dầu trong đất là 49,81 mg/g) [75]. 

Tuy nhiên, hiện nay tại Việt Nam chưa có nhiều nghiên cứu về việc sử 

dụng biochar từ trấu, một loại phế phụ phẩm nông nghiệp rất phổ biến ở nước 
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ta làm chất mang cho các vi sinh vật tạo biofilm nhằm tăng cường khả năng 

loại bỏ dầu DO nói riêng và các thành phần hydrocarbon dầu mỏ nói chung. 

Do vậy, mẫu chế phẩm số 3, có độ ẩm 40% đã được sử dụng cho các nghiên 

cứu tiếp theo. 

3.5. ĐÁNH GIÁ MẬT ĐỘ TẾ BÀO TRONG MẪU CHẾ PHẨM TẠO 

THÀNH VÀ KHẢ NĂNG GẮN CỦA VI KHUẨN LÊN THAN SINH 

HỌC 

Sau khi đã xác định được nhiệt độ và độ ẩm lên men tối ưu để tạo chế 

phẩm. Chế phẩm tạo thành được đánh giá mật độ tế bào trước, trong và sau 

quá trình thử nghiệm với dầu DO. Các mẫu đơn chủng gồm QN01, DG2, 

QNG02, BN5 và hỗn hợp 4 chủng này không có chất mang biochar cũng 

được tiến hành thử nghiệm đồng thời. Tất cả các mẫu đều được kiểm tra mật 

độ vi sinh tại thời điểm bắt đầu thí nghiệm và sau 7 ngày. Kết quả được thể 

hiện trên Hình 3.8. 

 

Hình 3.8. Mật độ tế bào của các chủng vi khuẩn trong màng sinh học sau 7 

ngày nuôi trên dầu DO (n=3). 
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Mật độ tế bào của các chủng vi khuẩn được đưa vào ở thời điểm ban 

đầu để tạo chế phẩm là 8x102 (CFU m/L) (SD = 13) tương đương log10 là 2,9. 

Sau 7 ngày sử dụng chế phẩm để xử lý dầu DO với hàm lượng dầu ban đầu là 

10%, mật độ tế bào của các chủng trong chế phẩm đã được xác định. Kết quả 

thể hiện trên Hình 3.8 cho thấy, ở biofilm hỗn chủng có chất mang mật độ tế 

bào của các chủng là cao nhất đạt khoảng 8,9 log10 tương đương 8x108 

(CFU/mL) (SD = 10). Trong khi đó, mật độ tế bào ở biofilm đơn chủng trung 

bình đạt 8,4 log10 tương đương 2,5x108 (CFU/ml). 

Như vậy, mật độ trung bình của các mẫu tại thời điểm 0 ngày đều đạt 

108 – 109 CFU/ml hoặc 108 – 109 CFU/g (đối với biochar) và sau 7 ngày là 

109 ± 10 CFU/ml hoặc CFU/g (đối với biochar). Kết quả cho thấy các chủng 

vi khuẩn trong chế phẩm có khả năng duy trì sinh trưởng tốt trong quá trình 

xử lý dầu DO. 

Hình ảnh chụp chế phẩm tạo thành dưới kính hiển vi điện tử quét cho 

thấy, các chủng vi khuẩn đã được gắn thành công lên bề mặt vật liệu mang 

biochar (Hình 3.9) 

 

Hình 3.9. Ảnh chụp dưới kính hiển vi điện tử quét ở độ phóng đại 5000 lần 

của (A). biochar; (B). Chế phẩm 

3.6. ĐÁNH GIÁ HIỆU QUẢ XỬ LÝ MỘT SỐ THÀNH PHẦN 

HYDROCARBON NO VÀ THƠM CỦA CHẾ PHẨM TẠO THÀNH 

3.6.1. Đánh giá hiệu quả xử lý hydrocarbon no có trong dầu diesel của 

chế phẩm tạo thành 

Mật độ vi sinh vật ở tất cả các mẫu được cân bằng và tính toán sao cho 

đạt từ 108 – 109 CFU/ml hoặc 108 – 109 CFU/g (đối với biochar). 

A 

Bề mặt biochar 

Bề mặt biochar 

Vi khuẩn tạo biofilm 

B 
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- Mẫu số 1: chủng vi khuẩn Rhodococcus sp. BN5 tạo biofilm (không có 

chất mang biochar) trộn với 100 ml nước có bổ sung 1, 3, 5 và 10% dầu 

DO (gọi là mẫu ô nhiễm). 

- Mẫu số 2: chủng vi khuẩn Acinetobacter baumannii QN01 tạo biofilm 

không có chất mang biochar trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 3: chủng vi khuẩn Stenotophomonas sp. QNG02 tạo biofilm 

(không có chất mang biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 4: chủng vi khuẩn Rhizobium sp. DG2 tạo biofilm (không có 

chất mang biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 5: hỗn hợp bốn chủng vi khuẩn tạo biofilm (không có chất 

mang biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 6: 1 g chế phẩm trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 7: 1 g biochar không có chứa vi khuẩn trộn với 100 ml mẫu ô 

nhiễm. 

- Mẫu số 8: 100 ml mẫu ô nhiễm không bổ sung vi khuẩn hay biochar. 

Đặt 8 khay chứa các mẫu như trên vào tủ ẩm nhiệt độ từ 28 - 30oC, sau 

mỗi 6 giờ đảo trộn một lần. Sau 7 ngày, tiến hành kiểm tra mật độ tế bào của 

biofilm tạo thành trên biochar và đánh giá hàm lượng hydrocarbon còn lại 

bằng phương pháp phân tích chiết - khối lượng SMEWW 5520 B&F:2017. 

Các mẫu được thử nghiệm với nồng độ dầu DO bổ sung ban đầu là 1, 3, 

5 và 10% (10% tương ứng theo trọng lượng là 4,786 g/l dầu DO). Sau 7 ngày 

thử nghiệm, dựa vào cảm quan của hàm lượng dầu còn lại, ở các nồng độ dầu 

thử nghiệm khác nhau, hàm lượng và mùi dầu DO giảm đi đáng kể so với ban 

đầu (Hình 3.10(A), Hình 3.10(B)). Với mục tiêu là tìm ra chế phẩm sinh học 

dạng rắn để xử lý ô nhiễm dầu bằng vi khuẩn tạo biofilm trên biochar có 

nguồn gốc từ trấu để có thể ứng dụng xử lý các nguồn đất và nước ô nhiễm ở 

các những vùng ô nhiễm cao, mẫu xử lý tại nồng độ dầu DO 10% được lựa 

chọn và mang đi phân tích để đánh giá hàm lượng dầu đã được phân huỷ, kết 

quả thu được ở Hình 3.11. 
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Hình 3.10(A). Mẫu nước ô nhiễm dầu DO 1, 3, 5 và 10% tại thời điểm bắt 

đầu bổ sung chế phẩm (mẫu số 6) 

  

Hình 3.10(B). Mẫu nước ô nhiễm dầu DO 1, 3, 5 và 10% sau 7 ngày bổ sung 

chế phẩm (mẫu số 6) 

Kết quả trên Hình 3.11 cho thấy sau 7 ngày xử lý, với nồng độ dầu DO 

bổ sung ban đầu là 10% (tương đương với 4,786 g/l) thì chế phẩm có khả 

năng loại bỏ hoàn toàn lượng hydrocarbon (100%) - hiệu suất rất cao so với 

các nghiên cứu đã công bố trước đó. Trong khi đó, ở dạng đơn chủng và 

không có chất mang thì hiệu quả phân hủy cao nhất chỉ đạt khoảng 76% và ở 

dạng hỗn hợp 4 chủng nhưng không có chất mang thì hiệu quả phân hủy đạt 

khoảng 82%. 

         1%             3%         5%            10% 

         1%             3%         5%            10% 
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Hình 3.11. Khả năng phân hủy hydrocarbon no tổng số của các mẫu sau 7 

ngày thử nghiệm với nồng đồ dầu DO ban đầu 10% 

Các chủng vi sinh vật tạo biofilm có khả năng phân hủy hầu hết các 

thành phần alkanes, cycloankanes, alkenes trong dầu thành các sản phẩm đơn 

giản là CO2 và nước nên không chỉ đem lại hiệu quả xử lý mà còn thân thiện 

với môi trường và hệ sinh thái [76]. Michaud và cộng sự (2014) đã nghiên 

cứu biofilm của hai chủng vi khuẩn chịu lạnh phân lập từ nước biển được ứng 

dụng trong xử lý các thành phần dầu DO cho hiệu suất đạt trên 85% sau 60 

ngày xử lý ở 20oC [44]. Nghiên cứu của Chavan & Mukherji (2008) đã cho 

thấy biofilm của chủng vi khuẩn Burkholderia cepacia có khả năng loại bỏ 

hơn 95% các thành phần n-ankanes từ C9-C20 có trong nước nhiễm dầu DO 

sau 15 ngày xử lý [77]. 

Năm 2017, Alessandrello và cộng sự đã chứng minh hai chủng 

Pseudomonas monteilii P26 và Gordonia sp. H19 tạo biofilm trên vật liệu 

mang mút xốp có khả năng loại bỏ 75% hàm lượng dầu thô (0,1 g/g) sau 7 

ngày nuôi cấy ở 30oC [78]. 

Năm 2016, Chen và cs đã sử dụng biochar từ tre để làm chất mang cho 

vi khuẩn Acinetobacter venetianus tạo biofilm và sử dụng để đánh giá khả 

năng phân hủy sinh học dầu DO. Kết quả cho thấy, sau 3 ngày nuôi cấy, với 
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hàm lượng ban đầu là 200 mg/l, 94% lượng dầu đã được loại bỏ. Trong khi 

đó, ở dạng tế bào tự do, chủng vi khuẩn này chỉ loại bỏ được 82% [53].  

Như vậy, chế phẩm sử dụng hỗn hợp 4 chủng có khả năng tạo màng 

sinh học trên chất mang là biochar có nguồn gốc từ trấu cho thấy khả năng 

phân hủy các thành phần hydrocarbon no có trong dầu DO đạt hiệu quả cao 

(100%). Vì vậy, có thể thấy được tiềm năng trong việc sử dụng hỗn hợp các 

chủng vi khuẩn tạo màng sinh học trên chất mang là các phế phụ phẩm nông 

nghiệp (trấu) nhằm giải quyết được vấn đề gây ô nhiễm môi trường bởi các 

phế phụ phẩm này, đồng thời tăng cường khả năng hấp thụ và loại bỏ các chất 

gây ô nhiễm khác trong môi trường. 

3.6.2. Đánh giá hiệu quả xử lý hydrocarbon thơm của chế phẩm tạo 

thành 

Mật độ vi sinh vật ở tất cả các mẫu được cân bằng và tính toán sao cho 

đạt từ 108 – 109 CFU/ml hoặc 108 – 109 CFU/g (đối với biochar). 

- Mẫu số 1: chủng vi khuẩn Rhodococcus sp. BN5 tạo biofilm (không có 

chất mang biochar) trộn với 100 ml nước có bổ sung 200 mg/l từng loại 

hydrocarbon thơm (anthracene, naphthalene, phenanthrene, pyrene) 

(gọi là mẫu ô nhiễm). 

- Mẫu số 2: chủng vi khuẩn Acinetobacter baumannii QN01 tạo biofilm 

(không có chất mang biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 3: chủng vi khuẩn Stenotophomonas sp. QNG02 tạo biofilm 

(không có chất mang biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 4: chủng vi khuẩn Rhizobium sp. DG2 tạo biofilm (không có 

chất mang biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 5: hỗn hợp bốn chủng vi khuẩn tạo biofilm (không có chất 

mang biochar) trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 6: 1 g chế phẩm trộn với 100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 7: 1 g chất mang biochar không có chứa vi khuẩn phối trộn với 

100 ml mẫu ô nhiễm. 

- Mẫu số 8: 100 ml mẫu ô nhiễm không bổ sung vi khuẩn hay biochar. 
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Đặt 8 khay chứa các mẫu như trên vào tủ ẩm nhiệt độ từ 28 - 30oC, sau 

mỗi 6 giờ đảo trộn một lần. Sau 7 ngày xử lý, tiến hành kiểm tra mật độ tế bào 

của biofilm tạo thành trên biochar, mật độ vi sinh vật tổng số đạt >109 

(CFU/g) và đánh giá hàm lượng hydrocarbon còn lại bằng phương pháp 

HPLC. 

3.6.2.1. Đánh giá hiệu quả xử lý anthracene của chế phẩm tạo thành 

Để đánh giá hiệu quả xử lý anthracene của các mẫu, phương pháp 

HPLC đã được sử dụng. Sau 7 ngày xử lý, kết quả phân hủy anthracene được 

thể hiện trong Hình 3.12. 

 

Hình 3.12. Khả năng phân hủy anthracene của các mẫu sau 7 ngày xử lý với 

hàm lượng anthracene bổ sung ban đầu 200 mg/l  
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(a) 

Hình 3.13. Sắc ký đồ (a) của chế phẩm sau 7 ngày xử lý với anthracene;  

(b) UVis của cơ chất anthracene với thời gian lưu (Rt) là 9,179 phút 
 

Từ kết quả trên Hình 3.12 và 3.13 cho thấy, ở mẫu số 6 gồm 1 g chế 

phẩm với 100 ml nước ô nhiễm, sau 7 ngày xử lý, đã có khả năng loại bỏ 

hoàn toàn 200 mg/l anthracene. Trong khi đó, các mẫu khác hiệu quả cao nhất 

cũng chỉ đạt 83 % ở mẫu hỗn hợp các chủng tạo biofilm và không có chất 

mang. Do vậy, việc bổ sung cơ chất là biochar đã góp phần nâng cao hiệu quả 

xử lý anthracene – một loại hydrocarbon thơm, khó phân hủy. 

Năm 2022, Song và cộng sự đã sử dụng chủng Bacillus sp. KSB7 cố 

định trên biochar để tăng cường khả năng xử lý kim loại nặng và PAH có 

trong đất ô nhiễm và kết quả cho thấy rằng phương pháp xử lý này đạt được 

tỷ lệ phân hủy PAH cao nhất (36,4%) sau 90 ngày ủ [79]. Imam và cộng sự 

(2020) đã chuẩn bị laccase cố định biochar biến đổi axit có tên là L-

FRSB@M để phân hủy anthracene trong nước và kết quả cho thấy tỷ lệ phân 

hủy của anthracene đạt 99 % dưới tác dụng của L-FRSB@M sau 24 giờ với 

hàm lượng anthracene bổ sung ban đầu là 50 mg/l (50 ppm) [80]. 

Như vậy, có thể thấy rằng, so sánh với các công bố trước đây thì chế 

phẩm sử dụng hỗn hợp chủng tạo biofilm cố định trên biochar được tạo ra từ 

nghiên cứu này có khả năng phân hủy anthracene với hiệu suất khá cao. 

 (b) 
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3.6.2.2. Đánh giá hiệu quả xử lý naphthalene của chế phẩm tạo thành 

Tương tự đối với cơ chất naphthalene, sau 7 ngày, các mẫu được phân 

tích hiệu quả xử lý bằng phương pháp HPLC. Kết quả được thể hiện trong 

Hình 3.14 và Hình 3.15.  

Kết quả cho thấy, ở mẫu số 6 gồm 1 g chế phẩm vi sinh tạo biofilm trên 

chất mang biochar với 100 ml nước ô nhiễm, sau 7 ngày xử lý đã có khả năng 

loại bỏ 95,3% naphthalene. Trong khi đó, hiệu quả phân hủy cao nhất ở các 

mẫu biofilm đơn chủng đạt là 67,0%, ở hỗn hợp chủng không bổ sung biochar 

đạt 74,0% và ở mẫu biochar không bổ sung chủng vi khuẩn chỉ đạt 12,0%. 

Như vậy, có thể thấy rằng hiệu suất phân hủy naphthalene của chế phẩm tạo 

được từ nghiên cứu này là tương đối cao. 

 

 

Hình 3.14. Khả năng phân hủy naphthalene của các mẫu sau 7 ngày xử lý với 

hàm lượng naphthalene ban đầu 200 mg/l 
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(a) 

Hình 3.15. Sắc ký đồ (a) của chế phẩm sau 7 ngày xử lý với naphthlene;      

(b) UVis của cơ chất naphthlene với thời gian lưu (Rt) là 5,891 phút 

3.6.2.3. Đánh giá hiệu quả xử lý phenanthrene của chế phẩm tạo thành 

Chế phẩm tạo thành tiếp tục được sử dụng để đánh giá hiệu quả loại bỏ 

phenanthrene. Sau 7 ngày xử lý, khả năng phân hủy phenanthrene của các 

mẫu được trình bày trong Hình 3.16 và Hình 3.17. 

(b) 



53 

 

 

Hình 3.16. Khả năng phân hủy phenanthrene của các mẫu sau 7 ngày với 

hàm lượng phenanthrene ban đầu 200 mg/l  

(a) 

Hình 3.17. Sắc ký đồ (a) của chế phẩm sau 7 ngày xử lý với phenanthrene;   

(b) UVis của cơ chất phenanthrene với thời gian lưu (Rt) là 8,447 phút 

Kết quả trên Hình 3.16 và Hình 3.17 cho thấy, sau 7 ngày thử nghiệm, 

chế phẩm đã có thể loại bỏ hoàn toàn 200 mg/l phenanthrene. Trong khi đó, 

các mẫu biofilm đơn chủng chỉ đạt hiệu quả phân hủy cao nhất là 78%, ở hỗn 

(b) 
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hợp chủng không bổ sung biochar đạt 89% và ở mẫu biochar không bổ sung 

chủng vi khuẩn chỉ đạt 22%. 

Năm 2002, công bố của Eriksson Mikael và cộng sự đã chỉ ra rằng 

biofilm của các chủng vi khuẩn phân lập ở bắc cực thuộc các chi 

Polaromonas, Sphingomonas, Alcaligenes, Caulobacter và Variovorax có khả 

năng phân hủy 39 µg/ml phenanthrene sau 60 ngày xử lý ở 22oC [48]. 

Một số nghiên cứu gần đây cũng chỉ ra rằng biochar có khả năng hấp 

thụ phenanthrene chủ yếu thông qua sự hấp phụ bề mặt và tương tác giữa chất 

cho và chất nhận điện tử π-π. Bên cạnh đó, biochar cũng có thể tăng cường 

quá trình phân hủy phenanthrene bằng cách cố định vi khuẩn trên bề mặt của 

nó và điều chỉnh hoạt động của vi khuẩn trong đất. Do đó, biochar được ứng 

dụng trong xử lý đất và nước bị ô nhiễm phenanthrene. Đồng thời, nghiên cứu 

cũng chỉ ra rằng để sử dụng biochar đạt hiệu quả nhất nhằm loại bỏ PAH là 

kiểm soát kích thước và nồng độ hạt để vi khuẩn có thể loại bỏ PAH tốt hơn 

mà không bị chết [81]. 

Như vậy, trong nghiên cứu này, sau 7 ngày xử lý, chế phẩm cho thấy 

khả năng phân hủy PAH hiệu quả, loại bỏ được 100% phenanthrene với hàm 

lượng phenanthrene bổ sung ban đầu là 200 mg/l. 

3.6.2.4. Đánh giá hiệu quả xử lý pyrene của chế phẩm tạo thành 

Thí nghiệm tương tự  được thực hiện với pyrene, sau 7 ngày xử lý, kết 

quả được trình bày ở Hình 3.18 và Hình 3.19. 

Kết quả cho thấy, sau 7 ngày xử lý, chế phẩm đã loại bỏ được 99% 

pyrene với hàm lượng bổ sung ban đầu là 200 mg/l. Trong khi đó, hiệu quả 

phân hủy cao nhất ở các mẫu biofilm đơn chủng đạt là 75%, ở hỗn hợp chủng 

không bổ sung biochar đạt 79% và ở mẫu biochar không bổ sung chủng vi 

khuẩn chỉ đạt 21%. 
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Hình 3.18. Khả năng phân hủy pyrene của các mẫu sau 7 ngày xử lý với hàm 

lượng pyrene ban đầu 200 mg/l 

 

(a) 

Hình 3.19. Sắc ký đồ (a) của chế phẩm sau 7 ngày thử nghiệm với pyrene;   

(b) UVis của cơ chất pyrene với thời gian lưu (Rt) là 13,657 phút 

(b) 
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Công bố của Eriksson Mikael và cộng sự (2002) đã cho thấy biofilm 

của các chủng vi khuẩn phân lập ở bắc cực thuộc các chi Polaromonas, 

Sphingomonas, Alcaligenes, Caulobacter và Variovorax được ứng dụng để xử 

lý các thành phần hydrocarbon thơm độc hại trong dầu. Biofilm các chủng vi 

sinh vật này có khả năng phân hủy lên hoàn toàn 20 µg/ml pyrene sau 60 

ngày xử lý [48]. 

Trong nghiên cứu này, sau 7 ngày xử lý, chế phẩm đã cho thấy khả 

năng phân hủy pyrene hiệu quả cao, đã loại bỏ được 99% pyrene với hàm 

lượng pyrene bổ sung ban đầu là 200 mg/l. 
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Như vậy, sau 7 ngày xử lý, mẫu số 6 gồm 1 g chế phẩm tạo thành với 

100 ml nước ô nhiễm cho thấy khả năng loại bỏ trên 95% một số thành phần 

hydrocarbon thơm. Trong khi đó, các mẫu khác hiệu quả cao nhất cũng chỉ 

đạt 89% ở mẫu hỗn hợp các chủng tạo biofilm và không có chất mang (Bảng 

3.6, Hình 3.20). Do đó, chế phẩm sử dụng hỗn hợp 4 chủng có khả năng tạo 

biofilm trên chất mang là biochar có nguồn gốc từ trấu cho thấy khả năng 

phân hủy các thành phần hydrocarbon có trong dầu DO đạt hiệu quả cao. 

Trong đó, chế phẩm có khả năng phân hủy dầu DO, anthracene, naphthalene, 

phenanthrene và pyrene lần lượt là 100; 100; 95,3; 100 và 99% với hàm lượng 

ban đầu là 10% dầu DO (4,786 g/l) và 200 mg/l các hydrocarbon thơm.  

Bảng 3.6. Hiệu suất phân hủy một số hydrocarbon thơm trong dầu DO của 

chế phẩm 

Mẫu 
Hiệu suất phân hủy (%) 

anthracene naphthalene phenanthrene pyrene 

Mẫu 1 78±0.9 62±2 74±0.8 74±0.9 

Mẫu 2 75±0.8 67±4 76±0.9 71±0.4 

Mẫu 3 74±1 64±3 78±0.8 72±0.5 

Mẫu 4 76±4 62±4 73±4 75±0.4 

Mẫu 5 83±3 74±2 89±6 79±0.6 

Mẫu 6 100±1 95±3 100±1 99±0.2 

Mẫu 7 32±3 12±0.4 22±0.4 21±0.4 

Mẫu 8 0 0 0 0 

Trong những năm gần đây đã có nhiều nghiên cứu và công bố về các 

chủng vi sinh vật tạo biofilm nhằm ứng dụng trong xử lý các hydrocarbon 

thơm như benzen, naphthalen, phenol, toluen, xylen, v.v. [46, 47]. Bên cạnh 

đó, biofilm của các chủng vi khuẩn phân lập ở bắc cực tạo thành thuộc các chi 

Polaromonas, Sphingomonas, Alcaligenes, Caulobacter và Variovorax được 

ứng dụng để loại bỏ các thành phần PAH độc hại trong dầu cho thấy khả năng 

loại bỏ hoàn toàn 20 µg/ml pyrene và 39 µg/ml phenanthrene sau 60 ngày xử 

lý [48]. Kumar và công sự (2008) đã ứng dụng công nghệ MBR đã loại bỏ 

99% toluene sau 44 ngày xử lý với nồng độ toluene ban đầu là 4 g/m3 [49]. 
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Năm 2017, Bijing Xiong và cộng sự đã nghiên cứu chủng vi khuẩn có 

khả năng phân hủy PAH (Mycobacterium gilvum) được cố định trên biochar 

có nguồn gốc từ rơm rạ. Nghiên cứu đã chỉ ra hỗn hợp Mycobacterium 

Gilvum và biochar cho thấy khả năng phân hủy phenanthrene, floranthene và 

pyrene vượt trội so với đơn chủng, với tỷ lệ loại bỏ lần lượt là 62,6 ± 3,2%, 

52,1 ± 2,3% và 62,1 ± 0,9% khỏi đất bị nhiễm dầu với hàm lượng PAH ban 

đầu là 677 mg/kg [82].  

 

Hình 3.20. Hiệu suất phân hủy một số hydrocarbon thơm trong dầu DO của 

chế phẩm. 

Ngoài ra, trong những năm gần đây, việc tích trữ chất thải nông nghiệp 

làm gia tăng mối lo ngại về vấn đề môi trường do một lượng lớn chất thải hữu 

cơ được tạo ra từ các hoạt động thâm canh nông nghiệp. Các phế phụ phẩm 

nông nghiệp như rơm rạ và phân động vật rất giàu thành phần hữu cơ và các 

yếu tố khác mà thực vật cần, nên rất thuận lợi để cải tạo chúng thành đất nông 

nghiệp góp phần cải thiện tính chất của đất, có thể giúp tái chế chất dinh 

dưỡng và do đó nâng cao chất lượng của đất [83]. Trong khi đó, kết quả của 

nghiên cứu này chỉ ra rằng việc sử dụng hỗn hợp 4 chủng vi khuẩn tạo màng 

sinh học là Acinetobacter baumannii QN01, Rhizobium sp. DG2, Rhodococcus 
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sp. BN5 và Stenotophomonas maltophilia QNG02 cố định trên biochar từ trấu 

có thể làm tăng đáng kể hiệu suất phân hủy DO và các thành phần PAH trong 

dầu. 

Do vậy, có thể nhận thấy được tiềm năng lớn trong việc ứng dụng chế 

phẩm này trong xử lý đất hoặc nước ô nhiễm dầu. Chế phẩm sẽ giúp tận dụng 

được các phế phụ phẩm nông nghiệp (trấu) để tạo biochar làm chất mang cho 

các vi sinh vật tạo biofilm nhằm giải quyết được vấn đề gây ô nhiễm môi 

trường bởi các phế phụ phẩm này, đồng thời tăng cường khả năng hấp thụ và 

loại bỏ các thành phần ô nhiễm dầu và các chất gây ô nhiễm khác ở các nguồn 

ô nhiễm tương tự. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Từ bộ sưu tập của Phòng Công nghệ sinh học môi trường, Viện Công 

nghệ sinh học, VAST, đã lựa chọn được 4 chủng vi khuẩn có khả năng 

tạo biofilm và phân hủy các thành phần hydrocarbon tốt, đồng thời 

không đối kháng lẫn nhau gồm: Acinetobacter baumannii QN01, 

Rhizobium sp. DG2, Rhodococcus sp. BN5 và Stenotophomonas 

maltophilia QNG02. 

2. Đã xác định được một số điều kiện lên men thích hợp để tạo chế phẩm 

như nhiệt độ 40oC và độ ẩm 40% từ 4 chủng lựa chọn. Chế phẩm tạo 

thành có màu đen, dạng rắn, mật độ tế bào đạt 108 – 109 CFU/g. 

3. Khả năng loại bỏ hydrocarbon no tổng số của chế phẩm tạo thành là 

100% sau 7 ngày nuôi cấy với nồng độ dầu DO ban đầu là 10% (4,786 

g/l). Khả năng loại bỏ các thành phần hydrocarbon thơm: anthracene, 

naphthalene, phenanthrene và pyrene của chế phẩm tạo thành lần lượt là 

100; 95,3; 100 và 99% với nồng độ ban đầu là 200 mg/l. 

 

 

KIẾN NGHỊ 

Thử nghiệm sản xuất chế phẩm ở các quy mô khác nhau như 20 và 50 

kg/mẻ; và đánh giá hiệu suất của chế phẩm trong các điều kiện và thời gian 

bảo quản khác nhau. 
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