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CÁC CHỮ VIẾT TẮT 

Chữ viết tắt Ý nghĩa  

VSV Vi sinh vật 

CHĐBMSH Chất hoạt động bề mặt sinh học 

CMC Nồng độ micelle tới hạn 

HKTS Hiếu khí tổng số 

MSM Môi trường khoáng tối thiểu 

mN/m Đơn vị đo sức căng bề mặt 

DO Dầu diesel 

GC-MS Phương pháp sắc ký khí khối phổ 

E24 Chỉ số nhũ hóa sau 24 giờ ở 4oC 

BTEX 
BTEX là tên viết tắt của 5 loại hợp chất hữu cơ 

dễ bay hơi gồm: Benzen, Toluene, 
Ethylbenzene và Xylene 

TLC Sắc ký bản mỏng 

HPLC Sắc ký lỏng hiệu năng cao 

FT-IR Quang phổ hồng ngoại Fourier 

NMR Cộng hưởng từ hạt nhân 

ITOPF Hiệp hội của chủ tàu chở dầu trên thế giới 

Rf 
Tỷ lệ khoảng cách di chuyển của hợp chất so 

với khoảng cách di chuyển của dung môi 

TPH Hydrocabon dầu mỏ tổng số 
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MỞ ĐẦU 

Dầu mỏ là nguồn nhiên liệu quý góp phần quan trọng vào sự tăng trưởng 

kinh tế của nước ta. Từ khi được phát hiện đến nay, dầu mỏ đã được ứng dụng 

rộng rãi trong đời sống cũng như hoạt động sản xuất công nghiệp. Tuy nhiên, 

bên cạnh những lợi ích mà dầu mỏ đem lại, hiện tượng tràn dầu do va chạm tàu 

chở dầu và sự cố cháy nổ, rò rỉ giàn khoan là nguyên nhân chính khiến cho tình 

trạng ô nhiễm dầu ngày càng nghiêm trọng. Ô nhiễm dầu đã và đang là vấn đề 

mang tính toàn cầu, gây ảnh hưởng không nhỏ tới môi trường sinh thái và sức 

khỏe con người. Do đó, song song với việc khai thác sử dụng nguồn tài nguyên 

dầu mỏ một cách hợp lý thì việc xử lý môi trường ô nhiễm dầu nhằm duy trì 

một hệ sinh thái bền vững hiện là vấn đề cấp thiết không chỉ riêng đối với Việt 

Nam mà còn ở các quốc gia có trữ lượng dầu mỏ lớn trên thế giới.  

Hiện nay, có nhiều phương pháp được ứng dụng nhằm khắc phục tình 

trạng ô nhiễm dầu như phương pháp vật lý/cơ học (chôn lấp, …), hóa học (sử 

dụng chất phân tán, chất keo tụ, đóng rắn) và sinh học (phân hủy hydrocacbon 

dầu mỏ bởi vi sinh vật). Mặc dù phương pháp vật lý/cơ học và hóa học mang lại 

những hiệu quả nhất định nhưng các phương pháp này có chi phí xử lý cao do sử 

dụng hóa chất, vật liệu đắt tiền đồng thời gây ra ô nhiễm thứ cấp cho môi trường. 

Do đó, việc ứng dụng các phương pháp sinh học, đặc biệt là phương pháp xử lý ô 

nhiễm dầu bằng vi sinh vật (VSV) phân hủy dầu có khả năng tổng hợp chất hoạt 

động bề mặt sinh học (CHĐBMSH) ngày càng thu hút được các nhà nghiên cứu 

trong và ngoài nước bởi những ưu điểm như giá thành phù hợp, xử lý triệt để, 

không gây ô nhiễm thứ cấp, an toàn và thân thiện với môi trường.  

Chất hoạt động bề mặt sinh học có nguồn gốc từ VSV (vi khuẩn, nấm men, 

nấm mốc, xạ khuẩn), trong khi chất hoạt động bề mặt tổng hợp được tạo ra 

thông qua các phản ứng hóa học hữu cơ. Với đặc tính ưu việt như hoạt động bề 

mặt, tính nhũ hóa, ổn định, có thể chịu được môi trường khắc nghiệt, không độc 

hại và khả năng phân hủy sinh học, CHĐBMSH tổng hợp bởi VSV an toàn và 

thân thiện với môi trường. Bên cạnh việc tìm kiếm các chủng VSV nói chung và 

vi khuẩn nói riêng có khả năng tổng hợp CHĐBMSH thì việc xác định thành 

phần hóa học và tính chất của các CHĐBMSH có vai trò hết sức quan trọng. 
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Bởi trên cơ sở đó có thể dự đoán cơ chế tác động của các chất này, từ đó đưa ra 

giải pháp sử dụng chúng hiệu quả.  

 Mục tiêu của nghiên cứu này là (1) phân lập và lựa chọn chủng vi khuẩn 

có khả năng tổng hợp CHĐBMSH và làm giảm sức căng bề mặt trên nguồn cơ 

chất hydrocacbon dầu mỏ (dầu thô); (2) Lên men, tách chiết CHĐBMSH từ 

chủng vi khuẩn lựa chọn; (3) Nghiên cứu phân tích thành phần hóa học và tính 

chất của CHĐBMSH tách chiết được; (4) Đánh giá khả năng phân hủy 

hydrocacbon dầu mỏ của chủng vi khuẩn có khả năng tổng hợp CHĐBMSH 

được lựa chọn. 
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CHƯƠNG 1: TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Ô NHIỄM HYDROCACBON DẦU MỎ 

1.1.1. Tình hình ô nhiễm hydrocacbon dầu mỏ trên thế giới 

Các vụ tràn dầu gây ô nhiễm do cháy nổ, rò rỉ giàn khoan, các nhà máy lọc 

hóa dầu va chạm tàu chở dầu đang ngày càng trở nên phổ biến trên toàn cầu. 

Những sự cố lớn như thảm họa dầu trên biển Exxon Valdez (1989) [1] hay 

Deepwater Horizon (2010) [2] không chỉ gây tổn thất nặng nề về kinh tế mà còn 

ảnh hưởng tiêu cực đến sức khỏe con người, động thực vật và môi trường biển. 

Năm 2018, sự cố va chạm nghiêm trọng của tàu chở dầu Sanchi của Iran ở gần 

cảng Thượng Hải đã làm tràn hơn 100 000 tấn dầu ra biển để lại phần xác tàu 

bốc cháy dữ dội trong khoảng thời gian một tuần. Theo báo cáo ghi lại, hệ quả 

của sự cố này gây ảnh hưởng trực tiếp đến đời sống của không ít cư dân trong 

khu vực nơi bị ô nhiễm dầu tràn, đặc biệt là một vài hòn đảo ở phía nam Nhật 

Bản [3]. Các sự cố tràn dầu lớn trên thế giới được liệt kê ở Bảng 1.1. 

Bảng 1.1. Các sự cố tràn dầu lớn theo thống kê của Hiệp hội các chủ hàng chở 

dầu quốc tế (ITOPF) 

STT Tàu chở dầu Năm Địa điểm xảy ra tai nạn 

Lượng 

dầu 

(tấn) 

TLTK 

1 Amoco Cadiz 1978 Ngoài khơi Bretagne, Pháp 223 000 [4] 

2 Atlantic Empress 1979 
Ngoài Tobago,  

Tây Ấn 
287 000 [5] 

3 Castillo De Bellver 1983 
Ngoài khơi Vịnh Saldanha, 

Nam Phi 
252 000 [6] 

4 Exon Valdez 1989 Vịnh Alaska 38 000 [1] 

5 ABT Summer 1991 
700 hải lý ngoài khơi 

Angola 
260 000 [7] 
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Nổ giàn khoan khai 

thác dầu Deepwater 

Horizon 

2010 Vịnh Mexico 500 000 [8] 

7 Sanchi 2018 
Ngoài khơi Thượng Hải,  

Trung Quốc 
113 000 [9] 

8 China 2018 Biển phía đông Trung Quốc 142 857 [10] 

9 Mauritius 2020 
Bờ biển phía đông nam của 

Mauritius 
3 392 [11] 

1.1.2. Tình hình ô nhiễm hydrocacbon dầu mỏ tại Việt Nam 

Việt Nam là quốc gia có nền công nghiệp dầu khí phát triển. Việc khai 

thác, vận chuyển và lọc hóa dầu mỏ đặt ra những thách thức về an toàn môi 

trường. Năm 2012, theo thống kê của hãng dầu khí BP, Việt Nam là một trong 

những quốc gia có trữ lượng dầu mỏ đứng thứ 2 khu vực Đông Á. Với trữ lượng 

dầu mỏ lớn, ngành công nghiệp khai thác và chế biến dầu mỏ của nước ta đã 

đóng góp 18,3% tổng thu ngân sách quốc gia. Tuy nhiên, những hoạt động khai 

thác, lọc hóa dầu đã và đang tác động tiêu cực đến môi trường sinh thái. Hiện 

tượng tràn dầu do va chạm tàu chở dầu và sự cố cháy nổ, rò rỉ giàn khoan là 

nguyên nhân chính khiến cho tình trạng ô nhiễm dầu ngày càng nghiêm trọng. 

  
Hình 1.1. Người dân tỉnh Bà Rịa - 
Vũng Tàu thu gom dầu vón cục 

 

Hình 1.2. Sự cố tràn dầu tại khu vực 
bờ biển từ Bến phà Gót đến Bến cảng 
số 3, Cảng quốc tế Lạch Huyện [12] 

 Năm 2017, Theo thống kê của Cục Kiểm soát tài nguyên và Bảo vệ môi 

trường biển, hải đảo, khoảng 200 triệu tấn dầu được vận chuyển hàng năm qua 

các vùng biển ngoài khơi Việt Nam từ Trung Đông tới Nhật Bản và Triều Tiên 
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[13]. Các hoạt động thăm dò, khai thác và vận chuyển dầu gây ảnh hưởng 

nghiêm trọng tới sức khỏe con người, động thực vật và hệ sinh thái biển. Dầu 

tràn trên biển theo sóng gió, thủy triều trôi dạt vào bờ gây ô nhiễm môi trường 

đất/cát/trầm tích, nước, nước ngầm, ảnh hưởng trực tiếp đến sinh vật biển, các 

ngành kinh tế biển như du lịch, thủy hải sản ở các địa phương chịu ảnh hưởng 

trực tiếp của tai nạn tràn dầu. Số liệu các vụ tràn dầu đã được Cục Môi trường 

thống kê được thể hiện ở Bảng 1.2. 

Bảng 1.2. Thống kê các vụ tràn dầu lớn ở Việt Nam 

Sự cố tràn dầu Thời gian Địa điểm xảy ra sự cố 
Lượng dầu tràn 

(tấn) 
TLTK 

Tàu vận tải 

Neptune Aries 
10/1994 Cát Lái 1500 [14] 

Tàu vận tải 

Formosa One và 

Petrolimex- 01 

09/2001 
Vịnh Gành Rái, Bà 

Rịa – Vũng Tàu 
750 [15] 

Tàu vận tải Hồng 

Anh 
03/2003 Vũng Tàu 600 [16] 

Tàu vận tải Hà 

Lộc 08 
12/2007 Quảng Ngãi 173 [17] 

Tàu vận tải 

Hoàng Sơn South 
12/2010 Lý Sơn 180 [15] 

Tàu vận tải Đức 

Cường 06 
08/2017 Thanh Hóa 18 [18] 

Tàu vận tải 

Nordana Sophie 
11/2019 Hà Tĩnh (Chưa xác định) [19] 

Tàu vận tải ĐNa 

0607 
01/2021 Đà Nẵng 4 [20] 

Dầu tràn trôi dạt 02/2023 
Bến phà Gót – Hải 

Phòng 
(Chưa xác định) [12] 
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1.2. THÀNH PHẦN HÓA HỌC CỦA DẦU MỎ 

Dầu mỏ hay dầu thô là chất hữu cơ lỏng, đậm đặc, sánh, màu nâu hoặc ngả 

lục tồn tại trong các lớp đất đá trong vỏ Trái Đất. Dầu mỏ là một hỗn hợp rất 

phức tạp của hàng trăm cấu tử khác nhau. Mỗi một loại dầu mỏ được đặc trưng 

bởi các thành phần riêng, song về bản chất, chúng đều có các hydrocacbon là 

thành phần chính, chiếm 60 đến 90% trọng lượng trong dầu. Tất cả các loại 

hydrocacbon đều có mặt trong dầu mỏ, trừ olefin Theo tài liệu của Viện hóa dầu 

Liên bang Nga (1986), thành phần cơ bản của dầu mỏ gồm có: Hydrocacbon 

mạch thẳng (30-35%), hydrocacbon mạch vòng (25-75%) và hydrocacbon thơm 

(10-20%). Bên cạnh đó còn có những hợp chất phi hydrocacbon như các hợp 

chất chứa lưu huỳnh, oxy, nitơ, cơ kim, nhựa và asphanten. Các hợp chất chứa 

oxy (các axít, keton, rượu), các hợp chất chứa nitơ (furol, indol, carbazol), các 

hợp chất chứa lưu huỳnh, hợp chất cao phân tử (hắc ín, bitum) và các nguyên tố 

vi lượng. Các nguồn dầu mỏ khác nhau, tuy khác nhau về thành phần hóa học, 

nhưng thành phần nguyên tố lại gần giống nhau. Trong đó thành phần chính là 

cacbon chiếm 83-87% và hydro chiếm 11-14%. Ngoài ra còn có một số nguyên 

tố khác như oxy chiếm 0,05-1.0%, nitơ chiếm 0,001-1,8%, lưu huỳnh chiếm 

0,1-7% va một số nguyên tố khác với hàm lượng rất nhỏ như halôgen, niken, 

vanadi, volfram [21]. 

  

Hình 1.3. Mẫu dầu mỏ (dầu thô) ở 
dạng nguyên thể [22] 

Hình 1.4. Các thành phần chính trong 
dầu mỏ 

Tại các nhà máy lọc dầu, các công đoạn chính được thực hiện: (1) sử dụng 

quá trình chưng cất để phân tách dầu thô thành các phân đoạn khác nhau, như 



7 
 

 
 

khí, xăng, dầu diesel, và dầu nặng dựa trên sự khác biệt về nhiệt độ sôi; (2) 

chuyển đổi hóa học các hydrocacbon đã tách thành các sản phẩm mong muốn 

và (3) làm sạch các sản phẩm làm sạch để loại bỏ tạp chất và các hợp chất 

không mong muốn như sulfur, nitơ và kim loại nặng. Trong quá trình chưng cất 

phân đoạn, dầu thô được đun sôi dưới áp suất không khí và tăng dần nhiệt độ để 

thu được các sản phẩm khác nhau.  

 Ở mức 40 - 70oC: thu được xăng ete (được sử dụng như là dung môi).  

 Ở mức 60 - 100oC: thu được xăng nhẹ (nhiên liệu cho ô tô).  

 Ở mức 100 - 150oC: thu được xăng nặng (nhiên liệu cho ô tô).  

 Ở mức 120 - 150oC: thu được dầu hỏa nhẹ (nhiên liệu và dung môi) 

 Ở mức 150 - 300oC:  thu được dầu hỏa (nhiên liệu).  

 Ở mức 250 - 350oC: thu được dầu diesel (nhiên liệu cho động cơ 

diesel hoặc làm dầu sưởi).  

 Ở mức trên 300oC: thu được dầu bôi trơn (dùng để bôi trơn động cơ) 

 Các sản phẩm khác như nhựa đường, sáp parafin… 

1.3. ẢNH HƯỞNG CỦA Ô NHIỄM HYDROCACBON DẦU MỎ ĐẾN 
MÔI TRƯỜNG VÀ CON NGƯỜI 

Sự cố tràn dầu thường xảy ra ở trên biển gây ra tổn hại to lớn cho người, 

động thực vật, hệ sinh thái và kinh tế-xã hội. Sự cố tràn dầu có thể xảy ra trong 

suốt quá trình thăm dò, khai thác và vận chuyển hydrocacbon dầu mỏ do quá 

trình khai thác, vận chuyển, lọc hóa dầu... [23]. Theo số liệu thống kê, nguyên 

nhân chính gây ra ô nhiễm dầu mỏ ở các đại dương trên thế giới (45%) là từ các 

vụ tai nạn tàu chở dầu [24].  

Con người sống ở ven biển thường phải chịu các tác động tiêu cực do tiếp 

xúc trực tiếp, hoặc gián tiếp chịu tác động của ô nhiễm dầu thông qua chuỗi 

thức ăn do sử dụng nguồn nước, thức ăn từ thực vật, động thực vật biển nhiễm 

dầu. Hydrocacbon dầu mỏ là chất hữu cơ độc hại gây đột biến và ung thư đe dọa 

nghiêm trọng tới sức khỏe của con người và môi trường sống. Trong nhóm này, 

có thể kể đến benzen, toluene, ethylbenzen, styren, xylen, cumen và tetralene 

được gọi chung là các hợp chất BTEX. Các hợp chất hydrocacbon thơm BTEX 

có khả năng gây tổn hại đến hệ thần kinh trung ương, ức chế tủy xương và gây 

dị tật cơ xương [25]. Những hợp chất này có thể gây hại cho sức khỏe con 
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người thông qua việc tiêu thụ thực phẩm hoặc nước bị ô nhiễm, hít thở không 

khí chứa BTEX hoặc qua hấp thụ qua da [26]. Tiếp xúc lâu dài với BTEX có thể 

dẫn đến các hậu quả nghiêm trọng như tăng nguy cơ mắc bệnh bạch cầu gây tử 

vong, rối loạn chức năng hệ thần kinh trung ương (gây đau đầu, chóng mặt, mất 

thăng bằng và khó kiểm soát cơ), cũng như các tổn thương về máu, gan và thận 

do tích tụ độc chất từ BTEX trong cơ thể [27]. 

Các vùng đất ngập mặn được coi là một trong những môi trường biển dễ bị 

tổn thương nhất trước các vụ tràn dầu quy mô lớn. Đã có ít nhất 238 vụ tràn dầu 

lớn xảy ra ở gần các bờ biển có rừng ngập mặn trên toàn thế giới trong 60 năm 

qua. Những vụ tràn dầu này liên quan đến hơn 5,5 triệu tấn dầu được thải trực 

tiếp, ảnh hưởng tới khoảng 1,94 triệu ha môi trường sống rừng ngập mặn và đã 

giết chết ít nhất 126.000 ha hệ sinh thái rừng ngập mặn kể từ năm 1958 [28]. 

Các nghiên cứu đã chứng minh rằng thực vật và động vật dễ bị chết ngạt do tiếp 

xúc với hydrocabon dầu mỏ độc hại do dầu tràn ô nhiễm bám, hấp phụ vào bề 

mặt lông, da động vật hay bề mặt thân, lá, rễ của thực vật. [29]. 

 
Hình 1.5. Dầu tràn bám vào rễ cây ở rừng ngập mặn Nhật Bản [30] 

Chim biển rất dễ bị tổn thương do khi tiếp xúc với dầu, khả năng bay và 

khả năng cách nhiệt của chúng sẽ bị hạn chế. Việc hấp thụ dầu qua chuỗi thức 

ăn ảnh hưởng tới đường hô hấp làm chim bị ngộ độc nghiêm trọng và dẫn tới tử 

vong cao [31]. Ô nhiễm dầu còn ảnh hưởng trực tiếp và gián tiếp tới kinh tế và 

xã hội. Ngoài việc mất đi lượng dầu không thu gom được, chi phí thu gom, xử 

lý, khắc phục sự cố tràn dầu là không nhỏ. Dưới ảnh hưởng của sóng gió thủy 

triều, dầu càng ngày càng lan rộng, chi phí thu hồi, xử lý càng tăng cao do mức 

độ ảnh hưởng đến nhiều khu vực khác nhau. Vì vậy, cần có các giải pháp ứng 
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phó khắc phục sự cố dầu tràn phù hợp và nhanh chóng [23]. Ví dụ, trong vụ tràn 

dầu Exxon Valdez năm 1989, Exxon đã bị dính vào một vụ kiện đắt đỏ với tổng 

số tiền lên tới 145 tỷ USD. Chi phí thu gom, xử lý mỗi thùng dầu thô tràn ra 

biển trong vụ tràn dầu này ước tính trung bình là 2730 USD [32]. Theo báo cáo 

thống kê, chi phí cho việc thu gom, xử lý sự cố tràn dầu ở bờ biển ước tính cao 

gấp 4-5 lần chi phí ở vùng biển khơi xa [33]. 

 
Hình 1.6. Chim biển bị ảnh hương bởi sự cố tràn dầu [34] 

1.4. CÁC PHƯƠNG PHÁP XỬ LÝ HYDROCABON DẦU MỎ Ô 
NHIỄM 

1.4.1. Xử lý hydrocacbon dầu mỏ ô nhiễm bằng phương pháp vật lý/cơ 
học 

Dầu thường nhẹ hơn và dễ dàng lan rộng trên bề mặt nước. Để ngăn chặn 

sự lan rộng của dầu, trước khi sử dụng các phương pháp khác để khắc phục triệt 

để dầu tràn ô nhiễm, phao quây dầu và máy hút dầu thường được sử dụng. Phao 

quây dầu không chỉ ngăn chặn sự lan rộng của dầu tràn mà còn có thể làm chệch 

hướng dầu tràn loang rộng ra bờ biển hay những khu vực nhạy cảm, khó xử lý. 

Sau khi được khoanh bằng phao, dầu tràn sẽ được thu gom, làm sạch 

bằng các thiết bị hút dầu kết hợp sử dụng chất hấp phụ hoặc có thể được xử lý 

bằng các kỹ thuật khác như VSV phân hủy dầu hoặc chất phân tán, đóng rắn. 

 Tuy nhiên, kỹ thuật dùng phao quây hay thiết bị hút dầu này còn nhiều 

hạn chế như phụ thuộc vào điều kiện thời tiết hay tính chất của các dòng chảy 

trên biển. Trong các điều kiện khắc nhiệt như gió lớn, sóng cao hay dòng chảy 
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mạnh khả năng kiểm soát dầu của phương pháp phao quây bị hạn chế. Đặc biệt, 

phương pháp này không đem lại hiệu quả khi dầu tràn loang rộng tạo thành lớp 

mỏng trên bề mặt nước [35, 36]. 

 
 

Hình 1.7. Dầu tràn được thu gom bằng phao quây dầu  

1.4.2. Xử lý hydrocacbon dầu mỏ ô nhiễm bằng phương pháp hóa học 
Các phương pháp hóa học sử dụng các loại hóa chất như chất phân tán 

(dispersant)/ chất hoạt động bề mặt hóa học và chất hóa rắn (solidifier) để kiểm 

soát sự cố tràn dầu. Các phương pháp này có thể xử lý dầu nhanh chóng trong 

mọi điều kiện thời tiết với hiệu quả cao trên nhiều loại dầu. Tuy nhiên, chất 

đóng rắn hay chất hoạt đồng bề mặt hóa học được làm từ hóa chất nên gây ảnh 

hưởng không nhỏ tới sức khỏe của người, động thực vật và môi trường biển, 

đặc biêt là ở các vùng ven biển nơi tập trung nhiều dân cư, nơi cứ ngụ của sinh 

vật biển hay ở những khu du lịch, nuôi trồng thủy hải sản. 

 
Hình 1.8: Dầu tràn sau khi được xử lý với chất rắn hóa [37] 
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1.4.3. Xử lý hydrocacbon dầu mỏ ô nhiễm bằng phương pháp sinh học 

Bản chất của việc xử lý hydrocacbon dầu mỏ ô nhiễm bằng phương pháp 

sinh học là sử dụng vi sinh vật  (VSV) phân hủy hydrocacbon dầu mỏ. Để nâng 

cao hiệu quả xử lý hydrocacbon dầu mỏ ô nhiễm, các nghiên cứu tìm kiếm các 

VSV phân hủy hydrocacbon mỏ, sử dụng dầu mỏ như nguồn cơ chất để bổ sung 

vào khu vực ô nhiễm nhằm thúc đẩy nhanh quá trình phân hủy là cần thiết. 

Nhiều VSV có khả năng tổng hợp enzym phân hủy hydrocacbon dầu mỏ (dầu 

thô, dầu DO,..) [38]. Các VSV này có khả năng phân hủy nhiều thành phần 

hydrocacbon trong dầu mỏ như hydrocacbon mạch ngắn, hydrocacbon mạch dài 

và nhiều hợp chất hydrocacbon thơm [39]. Do đó, xử lý hydrocacbon dầu mỏ ô 

nhiễm bằng VSV hiện đang thu hút được sự quan tâm của nhiều nhà khoa học 

trên thế giới do ưu điểm là giá thành phù hợp, xử lý triệt để, không gây ô nhiễm 

thứ cấp, an toàn và thân thiện với môi trường.  

1.5. CHẤT HOẠT ĐỘNG BỀ MẶT SINH HỌC TRONG QUÁ TRÌNH 
PHÂN HỦY HYDROCACBON DẦU MỎ BẰNG VI SINH VẬT 

Việc phân hủy hydrocacbon dầu mỏ của VSV có thể xảy ra theo hai 

hướng: (1) Vi sinh vật hấp thụ hydrocacbon dầu mỏ bằng cách tương tác trực 

tiếp giữa tế bào và hydrocacbon dầu mỏ; (2) VSV tổng hợp chất hoạt động bề 

mặt sinh học (CHĐBMSH) để đưa hydrocacbon dầu mỏ không tan về dạng nhũ 

tương giúp VSV dễ dàng tiếp xúc, sau đó sử dụng các enzyme tổng hợp để phân 

hủy. Do đó, CHĐBMSH đóng vai trò quan trọng trong quá trình phân hủy 

hydrocacbon dầu mỏ bằng VSV [21]. 

1.5.1. Chất hoạt động bề mặt sinh học 
* Khái niệm 

Chất hoạt động bề mặt sinh học (CHĐBMSH) là những hợp chất lưỡng 

cực có hoạt tính bề mặt do VSV tạo ra. Chúng có cấu tạo gồm hai phần: phần ưa 

nước và kỵ nước (Hình 1.9). Phần kỵ nước là các axít béo chuỗi dài hoặc dẫn 

xuất của axít béo; phần cực ưa nước có thể là mono-oligo-hoặc polysaccharide, 

peptide hoặc protein. Do cấu tạo lưỡng cực, CHĐBMSH có xu hướng tập trung 

tại bề mặt phân cách giữa dầu và nước, làm giảm sức căng bề mặt. Chất hoạt 

động bề mặt không chỉ có khả năng làm tăng diện tích bề mặt hydrocacbon dầu 

mỏ mà còn có khả năng làm thay đổi tính chất tế bào của VSV. Chính nhờ đặc 
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điểm này mà hydrocacbon dầu mỏ có thể tạo nhũ tương trong môi trường nước, 

từ đó làm tăng bề mặt tiếp xúc giữa VSV và phân tử dầu, làm dầu dễ bị phân 

hủy [40, 41]. Chất hoạt động bề mặt sinh học có thể nằm bên trong tế bào (nội 

bào) hoặc được tiết ra bên ngoài tế bào (ngoại bào) [42]. 

 
Hình 1.9. CHĐBMSH trên bề mặt nước 

1.5.2. Vai trò của chất hoạt động bề mặt trong quá trình phân hủy 
hydrocacbon dầu mỏ 

Chất hoạt động bề mặt hoạt động như một chất tạo bọt, chất nhũ hóa và 

chất phân tán. Các chất này được ứng dụng để làm tăng tính khả dụng sinh học 

của hydrocacbon dầu mỏ nhằm nâng cao hiệu quả phân hủy dầu của VSV. Một 

số VSV có khả năng sử dụng hydrocacbon dầu mỏ như nguồn năng lượng và 

cacbon duy nhất. Các VSV này có thể phân hủy nhiều thành phần hydrocacbon 

trong dầu mỏ như hydrocacbon mạch ngắn, mạch dài và nhiều hợp phần 

hydrocacbon thơm. Tuy nhiên, do hydrocacbon dầu mỏ có độ hòa tan thấp (<1 

ppm) nên cản trở VSV tiếp xúc với chúng trong quá trình phân hủy dẫn đến rất 

khó phân hủy. Vì vậy, chất hoạt động bề mặt (hóa học hay sinh học) có hoạt 

tính nhũ hóa, làm giảm sức căng bề mặt, giúp dầu phân tán, hòa tan vào pha 

nước, tăng diện tích tiếp xúc giữa VSV và phân tử dầu, tăng tính linh động cũng 

như tính khả dụng sinh học của chúng, giúp VSV dễ dàng phân hủy hydrocabon 

dầu mỏ và thúc đẩy tốc độ phân hủy sinh học của chúng. Vì vậy, CHĐBMSH 

đóng vai trò vô cùng quan trọng trong quá trình phân hủy dầu [43, 44]. 

Với những đặc tính như hoạt động bề mặt, nhũ tương hóa, tạo bọt, 

CHĐBMSH được tổng hợp từ VSV có thể tập trung lại, tác động tương hỗ lẫn 

nhau làm giảm sức căng bề mặt giữa pha dầu và nước, giúp VSV dễ dàng tiếp 
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xúc với các phân tử dầu để thực hiện quá trình phân hủy. Hơn nữa, CHĐBMSH  

ổn định trong các điều kiện khắc nghiệt như nhiệt độ, áp suất, độ mặn, pH.... do 

đó CHĐBMSH được ứng dụng trong nhiều ngành công nghiệp (dầu khí, khai 

thác mỏ, thực phẩm, dược phẩm, mỹ phẩm...) 

1.5.3. Ứng dụng của chất hoạt động bề mặt sinh học trong đời sống 

Chất hoạt động bề mặt sinh học tổng hợp từ VSV không chỉ được ứng 

dụng trong ngành công nghiệp dầu khí để tăng cường thu hồi dầu trong khai 

thác thứ cấp, hay thu hồi cặn dầu từ bể chứa hay trong xử lý làm sạch dầu tràn 

trong các vụ tràn dầu và xử lý đất và nước ô nhiễm dầu [45] mà còn được ứng 

dụng trong công nghiệp thực phẩm [46], y sinh học [47] và xử lý ô nhiễm môi 

trường như xử lý hydrocacbon dầu mỏ ô nhiễm [48]. Bảng 1.5 đề cập tới ứng 

dụng của CHĐBMSH trong các ngành công nghiệp khác nhau. 

Bảng 1.3. Ứng dụng của CHĐBMSH trong một số ngành công nghiệp 

Ngành Ứng dụng Vai trò của CHĐBMSH TLTK 

Môi trường 

Phân hủy sinh 

học 

Xử lý sự cố tràn 

dầu 

Nhũ hóa dầu/các hợp chất hữu cơ độc 

hại, giảm sức căng bề mặt, phân tán dầu, 

hòa tan dầu, làm ướt, tạo bọt, ức chế ăn 

mòn trong dầu nhiên liệu và thiết bị. 

[49, 

50] 

Dầu khí 

Tăng cường thu 

hồi dầu,  

Khử nhũ tương 

Nhũ hóa dầu, giảm sức căng bề mặt, khử 

nhũ tương dầu, hòa tan dầu, giảm độ 

nhớt, phân tán dầu, làm ướt bề mặt rắn, 

lan rộng, tẩy rửa, tạo bọt, ức chế ăn mòn 

trong dầu nhiên liệu và thiết bị. 

[50, 

51] 

Khai mỏ 

Hoạt động làm 

sạch kim loại 

nặng 

Phục hồi đất 

Tuyển nổi 

Làm ướt, thu gom và tạo bọt, loại bỏ các 

ion kim loại khỏi dung dịch nước, đất và 

trầm tích, cô kim loại nặng, phân tán, ức 

chế ăn mòn trong dầu. 

[52] 

Thực phẩm 

Nhũ hóa và khử 

nhũ tương 

Thành phần chức 

năng 

Hòa tan các loại dầu có hương vị, kiểm 

soát độ đặc, nhũ hóa, chất làm ướt, chất 

tẩy rửa, tạo bọt, chất làm đặc.  

[53] 
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Dược phẩm 

Vi sinh 

Dược phẩm và trị 

liệu 

Chất chống dính, chất chống nấm, chất 

kháng khuẩn, chất chống vi rút, vắc xin, 

liệu pháp gen, phân tử điều hòa miễn 

dịch. 

[54-

56] 

Mỹ phẩm 
Sản phẩm sức 

khỏe và sắc đẹp 

Nhũ hóa, chất tạo bọt, chất hòa tan, chất 

làm ướt, chất tẩy rửa, chất kháng khuẩn.  
[57] 

Công nghệ 

nano 

Tổng hợp hạt 

nano 
Quá trình nhũ hóa, ổn định. 

[57, 

58] 

1.5.4. Phân loại chất hoạt động bề mặt sinh học 

Chất hoạt động bề mặt sinh học là những hợp chất rất đa dạng về cấu trúc 

hóa học và hoạt tính bề mặt. Chúng có thể được phân loại dựa vào: (1) thành 

phần hóa học và (2) nguồn gốc của VSV tổng hợp CHĐBMSH.  

 Hợp chất hoạt động bề mặt tổng hợp từ VSV (microbial surface active 

compound) được phân loại dựa vào thành phần hóa học được chia thành hai 

nhóm: các CHĐBMSH có trọng lượng phân tử thấp và CHĐBMSH có trọng 

lượng phân tử cao. Nhóm có trọng lượng phân tử thấp là chất hoạt động bề mặt 

bao gồm hai nhóm Glycolypid (Rhamnolipids, Sophorolipids, 

Mannosylerythritol lipid, và trehalose lipds) và Lipopeptides (surfactin, 

fengycin). Nhóm có trọng lượng phân tử cao là các chất nhũ hóa tạo bọt gồm 

các nhóm Lipoproteins, Lypopolyscharides, Heteropolysacharides, Protein. 

CHĐBMSH là chất hoạt động bề mặt có trọng lượng phân tử thấp bao gồm các 

phân tử có cấu trúc đơn giản như Phospholipid, Glycolipid, Lipopeptid và 

Lipoprotein, mono-hoặc oligosaccharides, các rượu béo bão hòa, axít béo hoặc 

axit béo có chứa nhóm hydroxyl. Các CHĐBMSH trọng lượng phân tử cao như 

các chất nhũ hóa thực phẩm, lipopolysaccharides, biodispersan... [59, 60]. 

 Glycolipids: Glycolipds là CHĐBMSH là CHĐBMSH có trọng lượng 

phân tử thấp thường gồm nhóm carbohydrate kết hợp với axit béo chuỗi dài 

hoặc axit béo hydroxyl liên kết với este hoặc nhóm ether [61]. Ví dụ: 

Rhamnolipids được tổng hợp bởi vi khuẩn Acinetobacter, Pseudomonas hay 

Sophorolipids được tổng hợp từ các loài nấm men Candida [62]. 

 Chất hoạt động bề mặt polymer: Emulsan, lipomanan, alasan, liposan và 

các phức hợp protein polysaccharide khác là những chất hoạt động bề mặt 
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polyme được nghiên cứu tốt nhất (CHĐBMSH có trọng lượng phân tử cao). 

Emulsan là chất nhũ hóa cho hydrocacbon trong nước ở nồng độ thấp từ 0,001% 

đến 0,01% [63, 64]. Liposan là chất nhũ hóa hòa tan trong nước ngoại bào được 

tổng hợp bởi C. lipolytica và được tạo thành từ 83% carbohydrate và 17% 

protein, chất này có thể ứng dụng làm chất nhũ hóa trong ngành thực phẩm và 

mỹ phẩm [65]. 

 
Hình 1.10: Cấu trúc hóa học của các hợp chất hoạt động bề mặt VSV được 

nghiên cứu nhiều nhất. (a) Rhamnolipid; (b) Sophorolipid; (c) Surfactin và (d) 
Emulsan. 

Ngoài cách phân loại nói trên, CHĐBMSH còn được phân loại dựa vào 

nguồn gốc VSV. Chất hoạt động bề mặt sinh học tổng hợp từ VSV được chia 

thành các nhóm nhỏ như trình bảy ở Bảng 1.4.  

Bảng 1.4. Phân loại CHĐBMSH theo nguồn gốc VSV [66]. 

CHĐBMSH Vi sinh vật 

Trehalose lipids 

Arthronbacter paraffineus 

Corynebacterium sp 

Mycobacterium sp 

Rhodococus erythropolis, Norcardia sp. 

Rhamnolipids Pseudomonas aeruginosa 
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Acinetobacter, Rhodococcus 

Sophorolipids 

Candida apicola, Candida bombicola 

Candida lipolytica 

Candida bogoriensis 

Cellobiose lipids Ustilago maydis 

Polyol lipids 
Rhodotorula glutinus 

Rhodotorula graminus 

Diglycosyl diglycerides Lactobacillus fermentii 

Lipopolysaccharides 
Candida lipolytica 

Pseudomonas sp 

Arthrofactin Arthrobacter sp, Corynebacterium sp 

Lichenysin A, B Bacillus licheniformis 

Surfactin Bacillus subtilis, Bacillus pumilus 

Viscosin Pseudomonas fluorescens 

1.5.5. Tính chất của chất hoạt động bề mặt sinh học 

 Hoạt tính bề mặt 

Ưu điểm của CHĐBMSH so với chất hoạt động bề mặt hóa học: Xét về 

hoạt động bề mặt và giao diện, CHĐBMSH được minh chứng có hiệu quả cao 

hơn chất hoạt động bề mặt hóa học. Hơn nữa, người ta nhận thấy rằng giá trị 

CMC của chúng thấp hơn đáng kể so với chất hoạt động bề mặt hóa học (10 đến 

40 lần) [67]. Do những đặc tính này, sức căng bề mặt ở pha tiếp giáp giữa dầu 

và nước có thể giảm đáng kể khi sử dụng một lương nhỏ CHĐBMSH. Theo 

Luna và cộng sự (2013) [68], CHĐBMSH được tạo ra bởi chủng nấm men 

Candida sphaerica UCP  0995 có khả năng giảm sức căng bề mặt của nước từ 

72 xuống 35 mN/m.  

 Khả năng chịu nhiệt, pH và chịu lực ion 

Hầu hết các chất hoạt động bề mặt sinh học không bị thay đổi bởi điều 

kiện môi trường, chúng có thể được tổng hợp và duy trì ở môi trường có điều 
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kiện khắc nghiệt. Theo Jenaman và cộng sự [69] thì chủng Bacillus 

licheniformis JF-2 trong giếng khoan dầu khí ở  Cater, Oklahoma có khả năng 

tổng hợp ở môi trường kị khí có nồng độ NaCl lên tới 10%. Chủng này không bị 

tác động bởi nhiệt độ trên 50oC và sống được trong môi trường pH dao động từ 

4,6-9,9. Singh và cs báo cáo rằng CHĐBMSH được tổng hợp từ Arthrobacter 

protophormiae có khả năng chịu nhiệt độ cũng như độ pH tương ứng trong 

phạm vi 30oC – 100oC và pH từ 2–12 [70].  

 Khả năng bị phân hủy sinh học và tính độc thấp 

Không giống các chất hoạt động bề mặt hóa học, hầu hết các CHĐBMSH 

không độc và có thể phân hủy trong tự nhiên. Do đó, CHĐBMSH đã và đang 

được nghiên cứu và ứng dụng không những chỉ trong các ngành công nghiệp 

dầu khí và xử lý môi trường mà còn được ứng dụng trong các ngành công 

nghiệp đòi hỏi sản phẩm có độ an toàn cao như thực phẩm, mỹ phẩm và dược 

phẩm. Bên cạnh đó, các nghiên cứu so sánh độc tính của chất hoạt động bề mặt 

hóa học và sinh học đã được thực hiện bởi Poremba et al. Kết quả nghiên cứu 

của nhóm tác giả này cho thấy CHĐBMSH rhamnolipid được tổng hợp từ vi 

khuẩn ít độc hơn 10 lần so với chất hoạt động bề mặt hóa học (Corexit) được sử 

dụng trong nghiên cứu [71]. 

 Đa dạng về cấu trúc hóa học 

Chất hoạt động bề mặt sinh học là nhóm đa cấu trúc, mỗi loài VSV khác 

nhau có thể tổng hợp các loại CHĐBMSH không giống nhau có bản chất và 

trọng lượng phân tử khác nhau. Với sự đa dạng này mà chúng có những đặc tính 

như tạo bọt, giữ ẩm, hòa tan, khả năng hoạt động bề mặt và khả năng nhũ hóa… 

được ứng dụng rộng rãi trong các ngành công nghiệp. 

1.5.6. Các yếu tố ảnh hưởng tới quá trình tổng hợp CHĐBMSH từ 
VSV 

Sinh tổng hợp CHĐBMSH từ VSV phụ thuộc vào các điều kiện nuôi cấy 

và môi trường. Trong đó, phải kể đến các yếu tố như nguồn cacbon, nitơ, pH, 

nhiệt độ, NaCl, tỷ lệ giống, độ thoáng khí và tốc độ khuấy trộn,.... Ảnh hưởng 

của các yếu tố khác nhau là không giống nhau trong quá trình tổng hợp 

CHĐBMSH của VSV và thay đổi tùy theo loài. 
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* Ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng cacbon và nitơ 

Các chất dinh dưỡng như cacbon và nitơ rất cần thiết cho sự sinh trưởng 

và phát triển của VSV nói chung và vi khuẩn phân hủy hydrocacbon dầu mỏ và 

tổng hợp CHĐBMSH nói riêng. Các chất dinh dưỡng này có vai trò quan trọng 

trong việc xây dựng cấu trúc tế bào VSV và tạo năng lượng cho quá trình sinh 

trưởng và phát triển của chúng. Tuy nhiên, mỗi VSV khác nhau lại sử dụng 

nguồn cacbon và nitơ không giống nhau. Sarrubo và cs đã chứng minh rằng, khi 

dầu hạt cải và glucose được sử dụng làm nguồn cacbon ở nồng độ 10% mỗi 

loại, hiệu suất sophorolipids thu được từ C. lipolytica tối đa là 8 g/L [72]. Hơn 

nữa, khi chất thải công nghiệp được sử dụng để tổng hợp CHĐBMSH bởi C. 

lipolytica, hiệu suất tạo phức hợp protein-lipid-carbohydrate là 4,5 g/L, đồng 

thời sức căng bề mặt của nước cất giảm từ 71 xuống 32 mN/m đã được thông 

báo bởi Rufino và cs [73]. Vấn đề chính trong quá trình phân hủy hydrocabon 

dầu mỏ bằng VSV chính là sự mất cân bằng về thành phần dinh dưỡng do tỷ lệ 

C:N:P không phù hợp. Đặc biệt trong các vụ tràn dầu, nguồn cacbon chính là 

hydrocabon dầu mỏ ô nhiễm gia tăng trong khi các thành phần dinh dưỡng khác 

như N, K, P lại rất thấp dẫn đến tỷ lệ C:N:P không phù hợp. Chính vì vậy, việc 

nghiên cứu bổ sung chất dinh dưỡng phù hợp là cần thiết trong quá trình phân 

hủy hydrocacbon dầu mỏ.  

* Ảnh hưởng của pH, hàm lượng NaCl, nhiệt độ, tỷ lệ tiếp giống 

Giá trị pH, nhiệt độ, hàm lượng NaCl và tỷ lệ tiếp giống cũng đóng vai 

trò quan trọng tới sinh trưởng và phát triển của VSV phân hủy hydrocacbon dầu 

mỏ có khả năng tổng hợp CHĐBMSH. Patel và cộng sự (2012) đã chỉ ra rằng 

tập hợp chủng vi khuẩn phân hủy naphthalene có khả năng phân hủy 100% 

naphthalene ô nhiễm trong môi trương pH từ 8-10 và khả năng phân hủy giảm 

xuống 88% trong môi trương pH 7 [74]. Minai-Tehrani và cộng sự (2009) báo 

cáo rằng khả năng phân hủy PAH tối ưu của VSV trong môi trường có hàm 

lượng NaCl là 30g/l và chúng khả năng sinh trưởng cũng như phân hủy dầu sinh 

học của chủng này cũng giảm mạnh khi hàm lượng NaCl tăng lên 50g/l [75]. 

Techtmann và cộng sự (2017) phát hiện ra rằng các tập hợp chủng VSV phân 

hủy hydrocacbon phân lập từ bề mặt nước biển phân hủy dầu thô nhanh hơn các 
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VSV ở sâu do sự chênh lệch nhiệt độ [76]. Tuy nhiên, ở nhiệt độ quá cao sẽ làm 

biến tính và vô hiệu hóa axit nucleic, protein và enzyme của VSV, từ đó ức chế 

sự phát triển của chúng [77].  

1.5.7. Tình hình nghiên cứu và ứng dụng vi sinh vật có khả năng tổng 
hợp CHĐBMSH trong xử lý hydrocacbon dầu mỏ trên thế giới và ở 
Việt Nam 

Một số tác giả đã minh chứng CHĐBMSH tổng hợp từ VSV có thể nâng 

cao hiệu quả xử lý hydrocabon dầu mỏ ô nhiễm qua các công bố sau:  Patel và 

cs (2015) đã chứng minh được CHĐBMSH Rhamnolipid được tổng hợp bởi 

chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa có khả năng phân hủy hexadecane 

[9]. Nghiên cứu so sánh khả năng phân hủy hydrocacbon phenanthren giữa các 

chất hoạt động bề mặt hóa học khác nhau và CHĐBMSH tổng hợp từ vi khuẩn 

bởi Itrich và cộng sự (2015) đã chứng minh được khả năng phân hủy 

phenanthrene tăng lên khi bổ sung CHĐBMSH [78]. Chakrabarti (2012) đã 

minh chứng PAH đã được loại bỏ hoàn toàn trong vòng chưa đầy một tháng 

trong đất ô nhiễm hydrocacbon dầu mỏ bởi vi khuẩn có khả năng tổng hợp 

CHĐBMSH Glycolipid và Sophorolipid [65].  

Chủng vi khuẩn biển Pseudomonas aeruginosa có khả năng tổng hợp 

CHĐBMSH được phân lập từ nước biển ô nhiễm dầu đã được chứng minh là có 

khả năng phân hủy hexadecane, octadecane, heptadecane cũng như nonadecane 

sau 28 ngày [79]. Tian và Yun (2016) đã nghiên cứu phân hủy đất bị ô nhiễm 

hydrocacbon bởi 02 loại vi khuẩn có khả năng tổng hợp CHĐBMSH là 

Acinetobacter haemolyticus và Pseudomonas ML2. Kết quả sau 2 tháng xử lý, 

hàm lượng hydrocacbon đã giảm đáng kể là (39-71%) và (11-71%) lần lượt khi 

phân hủy bằng Acinetobacter haemolyticus và Pseudomonas ML2 [80]. 

 Lại Thúy Hiền và cs (2013) đã phân lập được chủng vi khuẩn 

Rhodoccocus có khả năng tổng hợp CHĐBMSH trên nguồn cơ chất dầu oliu với 

chỉ số nhũ hóa đạt 65% [81] . Kết quả của Nguyễn Thị Sánh và cộng sự đã cho 

thấy chủng Shigella flexneni BT1 sử dụng 40,6 % dầu DO sau 10 ngày. 

Trên thế giới cũng như ở Việt Nam đã có nhiều công bố về về khả năng 

tổng hợp CHĐBMSH của VSV nói chung và vi khuẩn nói riêng với nguồn cơ 

chất dễ phân hủy như glucose, saccharose, rỉ đường, dầu oliu... Tuy nhiên, 
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những nghiên cứu đánh giá VSV có khả năng tổng hợp CHĐBMSH trên nguồn 

cơ chất hydrocacbon dầu mỏ (dầu thô) vẫn còn hạn chế. Vì vậy, việc tìm kiếm 

chủng vi khuẩn có khả năng sử dụng dầu thô như nguồn cacbon duy nhất và 

tổng hợp CHĐBMSH trên nguồn cơ chất này rất có ý nghĩa về mặt khoa học 

cũng như ứng dụng trong phân huỷ dầu. 

1.6. PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH THÀNH PHẦN CHẤT HOẠT ĐỘNG 
BỀ MẶT SINH HỌC 

1.6.1. Phương pháp sắc ký bản mỏng 

Phương pháp sắc ký bản mỏng (Thin-Layer Chromatography - TLC) là 

một kỹ thuật đơn giản, nhanh chóng và hiệu quả để phân tích và xác định thành 

phần CHĐBMSH. Trong phương pháp này, mẫu được chấm lên bản mỏng và 

được đặt trong buồng sắc ký chứa dung môi. Khi dung môi di chuyển dọc theo 

bề mặt bản mỏng, các thành phần trong mẫu được phân tách dựa trên tương tác 

khác nhau giữa chất phân tích và pha tĩnh. Một nghiên cứu của Moro và cộng sự 

đã phân lập được một surfactin mới từ đất bị ô nhiễm dầu bằng cách sử dụng 

thử nghiệm định tính về độ rơi, thử nghiệm lan truyền dầu và nhũ tương hóa. 

Chất hoạt động bề mặt sinh học thu được cùng với các phân lập khác của B. 

subtilis được định tính toán bằng cách sử dụng kỹ thuật sắc ký lớp mỏng (TLC) 

và kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu suất siêu cao kết hợp phổ khối phân giải cao 

(UHPLC-HRMS) [82]. 

1.6.2. Phương pháp sắc ký quang phổ hồng ngoại FT-IR 

Phương pháp quang phổ hồng ngoại là một kỹ thuật phân tích mạnh mẽ 

trong việc xác định thành phần hóa học của CHĐBMSH. Quang phổ hồng ngoại 

đo sự hấp thụ ánh sáng ở các bước sóng hồng ngoại, cung cấp thông tin về các 

nhóm chức năng trong phân tử thông qua các dao động đặc trưng của liên kết 

hóa học. Đây là phương pháp không phá hủy, giúp nhận diện cấu trúc hóa học 

của các thành phần trong mẫu. Kỹ thuật này có thể giúp xác định các nhóm 

chức năng quan trọng như C-H, O-H, C=O và NH thường xuất hiện trong cấu 

trúc của CHĐBMSH như glycolipid, lipopeptide và các hợp chất có nguồn gốc 

từ vi sinh vật. Ví dụ, trong một nghiên cứu về đặc điểm sản xuất chất hoạt động 

bề mặt sinh học của các chủng Bacillus subtilis để ứng dụng thu hồi dầu tăng 
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cường vi khuẩn [83], các dải IR đặc trưng của peptide đã được quan sát thấy ở 

3305 cm-1 (điển hình cho dao động kéo dài N-H), 1643 cm-1 (liên kết CO–N); và 

ở 1543 cm-1 (dao động biến dạng của liên kết N–H với C–N) [84]. 

1.6.3. Phương pháp phổ cộng hưởng từ NMR 

Phương pháp phổ cộng hưởng từ hạt nhân là một kỹ thuật tiên tiến và 

chính xác để phân tích cấu trúc và thành phần của các CHĐBMSH. Trong quá 

trình đo NMR, các nguyên tử trong phân tử (đặc biệt là hydro và carbon) sẽ hấp 

thụ năng lượng khi được đặt trong từ trường mạnh, sau đó phát ra tín hiệu cộng 

hưởng có thể đo được. Các tín hiệu này cho thấy môi trường hóa học của từng 

nguyên tử, từ đó giúp xác định cấu trúc phân tử và vị trí của các nhóm chức 

năng trong chất hoạt động bề mặt. 

Trong nghiên cứu của Sharma và cộng sự, phương pháp NMR đã được sử 

dụng để xác định thành phần của CHĐBMSH tổng hợp bởi vi khuẩn phân lập từ 

mẫu đất ô nhiễm dầu [85]. Trong một nghiên cứu khác của Pereira và cộng sự 

[86], phương pháp NMR cũng được sử dụng để xác định cấu trúc của 

CHĐBMSH tổng hợp bởi ba chủng Bacillus subtilis được phân lập từ dầu thô 

của Brazil. 

1.6.4. Phương pháp sắc ký lỏng 

Phương pháp sắc ký lỏng (LC) cho phép phân tách và định lượng chính 

xác các thành phần trong hỗn hợp dựa trên sự tương tác giữa các chất phân tích 

và pha tĩnh của cột sắc ký. Quá trình phân tích LC thường bao gồm bơm mẫu 

qua cột với áp lực cao, nhờ đó các hợp chất di chuyển với tốc độ khác nhau và 

được phát hiện thông qua đầu dò, thường là đầu dò UV-Vis hoặc khối phổ. Khi 

kết hợp với khối phổ (MS), HPLC giúp cung cấp thông tin về khối lượng phân 

tử và cấu trúc hóa học, từ đó hỗ trợ trong việc xác định các cấu trúc phức tạp và 

đặc trưng của các thành phần có hoạt tính sinh học trong CHĐBMSH. 

Nghiên cứu của Kruijt và cộng sự đã thực hiện tinh chế và phân tích hóa 

học các chất hoạt động bề mặt sinh học được phát triển từ chủng Pseudomonas 

putida 267 bằng cách sử dụng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu suất cao pha đảo ngược 

(RP-HPLC) và kỹ thuật sắc ký lỏng-phổ khối (LC-MS) [87]. Tương tự như vậy, 

Janek và cộng sự đã sử dụng phương pháp sắc ký lỏng hiệu suất siêu cao kết 

hợp phổ khối (UPLC-MS) để xác định cấu trúc của các chất hoạt động bề mặt 
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sinh học mới được sản xuất từ chủng vi khuẩn Arctic Pseudomonas putida BD2 

[88]. 

Trong một nghiên cứu gần đây, Yang và cộng sự mô tả việc sử dụng chất 

hoạt động bề mặt sinh học được sản xuất từ B. subtilis Y9 làm chất chuyển hóa 

diệt côn trùng. Tính chất của chất hoạt động bề mặt sinh học được xác định 

bằng cách thực hiện sắc ký cột và phân tích sắc ký lỏng hiệu suất cao (HPLC) 

[89]. 
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CHƯƠNG 2: VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. VẬT LIỆU 

2.1.1. Các mẫu nước nhiễm hydrocabon dầu mỏ 

Các mẫu nước nhiễm hydrocacbon dầu mỏ được lấy tại các giếng khai 

thác dầu thuộc mỏ Rồng, Vũng Tàu. 

2.1.2. Dầu thô 

Dầu thô được sử dụng trong nghiên cứu lấy từ mỏ Rồng, Vũng Tàu. 

2.1.3. Môi trường nuôi cấy 

Các hóa chất được sử dụng trong nghiên cứu là hóa chất tinh khiết của 

Merck (Đức), Sigma (Mỹ), Himedia (Ấn Độ) và Trung Quốc. 

Bảng 2.1. Môi trường nuôi cấy các chủng vi khuẩn nghiên cứu 
Môi trường hiếu khí tổng số 

(HKTS) 
Môi trường khoáng (MSM) 

Hóa chất 
Hàm lượng 

(g/L) 
Hóa chất 

Hàm lượng 

(g/L) 

NH4NO3 2 MgSO4 0,2 

NaCl 20 CaCl2 0,02 

KH2PO4 1 KH2PO4 1 

Glucozo 1 (NH4)2HPO4 1,5 

KCl 0,25 KNO3 1,5 

MgCl2 1,2 FeCl3 0,05 

Cao men 0,2 NaCl 20 

Cao thịt 3   

Pepton 5   

pH = 7±0,2 pH = 7±0,2 

2.1.4. Thiết bị sử dụng cho nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện tại phòng Vi sinh vật dầu mỏ và Phòng thí 

nghiệm trọng điểm, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam. 
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Bảng 2.2. Thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

STT Thiết bị Xuất xứ 

1 Cân phân tích Sartorius - Đức 

2 Nồi khử trùng áp suất cao Đài Loan 

3 Máy đo pH Hanna - Ý 

4 Bể ổn nhiệt Memmert - Đức 

5 Kính hiển vi quang học Carl Zeiss - Nhật 

6 Máy ly tâm Microcentrifuge - Mỹ 

7 Máy đo quang phổ Đức 

8 Máy vortex IKA, Đức 

9 Tủ cấy vô trùng Việt Nam 

10 Máy lắc ổn nhiệt Đài Loan 

11 Tủ lạnh 4oC Việt Nam 

12 Tủ lạnh (-30oC) Đan Mạch 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phân lập chủng vi khuẩn có khả năng sử dụng hydrocacbon dầu 
mỏ như nguồn cacbon duy nhất  

Mẫu nước nhiễm hydrocacbon dầu mỏ được làm giàu trong môi trường 

khoáng bổ sung 2% (w/v) dầu thô và nuôi lắc 180 vòng/phút ở 30oC. Sau 2 tuần, 

3 ml dịch làm giàu tiếp tục được cấy chuyển 2 lần trong môi trường khoáng 

(MSM) mới có bổ sung dầu thô. Sau 3 lần làm giàu, dịch nuôi cấy được pha 

loãng rồi gạt trên môi trường thạch hiếu khí tổng số (HKTS) [90]. 

Mẫu được pha loãng bằng dung dịch muối sinh lý vô trùng (0,85%) ở các 

nồng độ khác nhau. Để thu được được độ pha loãng 10-1 tiến hành hút 0,5 ml 

mẫu vào 4,5 ml nước muối sinh lý. Tiếp tục tiến hành pha loãng đến các mức 

10-2, 10-3, 10-4, 10-5 … tùy theo mật độ VSV trong mẫu. Gạt mẫu lên đĩa HKTS 

bằng que gạt thủy tinh. Gói bằng giấy vô trùng và nuôi các chủng vi khuẩn ở 

30oC trong 48 giờ. 
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2.2.2. Phân loại chủng vi khuẩn nghiên cứu bằng xác định hình thái 
khuẩn lạc và phân tích trình tự gen 16S rRNA 

Môi trường thạch HKTS sau khi khử trùng 121oC trong 20 phút được đổ 

vào các đĩa petri trong tủ cấy vô trùng. Chủng vi khuẩn nghiên cứu sau đó được 

ria lên các đĩa thạch không bị nhiễm khuẩn sau 24 giờ. Các đĩa sau khi ria được 

gói bằng giấy vô trùng và nuôi cấy ở 30oC. Sau 48 giờ nuôi cấy, tiến hành quan 

sát hình thái, màu sắc, đặc điểm khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn trên môi 

trường thạch HKTS. Sản phẩm PCR được phân tích trình tự theo phương pháp 

Sanger DNA sequencing by using Capillary Electrophoresis bởi công ty Apical 

Sciencetific Sdn.Bhd, Malaysia. 

2.2.3. Đánh giá khả năng tổng hợp CHĐBMSH bằng chỉ số nhũ hóa 
E24 

Chỉ số nhũ hóa E24 là giá trị đặc trưng cho khả năng nhũ hóa của 

CHĐBMSH được tạo ra bởi vi khuẩn với dung môi xylen sau 24 giờ ở 4oC. Hút 

chính xác 1 ml dịch nuôi cấy và 1 ml xylen vào ống nghiệm. Vortex hỗn hợp 

bằng máy vortex ở tốc độ 2000 vòng/phút trong 2 phút. Tiến hành đo chiều cao 

của cột nhũ hóa và chiều cao tổng số của cột dung dịch [81]. 

Chỉ số nhũ hóa E24 được tính theo công thức: 

 

2.2.4. Xác định sức căng bề mặt của CHĐBMSH được tổng hợp bởi 
các chủng vi khuẩn nghiên cứu 

Hút chính xác 1 thể tích mẫu đưa vào dụng cụ đo sức căng bề mặt 

(stalagmometer). Đếm số giọt chất lỏng của mẫu chảy qua đầu tiết diện của thiết 

bị stalagmometer ứng với lượng thể tích đã cho. Sử dụng nước cất làm mẫu đối 

chứng. Cân khối lượng mẫu thí nghiệm và đối chứng (nước cất) đã chảy qua 

thiết bị stalagmometer. Các phép đo được lặp lại 3 lần, sai số của phép đo giữa 

các lần không quá 5%. Sức căng bề mặt được tính toán kết quả theo công thức: 
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2.2.5. Nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng vi khuẩn nghiên cứu  

 Ảnh hưởng của hàm lượng dầu thô 

Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng vi khuẩn nghiên cứu được đánh 

giá với các hàm lượng dầu thô khác nhau (1, 2, 3, 4, 5 và 6% (w/v)). Hiệu quả 

tổng hợp CHĐBMSH được đánh giá bằng chỉ số nhũ hóa E24 [91]. 

 Ảnh hưởng của nguồn nitơ  

Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng vi khuẩn nghiên cứu được đánh 

giá với các nguồn nitơ khác nhau: KNO3, (NH4)2SO4, NH4NO3, NaNO3, NH4Cl 

và (NH4)2HPO4. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH được đánh giá bằng chỉ số nhũ 

hóa E24 [91].  

 Ảnh hưởng của hàm lượng nitơ  

Sau khi lựa chọn được nguồn nitơ phù hợp, chủng vi khuẩn nghiên cứu 

được nuôi lắc trong MSM có bổ sung nguồn nitơ lựa chọn với hàm lượng khác 

nhau (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 và 0,6% (w/v)). Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH 

được đánh giá bằng chỉ số nhũ hóa E24 [91]. 

 Ảnh hưởng của giá trị pH  

Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng vi khuẩn nghiên cứu được đánh 

giá với các giá trị pH khác nhau (4, 5, 6, 7, 8, 9 và 10). Hiệu quả tổng hợp 

CHĐBMSH được đánh giá bằng chỉ số nhũ hóa E24 [91] 

 Ảnh hưởng của nhiệt độ (oC)  

Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng vi khuẩn nghiên cứu được đánh 

giá ở các nhiệt độ khác nhau (4, 15, 20, 25, 30, 37, 45, 50 và 55oC). Hiệu quả 

tổng hợp CHĐBMSH được đánh giá bằng chỉ số nhũ hóa E24 [91]. 

 Ảnh hưởng của hàm lượng muối (NaCl)  

Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng vi khuẩn nghiên cứu được 

đánh giá ở các nồng độ muối khác nhau (0 1, 2, 3, 4, 5 và 6% (w/v)). Hiệu quả 

tổng hợp CHĐBMSH được đánh giá bằng chỉ số nhũ hóa E24 [91]. 
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 Ảnh hưởng của tỷ lệ tiếp giống 

Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng vi khuẩn nghiên cứu được đánh 

giá với tỷ lệ tiếp giống khác nhau (1, 2, 3, 4, 5 và 6% (v/v)). Hiệu quả tổng hợp 

CHĐBMSH được đánh giá bằng chỉ số nhũ hóa E24 [91]. 

2.2.6. Lên men, tách chiết CHĐBMSH thô 
Chủng vi khuẩn nghiên cứu được lên men trên môi trường khoáng ở điều 

kiện phù hợp sau 12 ngày, CHĐBMSH được tách chiết từ dịch lên men theo 

phương pháp sau [92]: 

Dịch lên men với mật độ tế bào 109 CFU/ml được ly tâm để loại bỏ tế 

bào. Sau khi loại bỏ hết tế bào, dịch còn lại được chỉnh xuống pH 2,0 bằng HCl 

đặc rồi giữ ở 4oC trong 24 giờ đến khi CHĐBMSH kết tủa hoàn toàn. Sau đó, 

CHĐBMSH kết tủa được ly tâm thu hồi. CĐHBMSH thô tiếp tục được chiết 

bằng dung dịch ethyl acetate: dịch CHĐBMSH với tỷ lệ 1:1 (v/v). Lắc mạnh 

đảo đều dịch chiết trong 10 phút, thu dịch pha trên bằng phễu chiết. Lặp lại 

bước chiết 03 lần. Làm khô sản phẩm bằng thiết bị cô quay chân không thu 

được CHĐBMSH thô. 

2.2.7. Phương pháp tinh sạch CHĐBMSH thô tổng hợp bởi G303-KL2 
Hòa tan 5g CHĐBMSH thô thu được từ dịch lên men của chủng vi khuẩn 

Acinetobacter G303-KL2 trong điều kiện phù hợp (Mục 2.2.6) trong 10 ml 

nước deion. Sau đó chiết bằng ether, tiếp theo bằng 20ml dichloromethane 

(CH2Cl2) để loại bỏ các tạp chất. Bổ sung 50 ml ethanol vào dung dịch nước còn 

lại. Làm bay hơi dung dịch ethanol-nước ở nhiệt độ 0-5oC trong bình chứa ether 

trong 24h. Loại bỏ lớp chất lòng, thu chất rắn, hòa tan chất rắn thu được bằng 

10ml dung dịch ethanol-nước 90%. Làm bay hơi dung dịch ethanol-nước ở 

nhiệt độ 0-5oC trong bình chứa ether trong 24 giờ. Lọc thu chất rắn, làm khô 

trong chân không, thu được CHĐBMSH tinh khiết từ CHĐBMSH thô ban đầu.  

2.2.8. Phân tích CHHBMSH được tổng hợp bởi chủng vi khuẩn nghiên 
cứu bằng sắc ký bản mỏng (TLC) 
Hỗn hợp chloroform:methanol:acetic acid (65:15:20 v/v/v) được sử dụng 

để phân tách CHĐBMSH được tổng hợp từ chủng vi khuẩn G303-KL2 trên bản 
TLC. Để nhận biết các điểm có gốc carbohydrate, sử dụng dung dịch hiện màu 

ethanol : H2SO4 đặc tỷ lệ 1:4 (v/v) phun lên bản sắc ký. Tiếp tục làm khô trên 
ngọn lửa cho đến khi bản sắc ký khô và hiện màu [93].  
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2.2.9. Phân tích CHHBMSH được tổng hợp bởi chủng vi khuẩn nghiên 
cứu bằng phổ hồng ngoại (FTIR) 

Phổ hồng ngoại (FT-IR) được phân tích bằng máy hồng ngoại biến đổi 

Fourier NEXUS 670 (Mỹ) với các điều kiện sau: độ phân giải 4cm-1, mỗi mẫu 

được quét 32 lần trong giải bước sóng từ 4000 cm-1 đến 400 cm-1, các mẫu được 

đo bằng phương pháp truyền qua mẫu ép viên KBr. 

2.2.10. Phân tích chất hoạt động bề mặt sinh học được tổng bởi chủng 
vi khuẩn nghiên cứu bằng phương pháp HPLC/MS 

* Hóa chất: Acetonitril (Merck); Acid formic (Merck); Methanol (Merck); 

Acid axetic; PSA; Nước deion  

* Thiết bị phân tích: 

+ Hệ thống sắc kí lỏng Q Exactive Focus Hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass 

Spectrometer (Thermo, USA) 

+ Cột pha đảo RP C18 (250 mm × 4,6mm × 3 μm) 

+ Chương trình gradien dung môi nước-acetonitrile (từ 30:70 đến 0:100)  

+ Detector UV 265nm và 320 nm 

+ Nhiệt độ cột: 300C.  

+ Thể tích tiêm mẫu tối ưu là 5 µL với dung môi acetonitrile/nước khử ion 

(1/1, v/v).  

+ Tốc độ dòng 0.2 mL/phút.  

+ Thông số khối phổ như sau: phương pháp ion hóa điện tử; ghi nhận ở chế 

độ AIF (all fragmentation ions); tốc độ khí bổ trợ: 0.5; tốc độ phun sương 

(sheath gas): 20; tốc độ khí bay hơi dung môi: 5; nhiệt độ hóa hơi dung môi: 

3200C; nhiệt độ ống mao quản: 1500C; điện thế ống mao quản: 3.0 kV; chất 

chuẩn có nồng độ 1 mg/L được sử dụng để tối ưu hóa điều kiện phân mảnh. 

2.2.11. Phân tích chất hoạt động bề mặt sinh học bằng cộng hưởng từ 
hạt nhân (NMR) 

Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1H-NMR và 13C-NMR được ghi lại trên máy 
quang phổ Bruker AVANCE III  500  MHz (Đức) và sử dụng dung môi DMSO 

làm dung môi. 

2.2.12. Xác định hàm lượng dầu thô tổng số  
Lọc mẫu nước chứa dầu. Dầu chiết sau khi lọc được thu hồi bằng dung 

môi dichloromethane. Phần dung môi chứa dầu chiết được cô quay ở 42oC bằng 

máy cô quay chân không (Buchi, Thụy Sĩ) cho đến khi trọng lượng không đổi. 
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Hàm lượng dầu thô tổng số còn lại trong bình cô quay được cần để xác định 

khối lượng [94].  

2.2.13. Phương pháp tính toán và xử lý số liệu 
Các số liệu phân tích được tính toán, xử lý, biểu diễn dưới dạng giá trị 

trung bình ± độ lệch chuẩn (SD: Standard Deviation) trên đồ thị bằng phần mềm 

Microsoft Excel. 
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CHƯƠNG 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. PHÂN LẬP VÀ TUYỂN CHỌN CHỦNG VI KHUẨN CÓ KHẢ 
NĂNG TỔNG HỢP CHẤT HOẠT ĐỘNG BỀ MẶT SINH HỌC TRÊN 
NGUỒN CƠ CHẤT LÀ DẦU THÔ 

Từ 20 mẫu nước nhiễm dầu thu được tại các giếng khai thác dầu ở mỏ 

Rồng, Vũng Tàu, chúng tôi đã phân lập được 35 chủng vi khuẩn. Trong đó, đã 

tuyển chọn được 04 chủng vi khuẩn có khả năng tổng hợp CHĐBMSH trên 

nguồn cơ chất là dầu thô. Cả 04 chủng đều là vi khuẩn đều là vi khuẩn Gram (-). 

Hình thái khuẩn lạc được thể hiện ở Hình 3.1 và Bảng 3.1. 

  

A. Chủng G303-KL1  B. Chủng G303-KL2  

  

C. Chủng C2-KL3 D. Chủng G312-KL2 

Hình 3.1. Hình thái khuẩn lạc trên môi trường thạch HKTS của 4 chủng vi 
khuẩn có khả năng tổng hợp CHĐBMSH trên nguồn cơ chất dầu thô 
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Bảng 3.1. Đặc điểm hình thái, Gram và khả năng tổng hợp CHĐBMSH của 04 
chủng vi khuẩn nghiên cứu 

STT Ký hiệu chủng Đặc điểm hình thái khuẩn lạc Chỉ số E24 (%) Gram 

1 G303-KL1 

Vàng nhạt, tròn, mép gọn, bề 

mặt hơi lồi, bóng ướt, d = 3 

mm 

21,2 - 

2 G303-KL2 

Trắng đục, li ti, tròn, mép 

gọn, bề mặt nhẵn, bóng, d ≈ 1 

mm  

55 - 

3 C2-KL3 
Trắng đục, tròn, mép gọn, bề 

mặt lồi, bóng ướt, d ≈ 2,5 mm 
35,6 - 

4 G312-KL2 

Trắng đục, mép không gọn, 

có răng cưa, bề mặt dẹt, hơi 

bóng, có vòng đồng tâm, d ≈ 

6 mm 

33 - 

Đặc điểm hình thái khuẩn lạc của 04 chủng vi khuẩn có khả năng tổng 

hợp CHĐBMSH trên môi trường dinh dưỡng HKTS sau 48 giờ nuôi cấy được 

thể hiện ở Bảng 3.1. Kết quả cho thấy, chủng G303-KL2 có chỉ số nhũ hóa cao 

nhất trong 04 chủng với chỉ số nhũ hóa E24 đạt 55%. Chỉ số nhũ hóa E24 của 03 

chủng còn lại thấp hơn chỉ đạt từ 21,2 đến 35,6%.  

3.2. SỨC CĂNG BỀ MẶT CỦA CHẤT HOẠT ĐỘNG BỀ MẶT SINH 
HỌC ĐƯỢC TỔNG HỢP BỞI CÁC CHỦNG VI KHUẨN NGHIÊN 
CỨU 

Tiềm năng thực sự của CHĐBMSH tổng hợp từ VSV được xác định bởi 

khả năng làm giảm sức căng bề mặt của môi trường nuôi cấy. Kết quả đo sức 

căng bề mặt của 04 chủng vi khuẩn nghiên cứu (G303-KL2; G312-KL2; C2-

KL3; và G303-KL1) được thể hiện ở Bảng 3.2. 
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Bảng 3.2. Sức căng bề mặt của CHĐBMSH tổng hợp bởi 04 chủng vi khuẩn 
nghiên cứu 

STT Ký hiệu chủng Chỉ số nhũ hóa E24 (%) 
Sức căng bề mặt 

(mN/m); (29-30oC) 

1 G303-KL1 21,2 67,78 

2 G303-KL2 55 49,21 

3 C2-KL3 35,6 59,12 

4 G312-KL2 33 61,53 

5 Nước cất 0 71 

6 
Môi trường 

MSM 

0 
69,88 

Kết quả (Bảng 3.2) cho thấy, cả 04 chủng vi khuẩn đều có khả năng làm 

giảm sức căng bề mặt của môi trường nuôi cấy từ 69,88 mN/m tại thời điểm ban 

đầu (0h) xuống 49,21; 61,53; 59,12; 61,53, và 67,78 mN/m lần lượt với các 

chủng G303-KL2; G312-KL2; C2-KL3; và G303-KL1 sau 12-14 ngày. Trong 

đó, CHĐBMSH tổng hợp bởi chủng vi khuẩn G303-KL2 có sức căng bề mặt 

trong môi trường giảm mạnh nhất xuống chỉ còn 49,21 mN/m.  

Từ kết quả xác định hình thái khuẩn lạc, Gram, chỉ số nhũ hóa E24 và sức 

căng bề mặt (Bảng 3.1 và 3.2), nhận thấy chủng G303-KL2 có hình thái khuẩn 

lạc trên môi trường HKTS có màu trắng đục, li ti, tròn, mép gọn, bề mặt nhẵn, 

bóng, đường kính 1 mm (Hình 3.1-B). Đây là chủng vi khuẩn Gram (-). Sau 12 

ngày nuôi lắc, dịch nuôi cấy có chỉ số nhũ hóa E24 cao nhất (55%) và sức căng 

bề mặt giảm mạnh nhất (49,21 mN/m) trong số 04 chủng vi khuẩn nghiên cứu. 

Do đó, chủng vi khuẩn G303-KL2 được lựa chọn cho các nghiên cứu thí 

nghiệm tiếp theo.  
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3.3. KHẢ NĂNG TỔNG HỢP CHẤT HOẠT ĐỘNG BỀ MẶT SINH 
HỌC TRÊN NGUỒN CƠ CHẤT DẦU THÔ CỦA CHỦNG VI KHUẨN 
G303-KL2 THEO THỜI GIAN  

Để đánh giá khả năng tổng hợp CHĐBMSH, chủng vi khuẩn G303-KL2 

được nuôi lắc (180 vòng/phút) trong môi trường khoáng bổ sung 2% (w/v) dầu 

thô như nguồn cacbon duy nhất ở 30oC, pH = 7, 2% (w/v) NaCl tỷ lệ tiếp giống 

là 3% (v/v), 30oC. Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 được 

đánh giá thông qua chỉ số nhũ hóa E24 trong suốt 18 ngày nuôi cấy.  

 

Hình 3.2. CHĐBMSH tổng hợp bởi chủng G303-KL2 theo thời gian 

 
Hình 3.3. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 trên môi trường 

khoáng sử dụng dầu thô như nguồn cacbon duy nhất theo thời gian 

Kết quả (Hình 3.2 và 3.3) cho thấy, chủng G303-KL2 bắt đầu tổng hợp 

CHĐBMSH sau 6 ngày nuôi cấy với chỉ số E24 là 27%. Khả năng tổng hợp 
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CHĐBMSH của chủng này liên tục tăng và đạt cao nhất ở ngày thứ 12 với E24 

là 55%. Từ ngày 16, CHĐBMSH giảm dần, đến ngày 18 thì chỉ số E24 giảm còn 

47%. Như vậy, chủng vi khuẩn G303-KL2 có khả năng sinh tổng hợp 

CHĐBMSH trên nguồn cacbon duy nhất là dầu thô, đạt giá trị cao nhất với chỉ 

số nhũ hóa E24 là 55% sau 12 ngày nuôi cấy. 

3.4. ẢNH HƯỞNG CỦA CÁC YẾU TỐ TỚI KHẢ NĂNG TỔNG HỢP 
CHĐBMSH CỦA CHỦNG VI KHUẨN NGHIÊN CỨU 

3.4.1. Ảnh hưởng của hàm lượng dầu thô đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng G303-KL2 

Hàm lượng cacbon đóng vai trò quan trọng không chỉ trong quá trình sinh 

trưởng và phát triển của vi sinh vật mà còn trong quá trình tổng hợp 

CHĐBMSH. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tìm kiếm các chủng vi khuẩn vừa 

có khả năng sử dụng dầu thô như nguồn cacbon duy nhất, vừa có khả năng tổng 

hợp CHĐBMSH trên nguồn cơ chất này nhằm mục đích nâng cao hiệu quả phân 

hủy hydrocacbon dầu mỏ (dầu thô) của VSV nghiên cứu. Vì vậy, sau khi lựa 

chọn được chủng G303-KL2 có khả năng tổng hợp CHĐBMSH trên nguồn cơ 

chất dầu thô, chúng tôi tiếp tục tiến hành nghiên cứu khả năng tổng hợp 

CHĐBMSH của chủng G303-KL2 với hàm lượng dầu thô khác nhau (1, 2, 3, 4, 

5, và 6% (w/v)). 

Kết quả (Hình 3.4 và 3.5) cho thấy, chủng G303-KL2 có khả năng tổng hợp 

CHĐBMSH với dải hàm lượng dầu thô rộng từ 1% đến 6% (w/v) sau 12 ngày 

nuôi cấy. Tuy nhiên, ở hàm lượng dầu thô là 2% thì chủng này sinh tổng hợp 

CHĐBMSH cao nhất với chỉ số E24 đạt 55%. Chỉ số E24 giảm dần từ 53% xuống 

42,5% khi hàm lượng dầu thô tăng từ 3% đến 6%. Do đó, hàm lượng dầu thô 

2% (w/v) được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. 
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Hình 3.4. Ảnh hưởng của hàm lượng dầu thô khác nhau đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng G303-KL2 sau 12 ngày 

 
Hình 3.5. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303- KL2 với hàm lượng 

dầu thô khác nhau sau 12 ngày 

3.4.2. Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến khả năng tổng hợp CHĐBMSH 
của chủng G303-KL2 

Nguồn nitơ cũng đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh trưởng và 

phát triển của VSV nói chung và quá trình sinh tổng hợp CHĐBMSH nói riêng. 

Để tìm nguồn nitơ thích hợp nâng cao hiệu quả sinh tổng hợp CHĐBMSH, 

chủng G303-KL2 được nuôi lắc trên môi trường khoáng bổ sung các nguồn nitơ 

khác nhau (0,3% (w/v) KNO3, (NH4)2SO4, NH4NO3, NaNO3, NH4Cl và 
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(NH4)2HPO4) với các điều kiện nuôi cấy (2% (w/v) dầu thô, 30oC, pH = 7, 2% 

(w/v) NaCl, tỷ lệ giống 3% (v/v)). 

Kết quả (Hình 3.6 và 3.7) cho thấy, chủng G303-KL2 tổng hợp 

CHĐBMSH cao nhất với nguồn nitơ là (NH4)2HPO4, chỉ số nhũ hóa E24 đạt 

58,5%. Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 với hai nguồn 

nitơ KNO3, (NH4)2SO4 là tương đối thấp với chỉ số nhũ hóa E24 lần lượt là 15% 

và 18%. Chủng G303-KL2 không tổng hợp được CHĐBMSH trong môi trường 

khoáng có bổ sung 3 nguồn nitơ là NH4NO3, NaNO3 và NH4Cl. Do đó, nguồn 

nitơ là (NH4)2HPO4 được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. 

 

Hình 3.6. Ảnh hưởng của nguồn nitơ khác nhau đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng G303-KL2 sau 12 ngày 
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Hình 3.7. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 với nguồn nitơ 

khác nhau sau 12 ngày 

3.4.3. Ảnh hưởng của hàm lượng nitơ đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng G303-KL2 

Để xác định hàm lượng (NH4)2HPO4 phù hợp cho quá trình sinh tổng hợp 

CHĐBMSH, chủng G303-KL2 được nuôi lắc trên môi trường khoáng bổ sung  

(NH4)2HPO4 với hàm lượng khác nhau (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6% (w/v)) với 

điều kiện nuôi cấy (2% (w/v) dầu thô, 30oC, pH = 7, 2% (w/v) NaCl, tỷ lệ giống 

3% (v/v)).  

 

Hình 3.8. Ảnh hưởng của hàm lượng nitơ khác nhau đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng G303-KL2 sau 12 ngày 
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Hình 3.9. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303 với hàm lượng nitơ 

khác nhau sau 12 ngày 

Kết quả (Hình 3.8 và 3.9) cho thấy, chủng G303-KL2 có khả năng tổng 

hợp CHĐBMSH với dải hàm lượng (NH4)2HPO4 rộng từ 0,1% đến 0,6% với chỉ 

số E24 từ 48,5 đến 60%. Khả năng tạo CHĐBMSH tăng dần từ 48,5% đến 60% 

với nồng độ (NH4)2HPO4 tăng dần từ 0,1% đến 0,4% (w/v), và đạt cao nhất ở 

hàm lượng (NH4)2HPO4 0,5% và 0,6% với chỉ số nhũ hóa E24 đạt 60%. Do đó, 

hàm lượng 0,5% (w/v) (NH4)2HPO4 được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. 

3.4.4. Ảnh hưởng của giá trị pH đến khả năng tổng hợp CHĐBMSH 
của chủng G303-KL2 
Để nghiên cứu ảnh hưởng của giá trị pH đến khả năng tổng hợp 

CHĐBMSH của chủng G303-KL2, tiến hành thí nghiệm với các giá trị pH khác 

nhau (4, 5, 6, 7, 8, 9 và 10) trong 12 ngày nuôi cấy trên môi trường khoáng có 

bổ sung 2% (w/v) dầu thô, NaCl 2% (w/v), 30oC và 0,5% (w/v) (NH4)2HPO4, tỷ 

lệ phần trăm giống là 3% (v/v). 
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Hình 3.10. Ảnh hưởng của giá trị pH khác nhau đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng G303-KL2 sau 12 ngày 

 
Hình 3.11. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 ở các giá trị 

pH khác nhau sau 12 ngày 

Kết quả (Hình 3.10 và 3.11) cho thấy, chủng G303-KL2 có khả năng tổng 

hợp CHĐBMSH tốt và ổn định với dải pH từ 7 đến 9, với chỉ số nhũ hóa E24 từ 

54 đến 63,5%. Ở giá trị pH = 8, chỉ số nhũ hóa E24 là cao nhất đạt 63,5%. Ở giá 

trị pH = 5, chủng G303-KL2 tổng hợp CHĐBMSH tương đối thấp chỉ đạt 15%, 

ở giá trị pH = 6 và pH = 10, CHĐBMSH đạt bằng nhau với chỉ số nhũ hóa E24 

là 29%. Từ kết quả trên, giá trị pH = 8 được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp 

theo. 
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3.4.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng tổng hợp CHĐBMSH của 
chủng G303-KL2 sau 12 ngày 

Nhiệt độ là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sinh trưởng cũng như sinh 

tổng hợp CHĐBMSH của VSV. Để nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đến 

sinh tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2, chủng G303-KL2 được tiến 

hành nuôi lắc trên môi trường khoáng với các nhiệt độ khác nhau: 4, 15, 20, 25, 

30, 37, 45, 50 và 550C và ở các điều kiện nuôi cấy đã lựa chọn ((2% (w/v) dầu 

thô, 0,5% (w/v) (NH4)2HPO4, NaCl 2% (w/v), pH = 8, tỷ lệ giống 3% (v/v)). 

 

Hình 3.12. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng tổng hợp CHĐBMSH của 
chủng G303-KL2 sau 12 ngày 

  
Hình 3.13. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 với nhiệt độ 

khác nhau sau 12 ngày 



41 
 

 
 

Kết quả (Hình 3.12 và 3.13) cho thấy, chủng G303-KL2 có khả năng tạo 

CHĐBMSH cao ở cả hai nhiệt độ 30oC và 37oC, với chỉ số nhũ hóa E24 lần lượt 

là 63,5% và 62,5% sau 12 ngày nuôi cấy. Chủng G303-KL2 tạo CHĐBMSH 

yếu ở 50oC (với E24 là 18%), và trung bình ở các nhiệt độ 15, 20, 25 và 400C với 

chỉ số nhũ hóa E24 lần lượt là 46, 55, 57 và 46%. Chủng này không tổng hợp 

được CHĐBMSH ở 40C và 550C. Do đó, 30oC được lựa chọn là nhiệt độ thích 

hợp cho các thí nghiệm tiếp theo. 

3.4.6. Ảnh hưởng của hàm lượng muối (NaCl) đến khả năng tổng hợp 
CHĐBMSH của chủng G303-KL2 sau 12 ngày 

Để xác định ảnh hưởng của hàm lượng NaCl tới khả năng tổng hợp 

CHĐBMSH của chủng G303-KL2, tiến hành nuôi lắc chủng trên môi trường 

khoáng bổ sung các nồng độ NaCl khác nhau (0, 1, 2, 3, 4, % và 6% (w/v) với 

các điều kiện nuôi cấy lựa chọn (2% (w/v) dầu thô, 0,5% (w/v) (NH4)2HPO4, 

pH = 8, nhiệt độ 30oC, tỷ lệ giống 3% (v/v)). 

Kết quả (Hình 3.14 và 3.15) cho thấy, chủng G303-KL2 sinh tổng hợp 

CHĐBMSH cao với hàm lượng NaCl là 1 và 2% (w/v), với chỉ số E24 lần lượt là 

66% và 55,3%. Với hàm lượng NaCl 3 và 4%, chủng này tổng hợp CHĐBMSH 

lần lượt là 31% và 23,5%. Chủng G303-KL2 không tổng hợp CHĐBMSH ở 

hàm lượng NaCl 5 và 6%. Do đó, hàm lượng NaCl phù hợp cho chủng G303-

KL2 tạo CHĐBMSH là 1% (w/v) được lựa chọn cho nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.14. Ảnh hưởng của hàm lượng NaCl đến khả năng tổng hợp CHĐBMSH 
của chủng G303-KL2 sau 12 ngày 
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Hình 3.15. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 với hàm 

lượng NaCl khác nhau sau 12 ngày 

3.4.7. Ảnh hưởng của tỷ lệ giống đến khả năng tổng hợp CHĐBMSH 
của chủng G303-KL2 sau 12 ngày 
Để xác định ảnh hưởng của tỷ lệ giống ban đầu tới khả năng tổng hợp 

CHĐBMSH, chủng G303-KL2 được nuôi lắc trong môi trường khoáng bổ sung 

tỷ lệ giống khác nhau (1, 2, 3, 4, 5 và 6% (v/v)) với các điều kiện nuôi cấy lựa 

chọn (2% (w/v) dầu thô, 0,5% (w/v) (NH4)2HPO4, pH = 8, 30oC và NaCl 1% 

(w/v)). 

 

Hình 3.16. Ảnh hưởng của tỷ lệ giống đến khả năng tổng hợp CHĐBMSH của 
chủng G303-KL2 sau 12 ngày 
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Hình 3.17. Hiệu quả tổng hợp CHĐBMSH của chủng G303-KL2 với tỷ lệ giống 

khác nhau sau 12 ngày 

Kết quả (Hình 3.16 và 3.17) cho thấy, chủng G303-KL2 tổng hợp 

CHĐBMSH tốt với tỷ lệ giống ban đầu được bổ sung là 3, 4, 5 và 6% (v/v) với 

chỉ số nhũ hóa E24 đạt lần lượt là 66; 67; 69,7 và 62%, đạt cao nhất khi bổ sung 

tỷ lệ giống là 5% (v/v). Khả năng tổng hợp CHĐBMSH của chủng này giảm với 

tỷ lệ giống bổ sung ban đầu là 1 và 2% (v/v) với chỉ số nhũ hóa E24 chỉ đạt 35,6 

và 48%. Như vậy, tỷ lệ giống 5% (v/v) là phù hợp cho quá trình sinh tổng hợp 

CHĐBMSH ở chủng G303-KL2. Nghiên cứu của Lại Thúy Hiền và cộng sự 

(2013) cho thấy chủng vi khuẩn Rhodococcus được chứng minh là có khả năng 

tổng hợp CHĐBMSH từ các mẫu nước ô nhiễm dầu ven biển Vũng Tàu. Ở điều 

kiện thí nghiệm, khả năng nhũ hóa với xylen của CHĐBMSH do chủng vi 

khuẩn này đạt được là 65% gần như tương đương với chủng G303-KL2 (69,7%) 

trong nghiên cứu này [81].  

3.5. LÊN MEN TỔNG HỢP CHĐBMSH TỪ CHỦNG G303-KL2 Ở 
ĐIỀU KIỆN PHÙ HỢP  

Chủng vi khuẩn lựa chọn G303-KL2 được lên men ở các điều kiện phù 

hợp trên môi trường khoáng bổ sung 2% (w/v) dầu thô, 0,5% (w/v) 

(NH4)2HPO4, pH = 8, 30oC, 1% (w/v) NaCl, và tỷ lệ giống 5% (v/v). Sau 12 

ngày nuôi lắc ở điều kiện phù hợp, chỉ số nhũ hóa E24 của chủng này đạt được là 

69,7% (tăng 14,7%) và sức căng bề mặt giảm từ 69,88 mN/m (trong MSM) 
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xuống chỉ còn 34,51 mM/m (giảm hơn 14,7 mN/m) so với trước khi lựa chọn 

các yếu tố ảnh hưởng phù hợp.  

Mulligan (2005) đã chứng minh được CHĐBMSH do chủng 

Acinetocbacter ACMS25 tổng hợp có thể làm giảm sức căng bề mặt của nước 

cất từ 72,0 xuống 35,0 mN m-1 [66]. Trong môi trường muối khoáng được bổ 

sung glycerol (2%), vào cuối giai đoạn lên men 72 giờ, chỉ số nhũ hóa (E24%) 

của chủng này đạt được là 64,6 %. Kết quả từ nghiên cứu của Mulligan cũng 

tương đồng với kết quả đạt được trong nghiên cứu này khi chủng G303-KL2 

tổng hợp được CHĐBMSH có độ nhũ hóa E24 là 69,7% và sức căng bề mặt 

giảm xuống 34,11 mN/m sau 12 ngày. Hàm lượng CHĐBMSH thô của chủng 

G303-KL2 đạt được trong nghiên cứu này là 1,1 g/l, tương đương với chủng 

nấm men Candida lipolytica trong nghiên cứu của [95].  

3.6. PHÂN LOẠI CHỦNG VI KHUẨN NGHIÊN CỨU DỰA TRÊN 
ĐẶC ĐIỂM HÌNH THÁI KHUẨN LẠC VÀ TRÌNH TỰ GEN 16S RNA 

Đặc điểm hình thái khuẩn lạc của chủng G303-KL2 được quan sát trên 

môi trường thạch HKTS sau 48 giờ nuôi cấy. Khuẩn lạc có màu trắng đục, li ti, 

tròn, mép gọn, bề mặt nhẵn, bóng, đường kính ≈1 mm (Hình 3.1-B). 

Bên cạnh việc xác định hình thái khuẩn lạc của chủng vi khuẩn G303-

KL2, chủng này đã được tiến hành phân tích trình tự gen 16S rRNA và so sánh 

trình tự thu được với GenBank để tìm những loài có trình tự tương đồng. Kết 

quả cho thấy, trình tự gen 16S rRNA của chủng G303-KL2 tương đồng 99% với 

loài Acinetobacter sp. Vì vậy, trong nghiên cứu này, chủng G303-KL2 được ký 

hiệu là Acinetobacter sp. G303-KL2. 
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3.7. KHẢ NĂNG PHÂN HUỶ DẦU THÔ CỦA CHỦNG VI KHUẨN 
ACINETOBACTER SP. G303-KL2 VÀ VAI TRÒ CỦA CHẤT HOẠT 
ĐỘNG BỀ MẶT SINH HỌC CỦA CHỦNG VI KHUẨN NÀY 

Kết quả nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng cho thấy, hiệu quả tổng hợp 

CHĐBMSH của chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 trên môi trường khoáng 

với các yếu tố phù hợp 2% (w/v) dầu thô, 0,5% (w/v) (NH4)2HPO4, NaCl 1% 

(w/v), tỷ lệ giống 5% (v/v), pH = 8 và 30oC đạt tương đối cao với chỉ số nhũ 

hóa E24 là 69,7% (cao hơn 14,7% so với hàm lượng CHĐBMSH đạt được trước 

khi nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng, điều kiện ở Mục 3.3). 

 

Hình 3.18. Hiệu quả phân hủy dầu thô của chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 
sau 12 ngày  

Cột trái: (Đ/c) đối chứng không bổ sung chủng Acinetobacter sp. G303-

KL2 

Cột giữa: (TN): thí nghiệm với chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-

KL2 ở điều kiện lựa chọn các yếu tố phù hợp; 

Cột phải: (TN) thí nghiệm với chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-

KL2 ở điều kiện không lựa chọn các yếu tố phù hợp 

Khả năng phân hủy hydrocacbon dầu mỏ (dầu thô) của chủng 

Acinetobacter sp. G303-KL2 được đánh giá trong môi trường (1) với các yếu tố 

phù hợp được lựa chọn và (2) với các yếu tố chưa được lựa chọn phù hợp. Hiệu 

quả phân hủy dầu thô của chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 được đánh giá 
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thông qua hàm lượng dầu thô tổng số được xác định bằng phương pháp cân 

trọng lượng [94].  

Kết quả phân hủy dầu thô của chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-

KL2 được thể hiện ở Hình 3.24 cho thấy, với các yếu tố đã được lựa chọn phù 

hợp, hàm lượng dầu thô giảm từ 20,13 g/L (100%) ở cả 02 mẫu thí nghiệm và 

01 mẫu đối chứng tại thời điểm 0 giờ xuống còn 18,18 g/L ở mẫu đối chứng 

(hiệu suất phân hủy đạt 9,7%) và 3,33 g/L (hiệu suất phân hủy đạt 83,5%) ở 

mẫu thí nghiệm với các yếu tố đã được lựa chọn phù hợp. Ở điều kiện trước khi 

được lựa chọn phù hợp, hàm lượng dầu giảm xuống là 6,29 g/L với hiệu suất 

phân hủy chỉ đạt 69% sau 12 ngày.  

Sau 12 ngày nuôi lắc ở điều kiện phù hợp, hiệu quả phân hủy dầu thô của 

chủng Acinetobacter G303-KL2 ở điều kiện được lựa chọn phù hợp là 83,5% 

cao hơn hiệu quả phân hủy dầu thô cũng của chủng này ở điều kiện chưa được 

lựa chọn (69%) là 14,5 %. Chỉ số nhũ hóa E24 của chủng này đạt được là 69,7% 

(tăng 14,7%) và sức căng bề mặt giảm từ 69,88 mN/m (trong MSM) xuống chỉ 

còn 34,11 mN/m (giảm hơn 15,1 mN/m) so với trước khi lựa chọn các yếu tố 

ảnh hưởng phù hợp.  

Zhang và cộng sự (2021) đã minh chứng hiệu quả phân hủy dầu thô của 

chủng Acinetobacter baumannii đạt 80% sau 14 ngày ở điều kiện phù hợp [96]. 

Điều này cho thấy, chủng Acinetobacter baumanni trong nghiên cứu của Zhang 

và cs có hiệu quả phân huỷ tương đương so với hiệu quả phân hủy dầu thô của 

chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 trong nghiên cứu này sau 12 ngày 

ở điều kiện phù hợp là 83,5%. Điều này cho thấy, CHĐBMSH được tổng hợp 

bởi chủng vi khuẩn Acinetobacter trong nghiên cứu này có khả năng nâng cao 

hiệu quả phân hủy hydrocacbon dầu mỏ (dầu thô). 

3.8. PHÂN TÍCH THÀNH PHẦN HÓA HỌC CỦA CHẤT HOẠT 
ĐỘNG BỀ MẶT SINH HỌC CỦA CHỦNG VI KHUẨN 
ACINETOBACTER SP. G303-KL2 

Việc xác định thành phần hóa học của các CHĐBMSH đóng vai trò hết sức 

quan trọng, bởi trên cơ sở đó có thể dự đoán được cơ chế tác động của các chất 

này, từ đó đưa ra giải pháp ứng dụng hiệu quả. Theo các nghiên cứu đã được 
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công bố, CHĐBMSH được tổng hợp từ VSV thuộc nhóm các hợp chất hoạt 

động bề mặt có trọng lượng phân tử thấp gồm hai nhóm Glycolipids 

(Rhamnolipids, Sophorolipids, Mannosylerythritol lipid, và Trehalose lipds) và 

Lipopeptides (surfactin, fengycin),.... Glycolipids là carbohydrate kết hợp với 

axit béo chuỗi dài hoặc axit béo hydroxyl liên kết với ester hoặc nhóm ether 

[61]. Các nghiên cứu trước đó cho rằng, CHĐBMSH Rhamnolipids thuộc nhóm 

Glycolipids có trọng lượng phân tử thấp chủ yếu được tổng hợp bởi các loài vi 

khuẩn như Acinetobacter, Pseudomonas, và Rhodococcus [97]. Để xác định 

CHĐBMSH tổng hợp từ chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 trong 

nghiên cứu này có phải là Rhamnolipid thuộc nhóm Glycolipids hay không, 

chúng tôi tiến hành tinh sạch và phân tích thành phần, tính chất và hàm lượng 

của CHĐBMSH này. Các phương pháp phân tích được sử dụng trong nghiên 

cứu này là: Sắc ký bản mỏng (TLC), quang phổ hồng ngoại (FT-IR), sắc ký 

lỏng ghép khổi phổ (HPLC/MS), và cộng hưởng từ hạt nhân (1H-NMR và 13C-

NMR). 

3.8.1. Phân tích thành phần chất hoạt động bề mặt của chủng vi khuẩn 
Acinetobacter sp. G303-KL2  bằng sắc ký bản mỏng (TLC)  

Như đã đề cập ở trên, Banat và cộng sự (2010) đã chỉ ra rằng, 

CHĐBMSH được tổng hợp từ chi Acinetobacter thường thuộc nhóm Glycolipid 

[97]. Chính vì vậy, ban đầu để xác định sơ bộ CHĐBMSH do chủng vi khuẩn 

G303-KL2 tổng hợp, chúng tôi tiến hành phân tích các chất này bằng sắc ký bản 

mỏng (TLC). Trong nghiên cứu này, hỗn hợp chloroform:methanol:acetic acid 

(65:15:20 v/v/v) được sử dụng để làm dung môi động phân tách các 

CHĐBMSH được tổng hợp từ chủng vi khuẩn G303-KL2 trên bản TLC. Tiến 

hành chạy song song với chất chuẩn L-Rammnose và D-Glucose. Glycolipid 

cho vi khuẩn Acinetobacter tạo ra thường có hai gốc gắn kèm là axit béo và 

carbohydrat. Để nhận biết gốc carbohydrate, sử dụng dung dịch hiện màu 

ethanol:H2SO4 đặc tỷ lệ 1:4 (v/v) phun lên bản sắc ký. Tiếp tục làm khô trên 

ngọn lửa cho đến khi bản sắc ký hiện màu. Nếu mẫu chứa Carbohydrat sẽ xuất 

hiện điểm màu hồng tím. Giá trị Rf của CHĐBMSH tổng hợp bởi chủng G303-

KL2 được so sánh với chất chuẩn L-Rhamnose và D-Glucose [93].  
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A B C 

A. CHĐBMSH của G303-KL2; B. D-Glucose chuẩn; 

C.  L-Rhamnose chuẩn 

Hình 3.19. Kết quả TLC sản phẩm CHHBMSH được tổng hợp bởi chủng vi 
khuẩn G303-KL2  

Kết quả phân tích TLC (Hình 3.18) cho thấy cả 3 mẫu đều xuất hiện phản 

ứng màu đặc trưng của nhóm Carbohydrate đồng thời hệ số Rf do chủng vi 

khuẩn G303-KL2 tạo ra (Hình 3.18-A) gần tương đồng so với hệ số Rf của chất 

chuẩn L-Rhamnose (Hình 3.18-C). Như vậy, thành phần hóa học của 

CHĐBMSH do chủng vi khuẩn G303-KL2 tổng hợp gần giống chất chuẩn L-

Rhamnose. Tuy nhiên, để khẳng định CHĐBMSH do chủng này tạo ra có thuộc 

nhóm Glycolpid hay không thì cần tiến hành tinh sạch Rhamonolipids từ 

CHĐBMSH thô sau đó tiếp tục phân tích thành phần của CHĐBMSH này bằng 

các phương pháp khác. 
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3.8.2. Tinh sạch chất hoạt động bề mặt sinh học thô của chủng vi 
khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 

Quy trình tinh sạch CHĐBMSH thô tổng hợp bởi G303-KL2 được tiến 

hành ở Mục 2.2.7.  CHĐBMSH tinh khiết thu được tiếp tục được phân tích FT-

IR, HPLC/MS và NMR.  

3.8.3. Phân tích thành phần chất hoạt động bề mặt sinh học của chủng 
vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2  bằng quang phổ hồng ngoại 
(FT-IR) 

Sản phẩm CHĐBMSH được tổng hợp từ chủng vi khuẩn Acinetobacter 

sp. G303-KL2 được phân tích thành phần cấu trúc bằng phương pháp FT-IR. 

Kết quả FT-IR trên hình 3.19 xuất hiện các píc đặc trưng tại 2976 và 2887 cm-1 

do các dao động kéo dài của nhóm CH2 và CH3 của chuỗi acyl [98]. Các dải tại 

2738 và 1376 cm-1 đặc trưng của cấu trúc glycolipid và píc 1429 là do rung 

động biến dạng δ (CH) và 1376 cm-1 của nhóm COO- kéo dài không đối xứng 

và uốn cong CH2 và CH3 chứng minh cho sự tồn tại của liên kiết giữa nguyên tử 

cacbon và nhóm hydroxyl trong cấu trúc hóa học của thành phần glycoside [99, 

100]. Đặc biệt sự xuất hiện của dải hấp thụ tại vùng 1038 cm-1 tương ứng với 

nhóm –COC- trong các cấu trúc tuần hoàn của carbohydrate, cùng với sự xuất 

hiện của liên kết giữa nguyên tử cacbon với nhóm hydroxyl tại các đỉnh 1429-

1376 cm-1 cho thấy cấu trúc của sản phẩm chiết tách này là của vòng rhamnose, 

đây là các píc đặc trưng trên phổ FT-IR của glycolipid nói chung và 

rhamnolipid nói riêng [100]. 
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Hình 3.20. Phổ FT-IR của CHĐBMSH tách ra từ chủng vi khuẩn G303-KL2.  

3.8.4. Phân tích thành phần chất hoạt động bề mặt sinh học của chủng 
vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2  bằng HPLC/MS 

Rhamnolipid là CHĐBMSH có cấu trúc phức tạp bao gồm một đến hai 

phân tử Rhamnose liên kết với một số phân tử axit béo hydroxyl (ảnh mô phỏng 

như Hình 3.20). Để xác định xem Rhamnolipid có hiện diện trong CHĐBMSH 

do chủng vi khuẩn G303-KL2 tổng hợp không và hàm lượng Rhamnolipid trong 

CHĐBMSH này là bao nhiêu, chúng tôi sử dụng phương pháp phân tích 

HPLC/MS. Hóa chất và thiết bị sử dụng phân tích được nêu chi tiết trong Mục 

2.2.10. 

 

Hình 3.21. Mô phỏng cấu trúc Rhamnolipid 

Kết quả phân tích HPLC/MS của CHĐBSMH tạo ra bởi chủng vi khuẩn 

G303-KL2 cho thấy, tại thời gian lưu RT 17,4 phút xuất hiện các phân đoạn có 

tỷ lệ m/z tương ứng là: 650,3793; 649,3793; và 479,2490. Các nghiên cứu trước 
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đây chỉ ra rằng, tỷ lệ m/z 650,3793 đặc trưng cho số khối của di-rhamnolipid, 

còn phân đoạn với tỷ lệ m/z 649,3793 đặc trưng cho số khối của Rha-Rha-C10-

C10, là hợp chất di-rhamnolipid, mất đi 1 proton. Tỷ lệ m/z 479,2490 đặc trưng 

cho số khối của mảnh di-rhamnolipid, Rha-Rha-C10-C10, mất đi một nhánh 

ester C10H18O3 [42, 101]. Như vậy, CHĐBMSH tạo ra bởi chủng vi khuẩn có thể 

là di-rhamnolipid, Rha-Rha-C10-C10. Để làm rõ thêm thành phần cấu trúc của 

CHHBMSH được tổng hợp bởi chủng vi khuẩn G303-KL2, chúng tôi tiếp tục 

xác định hàm lượng Rhamnolipid có trong CHĐBMSH và cấu trúc của chất này 

thông qua phương pháp NMR. 

3.8.5. Xác định hàm lượng Rhamnolipid có trong chất hoạt động bề 
mặt sinh học của chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 

Kết quả phân tích thành phần CHHBMSH của chủng vi khuẩn G303-KL2 

bằng phương pháp HPLC/MS (Mục 3.7.4) cho thấy, CHĐBMSH tạo ra bởi 

chủng vi khuẩn G303-KL2 có thể là di-rhamnolipid, Rha-Rha-C10-C10. Hàm 

lượng Rhamnolipid Rham-Rham-C10-C10 trong mẫu CHĐBMSH của chủng 

G303-KL2 tiếp tục được tiến hành xác định theo các bước sau: 

* Xây dựng đường chuẩn để xác định hàm lượng Rhamnolipid có trong 

CHĐBMSH của chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 

Chất chuẩn Rhamnolipid Rham-Rham-C10-C10 với độ tinh khiết 98% của 

hãng Sigma-Aldrich. Cân 10,00mg Rhamnolipid Rham-Rham-C10-C10 chuẩn 

vào bình định mức 10,00ml; định mức bằng dung môi methanol và acetonitril 

thu được dung dịch có nồng độ 1000 (mg/l). Hút 1,0ml dung dịch này vào bình 

1000ml, định mức đến vạch được dung dịch có nồng độ 1(mg/l) (dung dịch 

chuẩn gốc). 

Pha loãng từ dung dịch chuẩn gốc để được các dung dịch có nồng độ là 1, 

2, 5, 10, 20, 50 và 100 µg/L. Lọc qua màng lọc 0,45m, tiêm vào hệ thống sắc 

kí khối phổ. Kết quả xây dựng đường chuẩn được trình bày trong Bảng 3.3 và 

Hình 3.21. Kết quả phân tích sự tương quan hàm lượng Rhamnolipids được 

trình bày ở Bảng 3.4.  
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Bảng 3.3. Kết quả xây dựng đường chuẩn của Rhamnolipid Rham-Rham-C10-
C10 

 

 

 

 

                           

 

 

 

 

 

Kết quả khảo sát sự tương quan giữa y (diện tích pic) và x (nồng độ); 

bằng phương pháp bình phương cực tiểu, kết quả cho thấy hệ số r2 = 1 ( r = 

1) chứng tỏ có sự tương quan tuyến tính chặt chẽ giữa nồng độ và diện tích pic 

của Rhamnolipid Rham-Rham-C10-C10 trong khoảng nồng độ 1 – 100 µg/L. 

 
Hình 3.22. Đường chuẩn của hợp chất Rhamnolipid 

 

* Quy trình xử lý mẫu CHĐBMSH của chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. 

G303-KL2 

Thể tích dung dịch 

chuẩn gốc V  

Bình định 

mức (ml) 

Nồng độ 

(µg/l) 

Diện tích pic 

100 (µl) 100 1 4287 

200 (µl) 100 2 8808 

500 (µl) 100 5 22370 

1000 (µl) 100 10 44974 

2 (ml) 100 20 90181 

5 (ml) 100 50 225801 

10 (ml) 100 100 451836 

Phương trình hồi qui: y = 4520.7x – 233.32 

Hệ số tương quan: R2 = 1 (→ r = 1) 
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Cân 1.00 gam mẫu CHĐBMSH vào ống li tâm 50 mL. Sau đó, thêm vào 

mẫu phân tích 10.00 mL dung môi acetonitrile, trộn đều mẩu bằng máy vortex 

với tốc độ 2000 vòng/phút, trong 1 phút. Mẫu phân tích được li tâm với tốc độ 

9000 vòng/phút, trong 5 phút. Hút chính xác 5 mL mẫu dịch chiết vào bình định 

mức 100 mL, sau đó định mức bằng nước khử ion. Cột chiết pha rắn bao gồm 

C18 (150 mg) và PSA (50 mg) được trộn đều và nhồi vào cột, cột được hoạt hóa 

bằng 3 mL methanol và 3 mL nước khử. Mẫu sau khi định mức được chảy qua 

cột chiết pha rắn với tốc độ 2 mL/phút. Rửa tạp bằng 5 mL nước khử ion và làm 

khô cột bằng bơm áp suất giảm. Dùng 2 mL dung môi methanol chứa 0.1% acid 

formic làm dung môi rửa giải chất phân tích. Mẫu sau khi rửa giải được lọc qua 

màng lọc PTFE 0.22 µm và được sử dụng để phân tích. Thể tích tiêm mẫu tối 

ưu là 5 µL với dung môi acetonitrile/nước khử ion. 

Bảng 3.4. Hàm lượng Rhamnolipid Rham-Rham-C10-C10 trong mẫu 
CHĐBMSH của chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 

 

 

 

 

 

 

 

Kết quả (Bảng 3.4) cho thấy, hàm lượng Rhamnolipid Rham-Rham-C10-C10 

trong mẫu lên men ≈ 25 mg/gam. 

3.8.6. Phân tích thành phần chất hoạt động bề mặt sinh học của chủng 
vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 bằng cộng hưởng từ hạt nhân 
(1H-NMR và 13C-NMR) 

Kết quả phân tích TLC, FT-IR và HPLC/MS cho thấy, CHĐBMSH do 

chủng G303-KL2 tổng hợp có thể là di-rhamnolipid, Rha-Rha-C10-C10. Để 

làm rõ hơn cấu trúc của CHĐBMSH này, phổ NMR 1H được thực hiện. Kết quả 

phân tích của phổ NMR 1H được biểu diễn trên Hình 3.22. Phân tích phổ 13C-

NMR cũng củng cố kết luận này. Các píc đặc trưng tại 1.106-1.094 ppm và 

4.796-4.807 ppm thể hiện nhóm -CH₃ và -CH–OH của Rhamnose. Các píc tại 

2.493-2.507 ppm và 3.37 ppm cho thấy sự hiện diện của nhóm –CH(O)–

Số lần phân tích  Diện tích peak Hàm lượng trong mẫu 

1 113769 25.2mg/g 

2 111539 24.7mg/g 

3 112490 24.9mg/g 

Trung bình 24.9mg/g 
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CH₂COO và –(CH₂)–CH(O-Rha)–CH₂COO, đặc trưng cho axit béo β-hydroxyl. 

Từ cả hai phổ phân tích, có thể kết luận rằng CHĐBMSH của chủng G303-KL2 

có cấu trúc của rhamnolipid, một loại glycolipid sinh học chứa Rhamnose liên 

kết với chuỗi axit béo [102]. 

 

 
Hình 3.23. Phổ 1H-NMR của CHĐBMSH tổng hợp bởi chủng vi khuẩn 

Acinetobacter sp. G303-KL2 

Bảng 3.5. Các nhóm chức đặc trưng trong phổ 1H-NMR của CHĐBMSH tổng 
hợp bởi chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 

Píc (ppm) Nhóm đặc trưng 

1.106-1.094 -CH3 đặc trưng trên rhamnose 

2.493-2.507 –CH(O)–CH2COO (trên axit béo β-hydroxy) 

3.117-3.165 –CH–OH (trên nhóm rhamnose) 

3.37 –(CH2)–CH(O-Rha)–CH2COO (trên axit béo β-hydroxy) 

4.796-4.807 –CH–OH (trên nhóm rhamnose) 
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Kết quả (Hình 3.23) cho thấy các nhóm chức đặc trưng có trong 

CHĐBMSH của chủng vi khuẩn Acinetobacter sp. G303-KL2 được phân tích 

bằng phương pháp 13C-NMR. Sự xuất hiện các píc đặc trưng của CH3 của nhóm 

Rhanolipid tại 18.03 ppm và các tín hiệu tương ứng của các cacbon anomeric 

của vòng rhamnose là ở 94,06 ppm. Đồng thời, tín hiệu tại 72.43-70.45 và 67.71 

là đặc trung của của C-β và C-β′ trong chuỗi axit béo (lipid) [103]. 

 

Hình 3.24. Phổ 13C-NMR của CHĐBMSH tổng hợp bởi chủng vi khuẩn G303-
KL2 
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KẾT LUẬN  

1. Từ các mẫu nước nhiễm dầu lấy tại giếng khai thác dầu, mỏ Rồng, Vũng 

Tàu, Việt Nam, đã phân lập được chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 tương 

đồng 99% với loài Acinetobacter sp. và được kí hiệu là Acinetobacter sp. G303-

KL2 đồng thời chủng này có khả năng tổng hợp CHĐBMSH trên nguồn cơ chất 

khó phân hủy là dầu thô với chỉ số E24 là 69,7% sau 12 ngày nuôi cấy.   

2. Điều kiện nuôi cấy phù hợp cho quá trình tổng hợp CHĐBMSH của 

chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 là 2% (w/v) dầu thô, 0,5% (w/v) 

(NH4)2HPO4, NaCl 1% (w/v), tỷ lệ giống 5% (v/v), pH = 8, 30oC. Ở điều kiện 

phù hợp này, chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 tổng hợp được CHĐBMSH là 

tốt nhất với chỉ số nhũ hóa (E24) đạt 69,7%, tăng ~ 14,7% so với ban đầu (E24 là 

55%). Đồng thời, sức căng bề mặt giảm từ 69,88 mM/m (trong MSM) xuống 

chỉ còn 34,11 mM/m (giảm hơn 15,1 mM/m) so với sức căng bề mặt của 

CHĐBMSH tổng hợp trước khi lựa chọn các yếu tố ảnh hưởng. 

3. Hiệu suất phân hủy dầu thô của chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 đạt được 

là 83,5% sau 12 ngày với các yếu tố ảnh hưởng được lựa chọn, cao hơn 14,5% 

so với thí nghiệm ở điều kiện trước khi lựa chọn các yếu tố ảnh hưởng (69%). 

4. Kết quả phân tích sắc ký bản mỏng (TLC), quang phổ hồng ngoại (FT-IR), 

sắc ký lỏng ghép khổi phổ (HPLC/MS) cho thấy, CHĐBMSH do chủng G303-

KL2 tổng hợp có thể là di-rhamnolipid, Rha-Rha-C10-C10. Kết luận này cũng 

được củng cố thêm dựa vào kết quả phân tích của phổ NMR 1H và phổ 13C-

NMR là CHĐBMSH của chủng G303-KL2 có cấu trúc của Rhamnolipid, một 

loại Glycolipid sinh học chứa Rhamnose liên kết với chuỗi axit béo. 

KIẾN NGHỊ  

- Chủng Acinetobacter sp. G303-KL2 có khả năng sinh tổng hợp 

CHĐBMSH và phân hủy dầu thô tương đối cao (83,5%) vì vậy cần lưu giữ 

chủng và tiến hành nghiên cứu cố định lên các vật liệu phù hợp làm giá thể 

nhằm nâng cao khả năng chống chịu và duy trì hoạt tính sinh tổng hợp 

CHĐBMSH của chủng vi khuẩn này.  
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- Tiến hành nghiên cứu đánh giá các yếu tố ảnh hưởng của chủng 

Acinetobacter sp. G303-KL2 trên quy mô lớn hơn để có thể sản xuất 

CHĐBMSH ứng dụng xử lý ô nhiễm dầu ngoài thực địa.  
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