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3.4.2. Xác định diện tích bề mặt vật liệu mang mùn cưa (BET) ........... 333 
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MỞ ĐẦU 

Ô nhiễm dầu là vấn đề nghiêm trọng ảnh hưởng đến tài nguyên nước 

toàn cầu, bắt nguồn từ nhiều nguyên nhân, trong đó có các hoạt động sinh hoạt 

và công nghiệp. Tình hình ô nhiễm này ngày càng trầm trọng hơn do các sự cố 

gần đây trong các khâu khai thác, vận chuyển, tồn trữ và sử dụng có thể phát 

lan rộng ra không gian xung quanh, gây ô nhiễm nghiêm trọng, đặc biệt trong 

môi trường biển. Vấn đề này thường xảy ra tại tuyến hàng hải, cảng biển, kho 

- trạm xăng dầu và vùng ven biển - cửa sông. Do tính kỵ nước, bền tương đối 

và thành phần hydrocarbon phức tạp, dầu khi xâm nhập môi trường có thể tạo 

màng phủ làm giảm trao đổi oxy, gây độc cho sinh vật, làm ô nhiễm nước và 

đất, đồng thời kéo theo các tổn thất liên quan đến khía cạnh kinh tế - xã hội. 

Những giải pháp quản lý và công nghệ hiệu quả là thiết yếu nhằm giảm thiểu ô 

nhiễm dầu. Hiệu suất tách dầu - nước bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố, chẳng hạn 

như thông số vận hành, chất phụ gia hóa học, thiết kế thiết bị cùng những tác 

động từ môi trường. Tuy nhiên, các phương pháp tách hiện hành thường gặp 

hạn chế về thời gian xử lý kéo dài, chi phí vận hành cao và diện tích hệ thống 

lớn, từ đó cản trở ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp.  

Ở Việt Nam, nguy cơ ô nhiễm dầu gia tăng do hoạt động dầu khí và mạng 

lưới vận chuyển - phân phối xăng dầu phát triển; ô nhiễm không chỉ đến từ sự 

cố lớn mà còn từ rò rỉ nhỏ và phát thải mạn tính kéo dài. Các biện pháp cơ học 

và hoá học giúp xử lý nhanh nhưng phụ thuộc điều kiện triển khai và có nguy 

cơ gây ra ô nhiễm thứ phát. Vì vậy, xử lý sinh học được quan tâm như hướng 

bền vững, dựa trên khả năng phân giải hydrocarbon của vi sinh vật. 

Trong số các kỹ thuật sinh học, gần đây, hướng khai thác vi khuẩn tạo 

màng sinh học (biofilm) được chú ý vì giúp tăng bám dính, duy trì sinh khối và 

nâng cao khả năng chống chịu, nhờ vậy có tiềm năng nâng cao hiệu suất xử lý 

dầu. Để ứng dụng thực tế, tạo chế phẩm ổn định; trong đó, cố định vi khuẩn tạo 

biofilm trên vật liệu mang là giải pháp triển vọng. Nhiều loại giá thể gồm 

biochar, sỏi nhẹ keramzit, mút xốp, ... đã được áp dụng. Dẫu vậy, hiện vẫn ít 

công trình đề cập đến mùn cưa nhằm cố định hệ vi sinh và hình thành chế phẩm 

phục vụ xử lý dầu ô nhiễm. Mùn cưa là loại vật liệu mang có bản chất phụ 

phẩm, sẵn có, giá rẻ, cấu trúc xốp phù hợp cho hình thành biofilm và có thể hỗ 

trợ hấp phụ hydrocarbon, nên có tiềm năng làm giá thể tạo chế phẩm. 
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Từ những lý do nêu trên, đề tài “Nghiên cứu tạo chế phẩm xử lý ô 

nhiễm dầu từ vi khuẩn tạo màng sinh học trên mùn cưa” đã được thực hiện. 

Mục đích nghiên cứu 

Xây dựng chế phẩm sinh học bằng cách cố định vi khuẩn có khả năng 

phân giải dầu cũng như hình thành biofilm trên mùn cưa; đánh giá chất lượng 

chế phẩm và hiệu quả xử lý ô nhiễm dầu trong môi trường thí nghiệm, qua đó 

kiến nghị hướng ứng dụng thực tiễn. 

Nội dung nghiên cứu 

- Nội dung 1. Phân lập thêm các chủng vi khuẩn có khả năng phân hủy các 

hợp chất hydrocarbon có trong dầu mỏ thu từ mẫu bùn và nguồn nước 

nhiễm dầu  

- Nội dung 2. Đánh giá sự hình thành màng sinh học và ảnh hưởng của các 

yếu tố pH, nhiệt độ và NaCl 

- Nội dung 3. Phân loại định tên và đánh giá tính đối kháng của các chủng 

vi khuẩn được lựa chọn 

- Nội dung 4. Thử nghiệm 02 loại vật liệu mang mùn cưa để tạo chế phẩm 

phục vụ xử lý dầu ô nhiễm. Đánh giá chất lượng chế phẩm thông qua 

mật độ vi sinh vật tổng số và hiệu quả xử lý dầu tổng số 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

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

1.1.1. Hiện trạng ô nhiễm dầu trên thế giới 

Ô nhiễm dầu từ rất sớm đã được nhận định là một trong các hình thái ô 

nhiễm hóa học nghiêm trọng đối với môi trường biển trên phạm vi toàn cầu. 

Dầu mỏ không phải một chất riêng biệt mà là hỗn hợp rất phức tạp, bao gồm 

chủ yếu hydrocarbon no, hydrocarbon thơm, nhựa và asphalten; ngoài ra còn 

chứa các hợp chất có lưu huỳnh, nito, oxy và một số kim loại vi lượng [1], [2]. 

Sự khác biệt về thành phần hóa học khiến dầu có sự đa dạng lớn về đặc tính vật 

lý, khả năng lan truyền, độ bền trong môi trường và mức độ gây độc sinh học. 

Trong số các cấu tử của dầu, hydrocarbon thơm, đặc biệt là hydrocarbon thơm 

đa vòng, thường được chú ý nhiều hơn do có độc tính sinh học cao, khả năng 

tích lũy và nguy cơ gây tác động lâu dài đối với sinh vật. Ngược lại, nhựa cùng 

asphalten là các thành phần nặng hơn, ít bị phân hủy hơn, làm gia tăng thời gian 

tồn lưu của dầu trong đất, trầm tích và môi trường nước [1, 2]. Chính đặc điểm 

này làm cho ô nhiễm dầu không chỉ là vấn đề xảy ra trong thời gian ngắn sau 

sự cố mà còn có thể để lại hậu quả môi trường kéo dài. 

Ở những thập niên gần đây, dù các sự cố tràn dầu lớn từ tàu vận chuyển 

dầu đã giảm đáng kể, ô nhiễm dầu vẫn là vấn đề môi trường nổi bật do tồn tại 

đồng thời nhiều nguồn phát thải khác nhau. Dầu có thể xâm nhập môi trường 

biển từ các tai nạn tàu chở dầu, hoạt động khai thác dầu khí ngoài khơi, xả thải 

trong quá trình vận hành tàu, rò rỉ đường ống, nước thải từ đất liền và nhiều 

nguồn phát thải mạn tính khác [3]. Điều đó cho thấy hiện trạng ô nhiễm dầu 

ngày nay không chỉ gắn với các sự cố lớn, dễ nhận biết, mà còn liên quan đến 

những dòng thải nhỏ nhưng lặp lại thường xuyên, phân tán trên phạm vi rộng 

và khó kiểm soát hơn. Sau khi đi vào môi trường, dầu tiếp tục trải qua hàng loạt 

quá trình biến đổi như bay hơi, quang oxy hóa, hòa tan, phân tán, nhũ hóa, lắng 

đọng và phân hủy sinh học. Các quá trình này diễn ra đồng thời với tốc độ khác 

nhau tùy thuộc vào đặc tính dầu và điều kiện môi trường, từ đó quyết định phạm 

vi phát tán, khả năng tồn lưu và mức độ tác động sinh học của dầu đối với hệ 

sinh thái [3]. 

Xét riêng đối với các sự cố từ tàu chở dầu, những thống kê trên phạm vi 

toàn cầu chỉ ra xu hướng giảm rõ rệt trong thời gian dài. Nếu như trong thập 

niên 1970, trung bình mỗi năm thế giới ghi nhận khoảng 79 vụ tràn dầu từ tàu 
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chở dầu có quy mô từ 7 tấn trở lên, thì đến thập niên 2010 con số này chỉ còn 

khoảng 6,3 vụ mỗi năm. Giai đoạn từ năm 2020 đến nay, số vụ trung bình vào 

khoảng 7,2 vụ/năm [4]. Riêng trong năm 2025, có 6 vụ tràn dầu từ tàu chở dầu 

được ghi nhận, bao gồm 3 vụ lớn trên 700 tấn, với tổng lượng dầu thất thoát 

ước tính khoảng 4.000 tấn [4]. Những số liệu này phản ánh tác dụng của những 

giải pháp bảo đảm an toàn hàng hải, cải tiến công nghệ tàu và tăng cường năng 

lực ứng phó sự cố trong thời gian qua. Tuy nhiên, các vụ tràn dầu lớn chỉ phản 

ánh một phần của hiện trạng ô nhiễm dầu trên thế giới, bởi trên thực tế còn tồn 

tại rất nhiều nguồn phát thải nhỏ hơn nhưng xảy ra lặp lại và kéo dài, làm cho 

tổng áp lực ô nhiễm đối với môi trường biển vẫn ở mức đáng lo ngại. 

 

Hình 1.1. Xu thế số vụ tràn dầu từ tàu chở dầu trên toàn cầu theo thống kê 

ITOPF (1970 - 2024/2025) 

Nguồn: ITOPF - “ITOPF publishes 2025 Oil tanker spill statistics” [4] 

Một trong những nguồn phát thải mạn tính đáng chú ý hiện nay là nước 

thải phát sinh trong hoạt khai thác dầu khí ngoài khơi. Đây là loại dòng thải đi 

kèm với quá trình khai thác dầu, thường chứa dầu phân tán, hydrocarbon thơm 

đa vòng, kim loại và một số hợp chất hữu cơ khác, do đó có có khả năng gây 

ảnh hưởng lâu dài tới môi trường biển khi không được kiểm soát chặt chẽ [5]. 

Ở các khu vực biển có tần suất giao thông hàng hải dày đặc, các vệt dầu nhỏ 

thường xuyên xuất hiện dọc theo các tuyến vận tải do xả thải vận hành, rò rỉ 
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nhỏ hoặc các hoạt động hàng hải liên quan. Nghiên cứu viễn thám thực hiện tại 

khu vực Đông Địa Trung Hải trong giai đoạn 2014-2023 đã ghi nhận 355 sự 

kiện ô nhiễm dầu với tổng diện tích ảnh hưởng vượt quá 6.000 km², cho thấy 

mức độ phổ biến của dạng ô nhiễm dầu phân tán tại các khu vực biển có hoạt 

động hàng hải mạnh [6]. Ở quy mô toàn cầu, việc xây dựng bộ dữ liệu chuẩn 

hóa gồm 3.550 sự cố tràn dầu trong giai đoạn 1967-2023 đã tạo nền tảng quan 

trọng cho phân tích xu hướng phát thải, nhận diện khu vực rủi ro và đánh giá 

toàn diện hơn về hiện trạng ô nhiễm dầu trên thế giới [7]. 

Ô nhiễm dầu gây ra nhiều tác động sâu rộng lên các hệ sinh thái ở cả môi 

trường đất liền lẫn thủy vực, từ những biến đổi ở cấp độ tế bào đến những thay 

đổi ở mức quần xã và toàn bộ hệ sinh thái. Trong môi trường nước, vi tảo là 

một trong những nhóm sinh vật nhạy cảm với các thành phần của dầu mỏ. Sự 

hiện diện của dầu có thể ảnh hưởng đến tốc độ sinh trưởng, hoạt động quang 

hợp, cơ cấu thành phần loài cùng cấu trúc của quần xã vi tảo, từ đó tác động 

đến bậc dinh dưỡng nền của hệ sinh thái thủy vực [8]. Đối với cá và nhiều nhóm 

động vật thủy sinh khác, việc tiếp xúc với các chất ô nhiễm có nguồn gốc từ 

dầu có thể gây tổn thương mô, bất thường phát triển, rối loạn nội tiết, làm suy 

yếu hệ miễn dịch và gia tăng tỷ lệ chết [3]. Những tác động này không chỉ xuất 

hiện ở mức phơi nhiễm cấp tính mà còn có thể tích lũy và biểu hiện trong giai 

đoạn kéo dài do ảnh hưởng của các cấu tử bền vững của dầu. 

Nhiều nghiên cứu còn cho thấy các sự cố tràn dầu lớn có thể để lại hậu 

quả sinh thái kéo dài trong nhiều năm sau khi sự cố kết thúc. Những tác động 

lâu dài này đã được ghi nhận đối với san hô biển sâu, đất ngập nước ven biển, 

quần thể chim biển, rùa biển, động vật có vú ở biển và nhiều nhóm sinh vật 

khác [9]. Khả năng phục hồi của hệ sinh thái chịu tác động từ nhiều nhân tố, 

chẳng hạn kiểu dầu, lượng dầu tràn, đặc điểm sinh cảnh, điều kiện thủy động 

lực học cũng như tác dụng của các giải pháp ứng phó sớm. Điều này cho thấy 

đánh giá ô nhiễm dầu không thể chỉ giới hạn ở khâu xác định lượng dầu bị thất 

thoát, mà cần xem xét cả độc tính còn lại, sự tồn lưu trong trầm tích và các biến 

đổi lâu dài về cấu trúc và chức năng của hệ sinh thái. 

Nhìn chung, tình hình ô nhiễm dầu toàn cầu hiện nay cho thấy một xu 

thế kép. Một mặt, các vụ tràn dầu lớn từ tàu chở dầu đã giảm rõ rệt so với trước 

đây; mặt khác, ô nhiễm dầu vẫn tồn tại dai dẳng dưới dạng phát thải mạn tính, 

phân tán và khó kiểm soát hơn [3-5]. Vì vậy, nghiên cứu hiện nay không chỉ 
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tập trung vào ứng phó sự cố cấp tính mà còn mở rộng sang giám sát bằng viễn 

thám, đánh giá độc tính sinh thái, nhận diện nguồn ô nhiễm và phát triển các 

giải pháp phục hồi hệ sinh thái. Trong số đó, xử lý sinh học đang được xem như 

một hướng tiếp cận có triển vọng nhờ khả năng giảm hydrocarbon dầu mỏ theo 

cách ít gây tác động hơn đến môi trường và có tiềm năng hỗ trợ phục hồi sinh 

thái sau ô nhiễm [10]. Có thể thấy rằng, dù hình thức biểu hiện đã thay đổi theo 

thời gian, ô nhiễm dầu vẫn là vấn đề môi trường biển nghiêm trọng ở quy mô 

toàn cầu và đòi hỏi sự kết hợp giữa phòng ngừa, giám sát, phân tích rủi ro và 

áp dụng các biện pháp ứng phó thích hợp. 

1.1.2. Hiện trạng ô nhiễm dầu tại Việt Nam 

 Việt Nam có đường bờ biển dài, nhiều cảng biển, khu công nghiệp ven 

biển, kho xăng dầu, nhà máy lọc dầu và hoạt động khai thác dầu khí ngoài khơi. 

Vì vậy, ô nhiễm dầu là một trong những nguy cơ môi trường đáng quan tâm, 

đặc biệt tại các khu vực có mật độ tàu thuyền cao như Hải Phòng, Quảng Ninh, 

Đà Nẵng, Dung Quất, Cái Mép - Thị Vải và TP. Hồ Chí Minh [11], [12]. Nguồn 

phát sinh ô nhiễm dầu chủ yếu gồm sự cố trong khai thác, vận chuyển, bốc dỡ, 

lưu chứa xăng dầu; nước thải nhiễm dầu từ cảng biển, cơ sở sửa chữa tàu, khu 

công nghiệp; dầu thải từ phương tiện giao thông thủy và dòng chảy mặt cuốn 

theo dầu mỡ từ khu vực đô thị ra sông, biển [11], [12]. 

Trong những năm gần đây, hoạt động hàng hải và dầu khí ở Việt Nam 

tiếp tục phát triển, làm tăng áp lực lên môi trường nước và trầm tích ven biển. 

Năm 2024, tổng lượng hàng hóa thông qua hệ thống cảng biển Việt Nam đạt 

khoảng 864,4 triệu tấn, tăng khoảng 14% so với năm 2023; sản lượng container 

đạt khoảng 29,9 triệu TEU, tăng khoảng 21% [14]. Bên cạnh đó, hai nhà máy 

lọc dầu Dung Quất và Nghi Sơn hiện đáp ứng khoảng 70% nhu cầu xăng dầu 

trong nước, cho thấy quy mô lớn của hoạt động nhập khẩu, vận chuyển, lưu 

chứa, chế biến và phân phối xăng dầu [15]. 

Ô nhiễm dầu ở Việt Nam không chỉ xuất hiện dưới dạng sự cố tràn dầu 

mà còn tồn tại âm thầm dưới dạng ô nhiễm mạn tính với hàm lượng thấp trong 

nước, bùn đáy và trầm tích. Các hydrocarbon dầu mỏ, đặc biệt là nhóm 

hydrocarbon thơm đa vòng - PAH như anthracen, phenanthren, pyren - có tính 

kỵ nước, khó phân hủy và dễ tích lũy trong trầm tích [17]. Một số nghiên cứu 

gần đây cho thấy PAH trong trầm tích tại Việt Nam dao động từ 33 đến 6400 
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ng/g, phản ánh sự hiện diện phổ biến của nhóm chất này trong môi trường chịu 

tác động của đô thị hóa, giao thông, công nghiệp và hoạt động dầu khí [17]. 

Dầu và các sản phẩm dầu mỏ có thể tạo màng trên mặt nước, làm giảm 

trao đổi oxy, cản trở ánh sáng, gây độc cho sinh vật thủy sinh và ảnh hưởng đến 

hệ sinh thái ven biển [12], [18]. Khi đi vào trầm tích, các hợp chất khó phân 

hủy có thể tồn lưu lâu dài, làm thay đổi cấu trúc quần xã sinh vật và tiềm ẩn 

nguy cơ tích lũy sinh học trong chuỗi thức ăn [17], [18]. Vì vậy, bên cạnh các 

biện pháp cơ học và hóa học, việc nghiên cứu các giải pháp sinh học sử dụng 

vi sinh vật phân hủy hydrocarbon, đặc biệt là vi sinh vật tạo màng sinh học trên 

vật liệu mang, có ý nghĩa thực tiễn trong xử lý ô nhiễm dầu tại Việt Nam [16], 

[17]. 

1.2. MỘT SỐ ẢNH HƯỞNG DO Ô NHIỄM DẦU GÂY RA 

Nước bị ô nhiễm không chỉ làm gián đoạn đời sống thủy sinh mà còn gây 

thiệt hại cho ngành thủy sản, du lịch và cơ sở hạ tầng ven biển [19]. Sự hiện 

diện của dầu trong nước thải làm giảm nồng độ oxy, làm xấu đi chất lượng 

nguồn nước và gây ra các nguy cơ đối với sức khỏe đáng kể, gây ra các rối loạn 

tiêu hóa, tổn thương cơ quan nội tạng và làm gia tăng nguy cơ ung thư [20]. Sự 

phát triển mạnh mẽ của công nghiệp trong những thập niên gần đây đã làm gia 

tăng lượng nước thải nhiễm dầu phát sinh từ nhiều nguồn khác nhau, khiến 

công tác quản lý và xử lý loại nước thải này trở nên phức tạp hơn, ví dụ như 

các giếng dầu, cơ sở lọc dầu, cơ sở hóa dầu, đồng thời thậm chí cả các nguồn 

trong nước như nhà hàng [21]. Thành phần dầu trong nước bị ô nhiễm rất đa 

dạng, ở nồng độ dao động từ 1 tới 40.000 mg/l. Năm 2022, sản lượng dầu thô 

toàn cầu được dự báo sẽ đạt khoảng 4.500 triệu tấn [22]. Sự tăng trưởng này đã 

dẫn đến việc tạo ra 9-14 tỷ m3 nước thải nhiễm dầu trên toàn cầu, gây ra những 

tác động nghiêm trọng đối với hệ sinh thái do các vệt dầu loang trên bề mặt làm 

ngạt thở đời sống không chỉ các sinh vật dưới nước mà cả sinh vật trên cạn, 

đồng thời cản trở sự thâm nhập của oxy và ánh sáng mặt trời [23]. 

Mặc dù ở các mức độ phức tạp khác nhau, các sinh vật được trang bị các 

công cụ phòng vệ chống lại các chất ngoại lai giúp chuyển hóa và đào thải 

những tác nhân ô nhiễm. Sự biến đổi các chất gây ô nhiễm bên trong cơ thể 

động vật được gọi là quá trình chuyển hóa sinh thể, và thường gồm hai giai 

đoạn: Pha I (giai đoạn gắn nhóm chức), gắn một nhóm chức năng vào chất 
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ngoại lai, sau đó một hợp chất hòa tan trong nước sẽ được gắn vào ở giai đoạn 

II (giai đoạn liên hợp) [24]. Sự tăng độ hòa tan trong nước giúp thúc đẩy việc 

bài tiết thông qua thận (ở động vật có xương sống) hoặc tuyến gan tụy (ở động 

vật hai mảnh vỏ, ốc sên, giáp xác [25]; và các cơ quan chuyên biệt khác liên 

quan đến tiêu hóa (động vật không xương sống nói chung). Tuy nhiên, các hợp 

chất ban đầu không hoạt động sinh học trên thực tế có thể được hoạt hóa trong 

quá trình chuyển hóa sinh học này. Đặc biệt trong giai đoạn biến đổi chức năng, 

các hợp chất có thể trở nên độc hại, gây đột biến hoặc gây ung thư hơn so với 

hợp chất ban đầu [24]. Các hệ enzyme tham gia vào tiến trình chuyển hóa sinh 

học thường nằm ở gan ở động vật có xương sống hoặc ở các cơ quan gắn với 

hoạt động tiêu hóa thức ăn ở động vật không xương sống. Hiệu quả của quá 

trình giải độc chất ngoại lai cũng phụ thuộc vào vị trí tác động của chất gây ô 

nhiễm: các loại biến đổi hóa học khác nhau có thể ảnh hưởng đáng kể đến độc 

tính, khả năng gây đột biến và khả năng gây ung thư đối với sản phẩm thu được 

[26]. 

Từ đó có thể nhận thấy ô nhiễm dầu gây ảnh hưởng rất lớn đến hệ sinh 

thái, chính vì thế, nhiều giải pháp xử lý đã được triển khai nhằm cải thiện tình 

trạng này. 

1.3. MỘT SỐ BIỆN PHÁP XỬ LÝ Ô NHIỄM DẦU 

Nước thải từ hoạt động công nghiệp có dầu cũng như các vùng đất bị ô 

nhiễm dầu tạo ra rủi ro môi trường và sức khỏe đáng kể, với những thách thức 

đa dạng giữa các quốc gia phát triển, đang phát triển và thu nhập thấp. Trong 

khi các quốc gia phát triển tiếp cận được công nghệ tiên tiến, các chất ô nhiễm 

mới đặt ra những thách thức mới. Các quốc gia đang phát triển và thu nhập thấp 

gặp khó khăn với cơ sở hạ tầng lạc hậu và thiếu khung quy định. Xử lý những 

vấn đề đó đòi hỏi cách tiếp cận tích hợp trong xử lý nước thải, kết hợp những 

giải pháp sinh học, hóa học và vật lý nhằm nâng cao đồng thời hiệu quả và độ 

bền vững. Phương pháp vật lý chủ yếu dùng để thu gom, tách và loại bỏ dầu 

nhanh trong giai đoạn đầu, nhưng khó xử lý triệt để phần dầu đã bám dính hoặc 

thấm sâu vào đất, trầm tích [20-32]. Các giải pháp hóa học được sử dụng để 

phân tán, hòa tan hoặc tách chiết các thành phần dầu, trong đó rửa đất bằng chất 

hoạt động bề mặt và sử dụng chất phân tán là những hướng phổ biến, song cần 

kiểm soát nguy cơ ô nhiễm thứ cấp và tác động sinh thái [33], [34].  
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Trong những phương án nêu trên, xử lý sinh học được đánh giá cao về 

tính bền vững vì dựa trên khả năng của vi sinh vật hoặc thực vật trong việc phân 

hủy, chuyển hóa hoặc làm giảm độc tính của hydrocarbon dầu mỏ. Các hướng 

áp dụng chính gồm kích thích sinh học, tăng cường sinh học và xử lý bằng thực 

vật, trong đó chất hoạt hóa bề mặt sinh học có hiệu quả đang kể [31], [32], [35], 

[36]. Vi khuẩn, nấm và các loài vi sinh cổ đại có khả năng phân giải 

hydrocarbon phân bố trên toàn cầu trong đại dương và là các tác nhân giữ vai 

trò đáng kể trong sự phân hủy tự nhiên của dầu bị rò rỉ [28]. Hệ vi sinh cho 

phép phân hủy các chất gây ô nhiễm này thông qua việc tiết ra một số enzyme 

để phân hủy những hóa chất hữu cơ phức tạp, tức là hydrocarbon, thành ra các 

hợp chất đơn giản hơn và dễ phân hủy hơn hoặc phân giải tiếp thành các hóa 

chất ít độc hại hơn [29]. Các enzyme do hệ vi sinh tiết ra là tác nhân phân hủy 

chất gây ô nhiễm, thể hiện hoạt động sinh học trong đất và tác động của ô nhiễm 

đến sinh học của đất. Nghiên cứu các enzyme tham gia phân hủy hydrocarbon 

có ý nghĩa quan trọng trong việc đánh giá mức độ ảnh hưởng của ô nhiễm dầu 

đến hoạt tính sinh học của đất. Đất bị ô nhiễm hydrocarbon từ các hoạt động 

công nghiệp, sự cố tràn dầu hoặc việc sử dụng các sản phẩm dầu mỏ trải qua 

quá trình phân hủy sinh học mạnh mẽ [29].  

Ngoài ra, việc sử dụng các chất mang như than hoạt tính, than hoạt tính 

biến tính, … được quan tâm nhờ khả năng hấp phụ hydrocarbon dầu mỏ, làm 

giảm tính di động của chất ô nhiễm đồng thời thúc đẩy hoạt động của hệ vi sinh 

[37-38]. 

Nhìn chung, xu thế hiện nay là kết hợp nhiều phương pháp trong cùng 

một hệ xử lý nhằm vừa giảm hàm lượng hydrocarbon dầu mỏ, vừa giảm độc 

tính còn lại và phục hồi hệ sinh thái sau ô nhiễm [19], [32], [37], [38]. 

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

1.4.1. Ứng dụng màng sinh học trong xử lý ô nhiễm dầu trên thế giới và 

Việt Nam 

Biofilm là quần thể các tế bào vi sinh vật cư trú trên bề mặt vật mang 

hoặc ở ranh giới phân cách dầu - nước, được bao bọc bởi lớp chất nền ngoại 

bào do chính chúng tiết ra [31], [32], [39]. Cấu trúc đó giúp vi sinh vật duy trì 

sự liên kết với nhau và với bề mặt bám dính, đồng thời tạo nên một vi môi 

trường tương đối ổn định cho hoạt động sống và trao đổi chất. Trong quá trình 
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xử lý dầu ô nhiễm, màng biofilm được chú ý nhiều vì có thể làm tăng mật độ 

tế bào trong hệ xử lý, hạn chế hiện tượng rửa trôi sinh khối và nâng cao khả 

năng thích nghi của vi sinh vật trước độc tính của dầu cũng như những thay đổi 

của các yếu tố môi trường [31], [32], [39]. Bên cạnh đó, sự bám dính của tế bào 

lên bề mặt giá thể hoặc bề mặt dầu - nước còn giúp vi sinh vật tiếp cận tiếp hơn 

với hydrocarbon dầu mỏ, từ đó góp phần cải thiện khả năng phân hủy các chất 

ô nhiễm.. 

Trên thế giới, việc ứng dụng màng sinh học vào xử lý ô nhiễm dầu chủ 

yếu phát triển theo hai hướng chính. Hướng thứ nhất là khai thác khả năng tạo 

thành màng sinh học của các chủng vi khuẩn có khả năng phân hủy 

hydrocarbon trong môi trường ô nhiễm. Hướng thứ hai là cố định các vi sinh 

vật này lên vật liệu mang nhằm tạo ra hệ xử lý ổn định hơn, có thể tái sử dụng 

và thuận lợi hơn cho triển khai ở quy mô thực tế [31], [39], [40]. Nhiều công 

trình đã chỉ ra hệ biofilm không chỉ nâng cao hiệu quả loại bỏ dầu mà còn hỗ 

trợ mở rộng phổ phân hủy đối với các nhóm hydrocarbon khác nhau, đồng thời 

cải thiện mức độ thích ứng của vi sinh vật với các điều kiện bất lợi như biến 

động pH, độ mặn, nhiệt độ hoặc nồng độ chất ô nhiễm cao [39]-[43]. So với hệ 

sử dụng tế bào tự do, hệ màng sinh học thường có độ ổn định sinh học tốt hơn, 

giúp duy trì hoạt tính phân hủy trong thời gian dài hơn và giảm tổn thất sinh 

khối trong quá trình vận hành. 

Hiệu quả mà màng sinh học mang lại trong quá trình xử lý ô nhiễm dầu 

còn liên quan đến khả năng hình thành các tương tác cộng đồng giữa nhiều 

nhóm vi sinh vật khác nhau trong cùng một cấu trúc bám dính. Trong hệ 

biofilm, các vi sinh vật có thể hỗ trợ lẫn nhau về mặt trao đổi chất, qua đó thúc 

đẩy quá trình phân hủy liên tiếp hoặc đồng thời nhiều thành phần của dầu mỏ 

[31], [32], [39]. Ngoài ra, ma trận ngoại bào còn giúp bảo vệ tế bào trước tác 

động bất lợi của môi trường và làm tăng khả năng lưu giữ cơ chất gần bề mặt 

màng, từ đó tạo thuận lợi để quá trình phân hủy hydrocarbon diễn ra hiệu quả 

hơn. Chính vì vậy, màng sinh học ngày càng được xem là một nền tảng quan 

trọng trong phát triển các công nghệ sinh học xử lý ô nhiễm dầu theo hướng 

bền vững. 

Tại Việt Nam, việc triển khai màng sinh học trong xử lý nguồn nước 

nhiễm dầu đã bước đầu được khảo sát trên nhiều loại vật liệu mang khác nhau 

như hạt xỉ, xơ dừa, bọt polyurethane, xenlulo và than sinh học [35], [44-48]. 
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Các vật liệu này được quan tâm vì vừa có khả năng tạo bề mặt cho vi sinh vật 

bám dính, vừa có tiềm năng hỗ trợ giữ dầu hoặc hấp phụ một phần hydrocarbon, 

qua đó giúp vi sinh vật tiếp cận và phân hủy chất ô nhiễm hiệu quả hơn. Một 

số nghiên cứu trong nước cho thấy việc sử dụng vật liệu mang thích hợp có thể 

hỗ trợ cải thiện hiệu quả xử lý dầu trong nước, đồng thời mở ra khả năng tạo 

chế phẩm sinh học có tính ứng dụng cao trong thực tế [44-48]. Việc tận dụng 

các nguồn vật liệu sẵn có, giá thành thấp hoặc có nguồn gốc từ phụ phẩm nông 

nghiệp cũng phù hợp với điều kiện nghiên cứu và ứng dụng tại nước ta, nhất là 

trong bối cảnh cần xây dựng các giải pháp xử lý theo hướng thân thiện với môi 

trường và có thể triển khai ở quy mô lớn hơn. 

Nhìn chung, màng sinh học được xem là hướng tiếp cận rất triển vọng 

trong xử lý dầu ô nhiễm nhờ khả năng ổn định sinh khối, tăng hiệu quả phân 

hủy hydrocarbon và nâng cao tính chịu đựng của vi sinh vật trong môi trường 

ô nhiễm [31], [32], [39]. Trên thế giới, hướng nghiên cứu này đã được phát 

triển theo cả chiều sâu cơ chế lẫn ứng dụng vật liệu mang, trong khi tại Việt 

Nam các kết quả bước đầu cũng cho thấy triển vọng rõ rệt của việc tạo chế 

phẩm xử lý dầu dựa trên biofilm [35], [44-48]. Đây là cơ sở quan trọng để tiếp 

tục nghiên cứu, tối ưu hóa vật liệu mang, lựa chọn chủng vi sinh vật phù hợp 

và xây dựng các hệ xử lý sinh học hiệu quả hơn trong điều kiện thực tiễn. 

1.4.2. Đặc điểm của mùn cưa trong ứng dụng xử lý ô nhiễm dầu 

 Mùn cưa là phụ phẩm lignocellulose phổ biến của ngành chế biến gỗ, có 

ưu thế về tính sẵn có, giá thành thấp, khả năng tự phân giải sinh học cùng độ 

an toàn với môi trường, vì thế có thể được dùng làm vật liệu hấp phụ trong xử 

lý dầu ô nhiễm [49-50]. Cấu phần chính của mùn cưa gồm cellulose, 

hemicellulose và lignin; cùng với cấu trúc xốp, hệ mao quản tự nhiên và diện 

tích bề mặt nhất định, các đặc điểm này tạo điều kiện cho dầu bám dính, thấm 

hút và lưu giữ trong mạng lưới sợi gỗ [49], [51]. Dẫu vậy, do chứa nhiều nhóm 

hydroxyl, mùn cưa nguyên bản vẫn thiên về tính ưa nước, nên hiệu quả giữ dầu 

còn phụ thuộc mạnh vào loại dầu, độ ẩm và điều kiện môi trường [50-51]. 

Ở dạng vật liệu ban đầu, mùn cưa có thể loại bỏ dầu nhờ các cơ chế hấp 

phụ bề mặt, thấm hút vào mao quản và giữ cơ học trong cấu trúc xốp [49-55]. 

Trong hệ nhũ tương dầu/nước, mùn cưa còn có thể tham gia vào quá trình kết 

tụ giọt dầu và hỗ trợ tách dầu khỏi nước [55]. Dù vậy, hạn chế lớn của mùn cưa 

thô là độ chọn lọc dầu/nước chưa cao, dễ hút ẩm và trương nở khi tiếp xúc với 
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nước [49-50]. Vì vậy, nhiều công trình tập trung vào cải tính bề mặt theo hướng 

tăng tính kỵ nước - ưa dầu, chẳng hạn ghép acid béo hoặc tổ hợp với vật liệu 

mang từ tính, để nâng cao khả năng hấp phụ và thuận lợi cho thu hồi vật liệu 

sau xử lý [50], [54], [56], [57]. 

Ngoài ra, biochar và các vật liệu carbon hóa từ mùn cưa cũng đang được 

quan tâm vì có thể làm giảm nhóm ưa nước, tăng độ xốp và cải thiện khả năng 

hấp phụ hydrocarbon [51], [58], [59]. Mùn cưa có thể đóng vai trò chất mang, 

hỗ trợ vi sinh vật phân hủy hydrocarbon sau giai đoạn hấp phụ ban đầu, mở ra 

khả năng tích hợp hấp phụ - phân hủy sinh học trong cùng một quy trình xử lý 

[60-61]. Nhìn chung, mùn cưa không chỉ là một chất hấp phụ giá rẻ mà còn là 

nền vật liệu sinh học linh hoạt, có thể được tối ưu hóa cho thu gom dầu nổi, xử 

lý nhũ tương dầu/nước, chế tạo biochar hấp phụ hoặc hỗ trợ phân hủy sinh học 

hydrocarbon [50], [51], [58-61]. Tuy nhiên, hiệu quả thực tế vẫn phụ thuộc 

đáng kể vào nguồn gốc gỗ, kích thước hạt, độ ẩm, phương pháp biến tính và 

điều kiện ô nhiễm cụ thể [49-51], [56-59]. 
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

Đối tượng nghiên cứu là các chủng vi khuẩn có khả năng phân hủy dầu, 

được phân lập từ các mẫu đất và nước nhiễm dầu lấy tại cảng Nghi Sơn, xã 

Hoằng Thanh,... tỉnh Thanh Hóa. 

Mẫu đất và nước nhiễm dầu chứa DO và PAH. 

Giá thể: Mùn cưa có nguồn gốc từ những nhóm gỗ phổ biến ở Việt Nam 

(ví dụ: thông, keo, cao su...) được dùng làm vật liệu giá thể nhằm giữ cố định 

tế bào. Mùn cưa được mua trên thị trường. Nghiên cứu 2 dạng mùn cưa khác 

nhau của cùng một nguồn nguyên liệu gỗ: 

+ Mùn cưa thô: các vụn to, không đồng đều, kích thước từ 3-4 mm x 6-10 mm 

+ Mùn cưa mịn: hạt nhỏ, đồng đều, kích thước 0,3 – 1 mm 

(a) (b) 

Hình 2.1 Hình ảnh vật liệu mùn cưa dạng thô (a) và dạng mịn (b) 

2.2. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ TRANG THIẾT BỊ 

2.2.1. Nguyên vật liệu 

Những mẫu đất cùng nước nhiễm dầu được nêu ở phần trên. 

Mùn cưa và các hóa chất thông dụng. 

Bảng 2.1 Các môi trường dùng nuôi cấy vi sinh vật 

Tên môi trường Thành phần 
Số lượng 

Thành phần 
Số lượng 

(g/l) (g/l) 

NH4NO3 2 Glucose 1 
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Môi trường 

HKTS thạch 

KH2PO4 1 Pepton 5 

NaCl 5 Cao men 0,2 

KCl 0,25 Cao thịt 3 

MgCl2 1,2 Thạch 20 

pH 7-7,2     

Môi trường 

khoáng Gost 

vi khuẩn 

KNO3 3 NaHPO4 0.7 

MgSO4 0.4 NaCl 1 

KH2PO4 0.3 pH 7-7.2  

Môi trường MPA 

dùng cho 

vi khuẩn  

Cao thịt  5 NaCl 5 

Pepton 10 pH 7 

Môi trường LB 

dùng cho vi 

khuẩn 

NaCl 10 Cao men  5 

Tryptone 10 pH 7-7.2  

Ngoài ra còn sử dụng các cơ chất như: phenol, dầu diesel, dầu thô, 

anthracene, pyrene, phenanthrene,… các nguyên tố vi lượng, vitamin,… để làm 

giàu và tuyển chọn vi sinh vật có khả năng sử dụng các hợp chất hydrocarbon 

trong dầu mỏ. 

2.2.2. Trang thiết bị chính 

Để thực hiện các nội dung của Luận văn này, các trang thiết bị hiện có tại 

Phòng Công nghệ Sinh học Môi trường, Viện Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam được sử dụng; ngoài ra còn được hỗ trợ thêm trang 

thiết bị và máy móc của Viện Công nghệ tiên tiến thuộc VAST; Ủy ban Đo 

lường và Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia, Hà Nội. 

- Danh mục thiết bị được nêu ở Bảng 2.2: 

Bảng 2.2 Các thiết bị được dùng trong nghiên cứu 

Tên thiết bị 
Hãng/nước sản 

xuất 
Mục đích sử dụng 

Cân kỹ thuật BJ 610C Precisa, Thụy Sĩ Để cân các vật liệu, hóa chất 

Lò vi sóng NN-S215WF 
Panasonic, Trung 

Quốc 

Đun nóng môi trường nuôi 

cấy 
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Kính hiển vi điện tử 

quét S-4800 
Hitachi, Nhật Bản Quan sát hình thái vi sinh vật  

Máy đo quang phổ UV-

1601-220V 

Shimadzu, Nhật 

Bản 

Đo mật độ quang của sinh 

khối vi sinh vật 

Kính hiển vi Eclipse 

LV-UDM 
Nikon, Nhật Bản Quan sát tế bào vi sinh vật 

Máy chuẩn pH-

CyberScan pH 620 

Eutech, 

Singapore 
Đo pH khi pha môi trường 

Máy phân tích GCMS 

QP2010 

Shimadzu, Nhật 

bản 

Kiểm tra hàm lượng các hoạt 

chất có trong lá bơ 

Máy phân tích HPLC 

Hewlett-Packard 

HP Hewlett-

Packard, Đức 

Kiểm tra hàm lượng các hoạt 

chất có trong lá bơ 

Máy ly tâm eppendorf 

5417R 
Eppendorf, Đức 

Ly tâm dịch nuôi với các thể 

tích nhỏ 

Máy vortex BR-2000 Biorad, Mỹ 
Trộn sinh khối sau khi ly 

tâm cho đồng nhất 

Tủ sấy dụng cụ JSOF - 

100 
Jsr, Hàn Quốc 

Sấy và khử trùng khô dụng 

cụ thí nghiệm 

Nồi hấp tiệt trùng MC – 

30L 
Alp, Nhật Bản 

Khử trùng môi trường, vật 

liệu, dụng cụ thí nghiệm 

Tủ ấm và tủ lắc nuôi cấy 

NB205QF 

N – Biotek, Hàn 

Quốc 
Nuôi vi sinh vật 

Tủ lạnh sâu -80oC MDF-

192 
Sanyo, Nhật Bản Bảo quản giống 

Tủ cấy vô trùng AVC-

4A1 
Esco, Singapore 

Tiến hành các bước thí 

nghiệm về vi sinh vật để 

đảm bảo tính vô trùng 

Tủ lạnh SJ-169S-DS Sharp, Thái Lan Cất mẫu tạm thời 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

Trình tự các bước nghiên cứu được minh họa bởi sơ đồ sau: 
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Hình 2.2  Sơ đồ các bước nghiên cứu 

2.3.1. Phân lập và sàng lọc các chủng phân hủy các thành phần dầu mỏ 

2.3.1.1. Lấy mẫu  

Các mẫu thu gồm mẫu đất và nước tại các khu vực nhiễm dầu được lấy 

tại cảng Nghi Sơn, xã Hoằng Thanh,... tỉnh Thanh Hóa dựa trên TCVN 7538-

6:2010 [62] và TCVN 663-1:2011 [63]. Những mẫu này được lưu giữ ở nhiệt 

độ 4°C để phục vụ các bước xử lý tiếp theo. 

2.3.1.2. Làm giàu vi sinh vật phân hủy các thành phần dầu mỏ 

Sử dụng môi trường khoáng Gost với cơ chất là dầu diesel (100 ppm) 

hoặc phối trộn PAH (50 ppm) gồm anthracen, pyren và phenanthren để làm 

giàu các quần xã vi sinh vật có khả năng phân giải dầu [64]. 

2.3.1.3. Tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả năng phân hủy các thành 

phần dầu mỏ  

Dựa trên hướng dẫn của Cung Thị Ngọc Mai và cộng sự (2012), các 

chủng có khả năng phân giải dầu diesel (DO) hoặc PAH được tiến hành phân 

lập và sàng lọc lựa chọn [64]. Chi tiết tại Phụ lục 1. 
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2.3.2. Đánh giá sự hình thành màng sinh học và ảnh hưởng của các yếu tố 

pH, nhiệt độ và NaCl 

Những chủng vi khuẩn đã được phân lập ở mục 2.3.1 được sử dụng để 

đánh giá khả năng tạo màng sinh học theo phương pháp đã được mô tả bởi Lê 

Thị Nhi Công và cộng sự [65]. Chi tiết tại Phụ lục 1. 

Khả năng tạo màng sinh học của các chủng được khảo sát dưới các điều 

kiện khác nhau: 

- Các giá trị nhiệt độ như: 4, 25, 30, 35, 40, 45 và 50ºC đã được sử dụng để thay 

thế ở bước nuôi trong tủ ấm 30ºC. 

- Nồng độ NaCl được sử dụng trong nghiên cứu là 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 và 3% 

đã được bổ sung vào môi trường LCFBM để đánh giá ảnh hưởng của NaCl lên 

khả năng tạo biofilm. 

- Các giá trị pH như 3; 4; 5; 6; 7; 8 và 9 đã được sử dụng trong nghiên cứu.  

Sau khi nuôi cấy, khả năng tạo biofilm được xác định bằng phương pháp 

đo OD570 như trên để xác định điều kiện tối ưu cho từng chủng. 

2.3.3. Phân loại định tên và đánh giá mức độ đối kháng của các chủng vi 

khuẩn tuyển chọn 

- Chủng vi khuẩn được định tên bằng phương pháp giải trình tự một phần 

gen mã hóa cho tiểu phần ribosome 16S. So sánh trình tự nucleotide 16S rRNA 

của chủng vi khuẩn mục tiêu với trình tự nucleotide của các chủng vi khuẩn 

chuẩn trên Danh sách các tên gọi sinh vật nhân sơ có vị trí trong danh pháp 

(List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature - LPSN), dựa vào 

phần mềm Clustal X và Treeview để xây dựng cây phát sinh chủng loại của 

chủng vi khuẩn này [60]. Qua đó xác định tên loài và vị trí phân loại của các 

chủng vi khuẩn. 

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

Các chủng vi khuẩn được nuôi cấy kết hợp trên cùng môi trường nhằm 

đánh giá khả năng ức chế lẫn nhau và khả năng cùng tồn tại. Những chủng 
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không có hiện tượng đối kháng sẽ được lựa chọn để phối hợp tạo chế phẩm 

sinh học. 

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. 

2.3.4. Phương pháp tạo chế phẩm 

Để tạo chế phẩm, mùn cưa được làm sạch tạp chất, sấy khô và khử trùng 

trước khi thực hiện quá trình cố định vi sinh vật. Chế phẩm được tạo ra theo 

phương pháp lên men xốp như mô tả bởi Trần Thị Lương và cộng sự (2023) 

[66]. Chi tiết tại Phụ lục 1. 

2.3.5. Xác định mật độ vi khuẩn trong chế phẩm 

Nhằm định lượng mật độ vi khuẩn trong chế phẩm, áp dụng phương pháp 

đếm đơn vị hình thành khuẩn lạc CFU đã được sử dụng [65]. Chi tiết tại Phụ 

lục 1. 

2.3.6. Thành phần các nguyên tố trên vật liệu mùn cưa được phân tích 

bằng kỹ thuật tán xạ năng lượng tia X (EDX - Energy – Dispersive X-ray 

Analysis)  

Sử dụng hệ thiết bị HORIBA 7593-H kết hợp HITACHI S-4800; khoảng 

cách làm việc 15 mm, điện thế 20 kV nhằm nhận diện các thành phần nguyên 

tố hiện diện trong mùn cưa [67]. Chi tiết tại Phụ lục 1. 

Tiến hành chuẩn bị và nạp mẫu thử vào thiết bị: mẫu mùn cưa được cố 

định trên bệ mẫu đặt trong buồng chân không của máy SEM, tại đó chùm 

electron được hội tụ và chiếu trực tiếp lên bề mặt mẫu. Khoảng cách từ đầu tip 

đến mẫu là 5-6 mm, chùm điện tử có năng lượng 5 kV đã được sử dụng.  
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2.3.7. Xác định diện tích bề mặt vật liệu mang mùn cưa bằng đường đẳng 

nhiệt hấp phụ theo lý thuyết (BET – Brunauer – Emmett – Teller)  

Sử dụng máy Horiba SA 9600 (Nhật Bản) để đo bề mặt riêng của vật liệu 

mang; đồng thời sử dụng phần mềm Excel để xử lý số liệu và thiết lập đường 

đẳng nhiệt hấp phụ theo lý thuyết [68]. Chi tiết tại Phụ lục 1. 

2.3.8. Phân tích cấu trúc vật liệu bằng kỹ thuật nhiễu xạ tia X (XRD - X-

ray Diffraction)  

Sử dụng thiết bị sử dụng đo XRD là D8-Advance, hãng Bruker, CHLB 

Đức; phổ nhiễu xạ được phân tích bằng phần mềm Diffrac.eva (Bruker) để phân 

tích cấu trúc vật liệu [69]. Chi tiết tại Phụ lục 1. 

2.3.9. Chụp ảnh hiển vi điện tử quét (SEM - Scanning Electron 

Microscopy)  

Các biofilm tạo thành cũng như mùn cưa đã được đặt nhẹ nhàng lên đĩa thuỷ 

tinh có phủ poly-L-lysine. Sau đó, màng sẽ được cố định bằng glutaraldehyde 

và OsO4; sử dụng dung môi có chứa ethanol, isoamyl acetate và CO2 để loại 

nước còn lại trong biofilm, mùn cưa; sau đó phủ plantinium để quan sát dưới 

kính hiển vi điện tử quét HITACHI S-4800 [44]. 

2.3.10. Xác định hiệu quả phân hủy dầu DO 

Để xác định mức độ phân hủy DO của chế phẩm bằng kỹ thuật phân tích 

khối lượng theo tiêu chuẩn TCVN 4582-88 [70] đã được sử dụng. 

2.3.11. Xác định hiệu quả phân hủy các thành phần hydrocarbon thơm 

Cân 10 g chế phẩm phù hợp vào 100 ml nước chứa 200 ppm hỗn hợp 

PAH hoặc 250 ppm dầu diesel vào bình tam giác 1000 ml. Đảo nhẹ rồi để tĩnh 

ở 30oC. Sau 7 ngày nuôi cấy, tiến hành kiểm tra mật độ tế bào của màng sinh 

học tạo thành trên mùn cưa, chụp ảnh hiển vi điện tử quét. Lượng dầu DO trong 

các mẫu nước trước và sau xử lý được xác định bằng phương pháp phân tích 

khối lượng theo Error! Reference source not found.. Hàm lượng hydrocarbon t

hơm còn lại bằng phương pháp phân tích sắc ký lỏng hiệu năng cao.  
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Các thí nghiệm đối chứng bao gồm thí nghiệm chỉ sử dụng hỗn hợp nuôi 

2 chủng vi khuẩn mà không có chất mang và thí nghiệm chỉ sử dụng chất mang 

mà không có vi sinh vật. 

2.3.12. Phương pháp xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được thực hiện lặp lại 3 lần và xử lý số liệu thống kê 

bằng phần mềm Excel. Từ đó, xác định trị số trung bình, độ lệch chuẩn và trình 

bày kết quả bằng đồ thị trên công cụ này. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Làm giàu và phân lập vi khuẩn trên môi trường DO hoặc PAH 

Từ những mẫu đất cùng nước nhiễm dầu, đã tiến hành phân lập và sàng 

lọc thu được hai chủng vi khuẩn, kí hiệu là B1 và B3; hai chủng này có sinh 

trưởng tốt trên nồng độ 100 ppm dầu DO và mức 50 ppm PAH (Hình 3.1).  

(a)

 (b) 

Hình 3.1 Hình thái khuẩn lạc của chủng B1 (a) và B3 (b) 

Các thử nghiệm được thực hiện với dải nồng độ cơ chất cao hơn, bao 

gồm 100, 150, 200, 250, 300 và 350 ppm, nhằm xem xét mức độ sinh trưởng 

của các chủng vi khuẩn. Kết quả cho thấy cả hai chủng đều tăng trưởng thuận 
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lợi tại mức 250 ppm đối với PAH và 300 ppm đối với dầu DO (Hình 3.2). Từ 

kết quả này, các nghiên cứu chuyên sâu tiếp theo đã lựa chọn nồng độ 200 

ppm PAH và 250 ppm DO để đánh giá hiệu quả phân giải. Mặc dù 300 ppm 

cho sinh trưởng cực đại, nhưng 250 ppm vẫn cho mật độ tế bào rất cao và ổn 

định, đồng thời giảm nguy cơ ức chế do độc tính của dầu khi tiến hành các thí 

nghiệm tiếp theo. Do đó 250 ppm được lựa chọn như mức tối ưu cân bằng 

giữa khả năng sinh trưởng và tính ổn định của hệ vi sinh. 

Hai dòng vi sinh này vẫn được sử dụng trong các thí nghiệm kế tiếp. 
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rị

 
O

D
 6

0
0
 n

m

Khả năng sinh trưởng trên dầu diesel của chủng B1

100 ppm 150 ppm 200 ppm 250 ppm 300 ppm 350 ppm

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1 ngày 2 ngày 3 ngày 4 ngày 5 ngày 6 ngày 7 ngày 12 ngày

G
iá

 t
rị
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Hình 3.2 Mức độ phát triển của hai chủng vi khuẩn B1 và B3 khi sử dụng dầu 

diesel (DO) và các hợp chất PAH làm nguồn cơ chất 

Quá trình phân hủy sinh học dầu bởi vi khuẩn đóng vai trò quan trọng 

trong xử lý và phục hồi môi trường bị ảnh hưởng bởi sự cố tràn dầu. Vi khuẩn 

phân hủy hydrocarbon được biết đến với việc tạo ra màng sinh học gồm 

exopolymer cùng các tế bào vi khuẩn gắn kết với nhau. Công trình của 

Omarova và cộng sự (2019) chỉ ra rằng màng sinh học vi sinh vật hỗ trợ ổn 

định các giọt dầu phân tán thông qua sự hình thành màng sinh học tại giao diện 

dầu-nước, do đó là giải pháp thân thiện với môi trường và bền vững để hỗ trợ 

xử lý dầu tràn [43]. Sử dụng loài Alcanivorax borkumensis trong nghiên cứu 

phân hủy hydrocarbon, nhóm tác giả này đã phối hợp sử dụng kính hiển vi 

quang học cùng kính hiển vi điện tử quét ở độ phân giải cao ở nhiệt độ lạnh, và 
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quan sát thấy các vi sinh vật này bám dính vào màng sinh học tại giao diện dầu-

nước. Nghiên cứu còn cho thấy rằng nuôi cấy vi khuẩn ở trạng thái màng sinh 

học trong 3 ngày thì có thể phân tán màng dầu ở mức độ trung bình (40–50%), 

và do đó có thể được sử dụng như phản ứng thân thiện với môi trường đối với 

sự cố tràn dầu. Sự phân tán xảy ra thông qua sự hấp phụ vi khuẩn tại giao diện 

dầu - nước cùng với vai trò hỗ trợ của các hợp chất hoạt động bề mặt sinh học 

do vi khuẩn tự tiết ra, làm giảm sức căng giao diện dầu - nước khoảng 2 lần, 

xuống còn khoảng 23 mN/m. Khi nuôi cấy vi khuẩn trong 7 ngày, sự hiện diện 

của màng sinh học tại giao diện có thể gây cản trở quá trình phân tán dầu do 

hình thành lớp màng sinh học cứng tại bề mặt phân cách dầu - nước. Các tác 

giả đã chứng minh rằng hiệu quả phân tán của chất phân tán thương mại Corexit 

9500A giảm khoảng 25% khi có màng sinh học vi sinh vật trưởng thành tại giao 

diện. Đồng thời, khoảng 90% hexadecane bị phân hủy trong khoảng thời gian 

5 ngày bởi màng sinh học của Alcanivorax borkumensis. Vì vậy, có thể thấy 

rằng vi khuẩn tạo màng sinh học và sinh chất hoạt động bề mặt sinh học sẽ là 

giải pháp thân thiện, bền vững cho môi trường và hệ tự nhiên, đồng thời có thể 

dùng để phân tán dầu khi xảy ra sự cố tràn dầu.  

Nhằm mục tiêu tạo chế phẩm bằng cách lên men các vi khuẩn lên mùn 

cưa dạng thô và dạng mịn, đặc tính hình thành màng sinh học (biofilm) của hai 

chủng B1 và B3 đã được khảo sát. Ngoài ra, để có thể xử lý ở các điều kiện 

nhiệt độ (mùa đông, mùa hè), pH (acid, kiềm), cũng như ở các vùng có độ mặn 

khác nhau, các chủng B1 và B3 được tiến hành xem xét về khả năng tạo màng 

sinh học dưới những mức nhiệt độ, pH và hàm lượng NaCl khác nhau. Kết quả 

sẽ được trình bày ở phần tiếp theo. 

3.2. Đánh giá sự hình thành màng sinh học và ảnh hưởng của các yếu tố 

pH, nhiệt độ và NaCl 

Theo nội dung đã trình bày trong phần phương pháp, các điều kiện môi 

trường gồm pH, nhiệt độ và hàm lượng NaCl với nhiều mức khác nhau đã được 

khảo sát nhằm làm rõ ảnh hưởng của chúng đến khả năng hình thành màng sinh 

học ở hai chủng B1 và B3. Kết quả tương ứng được thể hiện tại Hình 3.3a, b và 

c. Dữ liệu ở Hình 3.3a cho thấy trong khoảng pH từ 3 đến 9, chủng B1 tạo 

biofilm tốt và ổn định sau 3 ngày thử nghiệm, đồng thời cao hơn chủng đối 

chứng dương P23. Còn chủng B3 ở pH 3, sau 3 ngày mới tạo biofilm tốt. Bên 
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cạnh đó, chủng B3 tạo màng ổn định ở các pH 4 đến 7; tuy nhiên, ở pH 8 và 9, 

khả năng tạo biofilm của chủng giảm đi nhưng vẫn tương đương với đối chứng 

dương P23. Chủng đối chứng dương Acinetobacter calcoaceticus P23 là một 

chủng có khả năng hình thành biofilm tốt trong các điều kiện nhiệt độ, pH, nồng 

độ NaCl khác nhau và do nhóm GS. TS. Morikawa, Đại học Hokkaido, Nhật 

Bản cung cấp. 

Bên cạnh đó, sự hình thành màng sinh học ở các nồng độ NaCl từ 0 – 

2% diễn ra mạnh mẽ ở cả 2 chủng B1 và B3. Nhưng ở nồng độ 2,5%, chủng 

B1 tạo màng tốt hơn chủng B3. Còn ở nồng độ 3%, cả 2 chủng đều tạo màng 

không cao như ở các nồng độ NaCl thấp hơn và tương đương với chủng đối 

chứng dương. Điều đó cho thấy các chủng này đều tạo màng trong khoảng nồng 

độ NaCl dao động từ 0–3% (Hình 3b). 

Ở nhiệt độ thử nghiệm từ 25 – 50ºC, chủng B1 và B3 tạo màng vượt trội 

hơn nhiều so với chủng đối chứng P23. Tuy vậy, ở 4ºC, cả 3 chủng đều tạo 

biofilm thấp. Các kết quả về pH, nhiệt độ và nồng độ NaCl này cho thấy hai 

chủng lựa chọn có năng lực hình thành biofilm tốt ở phổ pH từ 3 đến 9; nồng 

độ NaCl từ 0 – 2,5% và nhiệt độ từ 25 – 50ºC. 

(a) 
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(b) 

     

(c) 

Hình 3.3 Tác động của các điều kiện môi trường gồm nhiệt độ (a), pH (b) và 

hàm lượng NaCl (c) đối với khả năng hình thành màng sinh học 

Công trình của Labidi và cộng sự năm 2023 [71] cũng chứng minh rằng các 

yếu tố như độ mặn, pH và nhiệt độ có ảnh hưởng đến quá trình tạo biofilm của L. 

monocytogenes. Ở nhiệt độ 37ºC, lượng biofilm của phần lớn các chủng giảm khi 

nồng độ NaCl tăng từ 0,05 lên 15%, tuy nhiên các chủng này vẫn có khả năng 

hình thành màng sinh học ngay cả ở 1ºC. Sự khác nhau về mức độ tạo biofilm 

giữa các giá trị pH 4, 5 và 6 không đáng kể, ngoại trừ một vài trường hợp riêng lẻ. 
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Khi các điều kiện bất lợi được kết hợp, chẳng hạn bổ sung 15% NaCl cùng với 

nuôi cấy ở 1 và 4ºC, sự phát triển của L. monocytogenes bị ức chế rõ rệt. Ngoài ra, 

các nghiên cứu của Bisht và cộng sự năm 2021 [72] và Giacomucci và cộng sự 

năm 2019 [73] cũng cho thấy nhiệt độ ảnh hưởng rõ rệt tới đặc điểm hình thái và 

năng lực tạo màng sinh học của vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa. 

Da Silva và cộng sự (2022) đã chứng minh các yếu tố nhiệt độ, pH và 

thời gian ảnh hưởng đến phản ứng bám dính và hình thành màng sinh học của 

Bacillus cereus, trong đó nhiệt độ cao hơn (25 và 32°C) và giá trị pH cao hơn 

(6,0, 7,5 và 9,0) dẫn đến sự hình thành màng sinh học mạnh mẽ hơn so với 

nhiệt độ thấp hơn (5 và 15°C) và giá trị pH thấp nhất (4,5) [74]. Hơn thế nữa, 

sự kết hợp giữa pH 4,5 và nhiệt độ 5°C đã ngăn ngừa quá trình bám dính của 

vi khuẩn cùng sự hình thành biofilm trong suốt thời gian nuôi cấy.  

Trong nghiên cứu của Rath và cộng sự (2022), vi khuẩn hình thành màng 

sinh học bám dính vào các chất mang và tham gia vào quá trình tuần hoàn chất 

dinh dưỡng [75]. Tuy nhiên, các điều kiện môi trường có thể làm gián đoạn quá 

trình tạo màng sinh học, từ đó tác động sau cùng đến nhiều các quá trình trao 

đổi chất khác nhau. Sự biến đổi pH và sự thay đổi tiếp theo của pCO₂ tác động 

tới khả năng sống sót, sự hình thành biofilm, và tổng hợp polysaccharide ngoại 

bào (EPS) của chủng vi khuẩn Bacillus stercoris GST-03 đã phân lập từ hệ sinh 

thái rừng ngập mặn Bhitarkanika, Odisha, Ấn Độ [75]. Việc hiểu rõ sự thay đổi 

phụ thuộc pH trong thành phần EPS và các nhóm chức liên quan của vi khuẩn 

biển sẽ cung cấp cái nhìn sâu sắc hơn về khả năng thích ứng của vi khuẩn trong 

các quá trình phân hủy và chuyển hóa các hợp chất có trong dầu mỏ. Chủng 

GST-03 có khả năng chịu đựng và hình thành màng sinh học tới pH 4, với hình 

thành màng sinh học tối đa tại pH 6. Sự thay đổi trong mô hình hình thành 

màng sinh học và các thông số khác nhau tại các điều kiện pH/pCO2 biến thiên 

đã được quan sát. Mô hình chuỗi tế bào xuất hiện tại pH 4, và hình thành màng 

sinh học tối đa đạt được tại pH 6 với sinh khối 5,28582 ± 0,5372 μm3/μm2 và 

độ dày 9,982 ± 1,5288 μm. Đặc trưng cấu trúc EPS cho thấy sự thay đổi trong 

các nhóm chức của các đại phân tử cấu thành theo pH biến thiên. Bản chất vô 

định hình của EPS cùng sự thay đổi trong liên kết và các nhóm chức liên quan 

(-R2/CHOR, –CH3, và –CH2) theo sự biến đổi pH đã được xác nhận. EPS thể 

hiện sự phân hủy hai giai đoạn với mức mất khối lượng tối đa 59,147% và ổn 
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định nhiệt tới 480°C tại pH 6. Nghiên cứu của Rath cùng cộng sự (2022) chứng 

minh hiệu quả về vai trò của EPS trong việc cung cấp ổn định cấu trúc và chức 

năng cho màng sinh học khi pH thay đổi [75]. Các phát hiện sẽ mang lại nhận 

thức tốt hơn về khả năng thích nghi của vi khuẩn trong quá trình xử lý ô nhiễm 

dầu. 

3.3. Định danh vi khuẩn 

Thông qua kỹ thuật phân tích trình tự gen 16S rRNA – đoạn gen quy định 

cho tiểu đơn vị ribosome 16S – hai chủng vi khuẩn B1 và B3 được nhận diện 

lần lượt là Bacillus sp. B1 và Rhodococcus sp. B3. Sơ đồ thể hiện mối quan hệ 

tiến hóa giữa các chủng này được trình bày tại Hình 3.4. 

Dữ liệu giải trình tự cho thấy chủng B1 có độ tương đồng lên tới 99% 

với Bacillus flexus (AB021185), trong khi chủng B3 cũng đạt mức đồng nhất 

99% so với Rhodococcus aetherovorans 10bc312 (AF447391). 

Nhiều công bố trước đây đã ghi nhận B. flexus và R. aetherovorans có 

năng lực phân hủy và biến đổi hiệu quả những hợp chất khó bị phân hủy, chẳng 

hạn như polyvinyl chloride hoặc các chất chứa nhóm phenol [76-77]. Bên cạnh 

đó, nhiều công trình đã chỉ ra khẳng định hai chi Bacillus và Rhodococcus thể 

hiện hiệu quả cao trong quá trình xử lý và phân hủy dầu [78]. 

 

(a) 
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(b) 

Hình 3.4 Cây phát sinh chủng loại của chủng B1 (a) và B3 (b) 

Hai chủng không có hiện tượng đối kháng khi nuôi kết hợp như hình 3.5. 

 

Hình 3.5 Kết quả đánh giá khả năng đối kháng giữa hai chủng vi sinh vật  

B1 và B3 

Dựa trên công bố Nogina và cộng sự (2020), chủng R. aetherivorans 

UCM Ac-603 có thể chịu đựng và chuyển hóa 100% nồng độ phenol cũng như 

56,2–94,4% các hydrocarbon khác nhau khi chúng được sử dụng làm nguồn 

carbon duy nhất [76]. Bên cạnh đó, không cần bổ sung chất dinh dưỡng thêm 

cho quá trình phân hủy, mà chủng UCM Ac-603 này có thể phát triển ở nồng 

độ phenol 500 mg/L mà không bị ức chế. Và lượng phenol này bị đồng hóa 

hoàn toàn sau 4 ngày nuôi cấy với nồng độ ban đầu là 1750 mg/L đối với tế bào 
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tự do lơ lửng và 2000 mg/L đối với tế bào cố định trên vật liệu vermiculite. Về 

tốc độ phân hủy phenol, R. aetherivorans UCM Ac-603 thể hiện khả năng phân 

hủy phenol hiệu quả ở dải nồng độ ban đầu rộng (ví dụ, 35,7 mg/L/h khi nuôi 

cấy với nồng độ 500 mg/L phenol, và 18,2 mg/L/h khi nuôi cấy với 1750 mg 

/L phenol), vượt trội đáng kể (1,2–5 lần) so với dữ liệu các công bố vi khuẩn 

có khả năng chuyển hóa phenol khác. 

Theo công bố của Juárez và cộng sự (2023) cho thấy rằng, chủng 

Rhodococcus qingshengii GOMB7 có thể sử dụng dầu thô làm nguồn carbon 

duy nhất ở điều kiện vi hiếu khí [77]. Chủng này thể hiện khả năng phân hủy 

các alkan chuỗi dài, bao gồm eicosane, tetracosane và octacosane. Phân tích bộ 

gen cho thấy sự có mặt của nhiều gen liên quan đến phân hủy hợp chất thơm, 

chẳng hạn như benA, benB, benC, catA, catB và catC; cùng năm gen alkB liên 

quan đến phân hủy alkan. Điều này là cơ sở để giải thích khả năng phân hủy 

dầu thô cũng như các alkane mạch dài của chủng này. 

3.4. Đánh giá một số đặc điểm hóa lý của mùn cưa 

3.4.1. Xác định các thành phần nguyên tố có trên vật liệu mang mùn cưa 

Mẫu mùn cưa được phân tích bằng hệ thiết bị HORIBA 7593-

H/HITACHI S-4800 ở khoảng cách làm việc 15 mm và điện thế 20 kV nhằm 

xác định tỷ lệ các nguyên tố cấu thành; kết quả được trình bày trong Hình 3.6, 

Hình 3.7 và Hình 3.8. Kết quả cho thấy mùn cưa dạng mịn chủ yếu gồm ba 

nhóm nguyên tố là C, O và Si với hàm lượng lần lượt 52,63; 47,20 và 0,17 % 

theo khối lượng. Ngoài ra, nguyên tố K cũng được ghi nhận trong mẫu mịn 

nhưng chiếm tỷ lệ rất nhỏ (0,06 %). 

Đối với mùn cưa dạng thô, bên cạnh ba thành phần nguyên tố chủ đạo 

gồm C, O và Si với hàm lượng lần lượt 48,02; 39,38 và 12,00 %, còn phát hiện 

thêm các nguyên tố S, K và Ca (Hình 3.6). Tuy vậy, hàm lượng của các nguyên 

tố này đều rất thấp, lần lượt là 0,10; 0,42 và 0,09 (%).  
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(a) 

  

(b) 

Hình 3.6 Thành phần các nguyên tố và trọng lượng của chúng trong các loại 

mùn cưa  
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(a) 

(b) 

Hình 3.7 Ảnh EDX của mẫu mùn cưa dạng mịn, gồm (a) hình SEM và (b) phổ 

phát xạ biểu thị các nguyên tố hiện diện   
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(a) 

  

(b) 

Hình 3.8 Ảnh EDX của mẫu mùn cưa dạng thô, gồm (a) hình SEM và (b) phổ 

phát xạ biểu thị các nguyên tố hiện diện   

3.4.2. Xác định diện tích bề mặt vật liệu mang mùn cưa (BET) 

Dựa trên phương thức này, đường đẳng nhiệt hấp phụ theo mô hình lý 
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thuyết cho phép xác định các thông số điển hình của vật liệu. Đối với mùn cưa 

dạng mịn, diện tích bề mặt ghi nhận 2,3237 m²/g; kích thước lỗ trong quá trình 

hấp phụ (adsorption) là 37,6944 nm và ở giai đoạn giải hấp (desorption) là 

27,9072 nm. Trong khi đó, mùn cưa dạng thô có diện tích bề mặt 2,3250 m²/g; 

kích thước lỗ khi hấp phụ (adsorption) là 37,6967 nm và khi giải hấp 

(desorption) là 27,9081 nm. Nhìn tổng thể, các thông số giữa hai loại vật liệu 

này gần như tương đương. 

Các chỉ số liên quan đến hấp phụ và giải hấp đóng vai trò then chốt trong 

đánh giá khả năng tiếp nhận và giải phóng chất ô nhiễm trên bề mặt vật liệu. 

Giá trị hấp phụ biểu thị mức độ tối đa mà vật liệu có thể lưu giữ các phân tử, 

ion hoặc hợp chất hóa học trong cấu trúc bề mặt và hệ thống lỗ rỗng, từ đó cho 

phép đánh giá hiệu suất loại bỏ chất ô nhiễm trong các ứng dụng như xử lý 

nước thải hoặc lọc khí, đồng thời xác định điểm bão hòa khi các vị trí hoạt động 

bị lấp đầy. Việc xác định các thông số này hỗ trợ lựa chọn vật liệu tối ưu và 

điều chỉnh các điều kiện vận hành, bao gồm thời gian tiếp xúc, khối lượng chất 

hấp phụ và nồng độ chất ô nhiễm. 

Ngược lại, giá trị giải hấp thể hiện khả năng vật liệu nhả lại các chất đã 

giữ trước đó, góp phần vào quá trình tái sinh để dùng lại nhiều chu kỳ, qua đó 

gia tăng hiệu quả kinh tế và xem xét độ bền trong điều kiện thực tế. Ví dụ, 

những loại vật liệu có khả năng giải hấp tốt có thể được tái sinh bằng biện pháp 

gia nhiệt hoặc xử lý hóa học nhằm loại bỏ chất bị giữ lại mà không làm giảm 

đáng kể hiệu suất ban đầu [79]. Do đó, mùn cưa được xác định là vật liệu hấp 

phụ hiệu quả với tiềm năng tái sử dụng lâu dài trong việc ứng dụng làm chế 

phẩm để xử lý ô nhiễm dầu. 

3.4.3. Xác định cấu trúc vật liệu bằng kỹ thuật nhiễu xạ tia X (XRD) 

Hình ảnh trình bày phổ nhiễu XRD của mẫu các mẫu mùn cưa dạng thô 

và dạng mịn (Hình 3.9), thu được bằng thiết bị D8- Advance, hãng Bruker, 

CHLB Đức; phổ nhiễu xạ được xử lý bằng phần mềm Diffrac.eva (Bruker) . 

Phổ nhiễu XRD của các mẫu mùn cưa cho thấy đỉnh chính sắc nét tại 

khoảng 2θ (2 theta) ≈ 22-25°, tương ứng với cấu trúc vô định hình cellulose Iβ 

đặc trưng của mùn cưa sinh học (biomass-derived char), với cường độ đếm 

vượt 4500 cps. Đường cong vừa khít (fitting curve, đường nét đứt) khớp chặt 
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chẽ với dữ liệu thực nghiệm, khẳng định độ tin cậy mô hình phân tích pha. Các 

đỉnh phụ tại 2θ ≈ 15-17° và 35° phản ánh pha tinh thể xen lẫn cấu trúc vô định 

hình, phổ biến ở vật liệu carbon hóa từ sinh khối. 

Kết quả chỉ ra các mẫu mùn cưa có cấu trúc bán tinh thể cao, hỗ trợ diện 

tích bề mặt lớn (≈2,32 m²/g) và kích thước lỗ nano (27-38 nm) như đã báo cáo 

trước đó, tăng cường khả năng hấp phụ động học trong xử lý chất ô nhiễm. Độ 

lệch thấp giữa đường vừa khít và dữ liệu thực nghiệm (R² ngầm định cao) xác 

nhận tính đồng nhất pha, quan trọng cho ứng dụng tái sử dụng lâu dài trong 

sinh học thực nghiệm. Phân tích này củng cố tiềm năng của mùn cưa dạng mịn 

làm chất hấp phụ bền vững [80]. Phổ nhiễu này cung cấp cơ sở định lượng cho 

đánh giá về cấu trúc vô định hình của các loại mùn cưa. Đồng thời cấu trúc vật 

liệu của mùn cưa dạng mịn và dạng thô cũng không có sự khác biệt đáng kể 

(Hình 3.8). 

(a) 

(b) 

Hình 3.9. Hình ảnh XRD của mùn cưa dạng mịn (a) và dạng thô (b) 
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Cố định vi sinh vật trên các nền vật liệu có nguồn gốc tự nhiên được đánh 

giá là một hướng xử lý sinh học triển vọng để nâng cao hiệu quả xử lý ô nhiễm 

do hydrocarbon có trong dầu gây ra. Với phương pháp này, các chủng vi khuẩn 

có khả năng phân hủy hydrocarbon được duy trì trên bề mặt hoặc bên trong các 

giá thể tự nhiên như than bùn, xơ dừa, trấu, bã mía hay đá núi lửa. Nhờ đặc 

điểm cấu trúc xốp, diện tích tiếp xúc lớn cùng sự hiện diện của nhiều nhóm 

chức, các vật liệu này không chỉ tạo môi trường thuận lợi cho vi sinh vật sinh 

trưởng và bám dính mà còn hỗ trợ hấp phụ hiệu quả các hợp chất hydrocarbon 

[44]. 

3.5. Đánh giá hiệu quả phân hủy dầu 

Cách tiếp cận dùng các vật liệu làm giá thể để nâng cao hiệu quả xử lý ô 

nhiễm từ lâu đã được các nhà khoa học quan tâm nghiên cứu. Trong đó, các 

chủng vi sinh được nuôi trên mùn cưa ở dạng mịn để tạo thành chế phẩm sinh 

học. Hình 3.10 minh họa ảnh SEM của vật liệu mang và chế phẩm thu được. 

Kết quả quan sát cho thấy bề mặt vật liệu ban đầu không phát hiện sự hiện diện 

của tế bào vi khuẩn (Hình 3.10a), trái lại, ở mẫu chế phẩm có thể nhận thấy rõ 

ràng các tế bào với mật độ phân bố dày đặc. 

Chế phẩm chứa 10% mùn cưa dạng mịn được bổ sung vào hệ có nồng 

độ 200 ppm hỗn hợp PAH và 250 ppm dầu DO. Sau 7 ngày thử, khả năng phân 

hủy đạt trên 85% đối với DO và khoảng 82% đối với PAH. Tương tự, với chế 

phẩm sử dụng mùn cưa dạng thô ở cùng điều kiện (200 ppm PAH và 250 ppm 

DO), sau 7 ngày ghi nhận phân hủy được 81,35% tổng dầu và 79,98% PAH. 

Ngoài ra, mật độ vi sinh vật trong chế phẩm từ mùn cưa mịn tại giai đoạn 

ban đầu và sau 6 tháng bảo quản lần lượt đạt 21×10⁷ và 5×10⁷ CFU/g. Đối với 

chế phẩm từ mùn cưa thô, các giá trị tương ứng là 16×10⁷ và 2×10⁷ CFU/g. 

Những dữ liệu này cho thấy sự chênh lệch không đáng kể so với chế phẩm sử 

dụng mùn cưa dạng mịn (Hình 3.10). 

Dmitrieva cùng cộng sự công bố năm 2022 [81] ghi nhận rằng màng sinh 

học của loài Alcanivorax borkumensis có thể phân hủy khoảng 90% hexadecane 

chỉ sau 5 ngày thí nghiệm. Ở một công trình trước đó, nhóm nghiên cứu này 

cũng cho thấy biofilm của Alcanivorax borkumensis khi hình thành trên các hạt 

đất sét đạt mức chuyển hóa 90% hexadecane sau 6 ngày quan sát. Bhatt cùng 
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cộng sự năm 2023 [82] đã xây dựng chế phẩm dựa trên nấm men Candida 

tropicalis cố định trên sỏi, đạt hiệu quả xử lý dầu DO tới 97% trong vòng 10 

ngày. Ngoài ra, chủng Pseudomonas aeruginosa LNR1 được chứng minh có 

khả năng chuyển hóa dầu DO tốt hơn khi tồn tại dưới dạng màng sinh học. 

Chandran và Das năm 2011 [83] chỉ ra rằng biofilm thuộc chi Rhodococcus có 

thể oxy hóa các hợp chất hydrocarbon từ dầu mỏ, đồng thời tạo ra chất hoạt 

động bề mặt và axit humic, qua đó nâng cao hiệu quả phân hủy dầu. Juárez và 

cộng sự năm 2023 [84] đã thực hiện một tổng quan về việc ứng dụng màng sinh 

học vi sinh trong xử lý các hóa chất độc hại, nhấn mạnh tiềm năng triển khai ở 

quy mô trong thực tế. Những kết quả này thống nhất khẳng định tầm quan trọng 

của biofilm trong xử lý các chất ô nhiễm thuộc nhóm hydrocarbon. 

  

(a) (b) 

  

(c) (d) 

Hình 3.10 Chế phẩm ở dạng mịn tạo thành dưới kính hiển vi điện tử quét (a) 

và mùn cưa dạng mịn (b); chế phẩm với mùn cưa dạng thô (c) và mùn cưa 

dạng thô (d) 

Mặt khác, ở nghiên cứu này, mùn cưa được chọn để sử dụng làm chất 

mang - một nguồn nguyên liệu dồi dào, có chi phí thấp và không tạo ra ô nhiễm 
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thứ cấp. Do đó, chế phẩm đạt được giá thành kinh tế đồng thời duy trì hiệu suất 

cao. Việc áp dụng mùn cưa còn đảm bảo tính linh hoạt trong triển khai tại các 

địa hình đa dạng, mà không ảnh hưởng đến cảnh quan môi trường. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy tiềm năng ứng dụng chế phẩm để xử lý ô nhiễm dầu mỏ 

tại các vùng ven biển, kho xăng dầu và những địa điểm tương tự ở Việt Nam. 

Để kiểm tra hiệu quả xử lý của chế phẩm ở những mức nồng độ khác 

nhau, dầu nguyên liệu với hàm lượng 200 ppm đã được sử dụng như một cơ 

chất đại diện. Thành phần của dầu thô thường bao gồm hydrocarbon mạch 

thẳng, các hợp chất thơm dạng PAH, cùng với nhựa, asphalten và một số thành 

phần khác theo Mu và Nazina năm 2022 [85]. Sau 7 ngày, hiệu suất phân giải 

của từng nhóm chất được thể hiện trong Hình 3.11. 

 

 

Hình 3.11 Hiệu quả phân hủy các hợp chất có trong dầu thô của chế phẩm tại 

các mức nồng độ khác nhau 

(HC no, hydrocarbon no; HC thơm, hydrocarbon thơm, Asp., asphalten) 

0

20

40

60

80

100

HC no HC thơm Nhựa Asp.

H
iệ
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Quan sát từ Hình 3.11 cho thấy khi áp dụng cả hai dạng chế phẩm ở nồng 

độ 10%, phần lớn các hợp chất hydrocarbon đạt mức phân hủy trên 75%, trong 

khi đó nhựa và asphalten vẫn có tỷ lệ xử lý thấp hơn. Kết quả này phù hợp với 

nghiên cứu của Radice năm 2023 [86], khi hai thành phần này được xem là khó 

bị phân hủy trong dầu mỏ. Ngoài ra, tại các mức nồng độ thấp hơn như 1%, 2% 

và 5%, hiệu quả thu được chưa thực sự nổi bật. Vì vậy, nồng độ 10% được xác 

định là điều kiện phù hợp để tiếp tục triển khai các thí nghiệm tiếp theo. 

Kết quả phân tích bằng phương pháp sắc ký khí (GC) cho thấy các hợp 

chất n-alkane (nhóm hydrocarbon no) trong khoảng từ C13 đến C27 đã bị phân 

giải ở mức đáng kể (Hình 3.12).  

 

 

Hình 3.12 Hiệu quả phân hủy các hợp chất hydrocarbon no của chế phẩm tại 

các mức nồng độ khác nhau 
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Kết quả ở Hình 3.12 cho thấy, các cấu tử có số nguyên tử carbon từ 13 

đến 18 được xử lý tương đối hiệu quả khi áp dụng chế phẩm ở các mức nồng 

độ 1%, 2% và 5%. Đáng chú ý, khi tăng hàm lượng chế phẩm lên 10%, phần 

lớn các hợp chất này đều đạt tỷ lệ phân hủy vượt ngưỡng 70%. 

Bên cạnh đó, nhóm hydrocarbon thơm đa vòng (PAH – polycyclic 

aromatic hydrocarbons) bao gồm anthracene, phenanthrene, pyrene, 

naphthalene và phenol cũng thể hiện sự suy giảm rõ rệt về hàm lượng (Hình 

3.13). Khi bổ sung chế phẩm với tỉ lệ 10%, hiệu suất xử lý tương ứng đạt 

79,97% đối với anthracene, 80,35% với phenanthrene, 70,79% đối với pyrene, 

79,53% với naphthalene và 77,32% đối với phenol. Riêng pyrene – hợp chất 

mang cấu trúc gồm bốn vòng thơm – luôn cho thấy khả năng phân hủy thấp 

hơn trong tất cả các điều kiện thí nghiệm, điều này phù hợp với đặc tính bền 

vững sinh học của nó. Tổng thể, các kết quả thu được có sự tương đồng với 

những nghiên cứu trước đây liên quan đến quá trình phân hủy sinh học các 

thành phần hydrocarbon trong dầu thô [87]. 

Khi sử dụng 2 dạng mùn cưa loại mịn và loại thô để làm chế phẩm, các 

kết quả thu được không có sự khác biệt đáng kể. Tuy nhiên, mùn cưa dạng mịn 

thuận lợi hơn trong sử dụng và có thể dùng linh hoạt ở các địa hình khác nhau. 

Tùy thuộc vào nhu cầu sử dụng, có thể cân nhắc chọn mùn cưa dạng thô hoặc 

dạng mịn để tạo chế phẩm. 

Trong nghiên cứu của Bhatt và cộng sự công bố năm 2023 [82], việc cố 

định các vi sinh vật có thể sử dụng chất ô nhiễm lên bề mặt vật liệu mang đã 

được chứng minh là làm gia tăng đáng kể hiệu quả xử lý sinh học. Quá trình 

hình thành và phát triển của vi khuẩn trên bề mặt này được ghi nhận rõ ràng 

nhờ quan sát bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM). Khả năng xử lý dầu thô đã 

được đánh giá bằng kỹ thuật sắc ký khí (GC), cho thấy phương pháp cố định 

giúp nâng cao hiệu suất phân hủy hydrocarbon khoảng 23% so với trường hợp 

vi khuẩn tồn tại ở trạng thái tự do. Cụ thể, sau 10 ngày thí nghiệm, các màng 

sinh học hình thành trên vật liệu mang đã loại bỏ được hơn 66% lượng dầu ban 

đầu. Những kết quả này cho thấy đây là một giải pháp có tính linh hoạt, chi phí 

hợp lý và giàu tiềm năng trong ứng dụng phục hồi sinh học cho các hệ sinh thái 

bị ô nhiễm. 
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Hình 3.53 Hiệu quả phân hủy các hợp chất PAH của chế phẩm tại các mức 

nồng độ khác nhau 
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cùng với các kết quả riêng lẻ trong các điều kiện đã được thực hiện, được khảo 

sát rất chi tiết [49-51]. Các phương pháp biến đổi để cải thiện tính kỵ nước của 

các chất hấp phụ tự nhiên cũng được nêu bật rộng rãi. Hơn nữa, các công bố 

này đã xem xét những ưu điểm và hạn chế của từng chất hấp phụ tự nhiên vì 

một vật liệu duy nhất khó có thể bao quát tất cả các kịch bản tràn dầu tiềm tàng. 

Hơn thế nữa, các nghiên cứu này đã được tiến hành để phác thảo một cách tiếp 

cận tích hợp dựa trên các khía cạnh vật liệu – môi trường – kinh tế [49-51]. 

Các nghiên cứu gần đây đã sử dụng những vật liệu như xơ dừa, sỏi 

keramzit và bã mía làm giá thể nhằm tạo môi trường thuận lợi cho vi sinh vật 

bám dính và hình thành lớp màng sinh học, từ đó tiến hành thí nghiệm phân 

giải dầu diesel [88]. Kết quả cho thấy, với nồng độ dầu ban đầu 250 ppm, cả 

hai dạng chế phẩm đều có thể loại bỏ hơn 90% các thành phần hydrocarbon sau 

7 ngày xử lý. Dù vậy, phần lớn các công trình hiện nay mới dừng lại ở đối tượng 

là dầu diesel – loại nhiên liệu có cấu trúc tương đối đơn giản so với dầu thô. 

Đồng thời, số lượng nghiên cứu khai thác mùn cưa như một chất mang trong 

chế phẩm xử lý ô nhiễm dầu vẫn còn ít và chưa được phát triển theo hướng hệ 

thống hóa. 

Theo Catania và cộng sự [89], trong môi trường tự nhiên, màng sinh học 

thường hình thành từ một hoặc nhiều quần thể vi sinh vật bám lên các bề mặt 

hoặc vùng tiếp xúc giữa pha sinh học và phi sinh học. Sự hình thành này được 

hỗ trợ bởi lớp polymer ngoại bào (EPS), đóng vai trò như khung cấu trúc giúp 

duy trì độ ổn định của biofilm. Khi tồn tại trong trạng thái này, vi sinh vật thể 

hiện khả năng thích nghi và chịu đựng các điều kiện bất lợi tốt hơn so với dạng 

sống tự do. Chính vì vậy, nhiều nghiên cứu đã tận dụng biofilm trên các loại 

vật liệu mang để xử lý những hợp chất hydrocarbon khó phân hủy, hướng tới 

khả năng ứng dụng ở quy mô lớn. Để triển khai hiệu quả, cần lựa chọn các vật 

liệu có đặc tính như độ xốp cao, diện tích bề mặt lớn và chi phí hợp lý, qua đó 

nâng cao tính kinh tế trong xử lý ô nhiễm dầu [88-89]. Bên cạnh đó, mùn cưa 

còn có ưu thế khi có thể được tận dụng làm nhiên liệu sau quá trình xử lý, góp 

phần tối ưu hóa việc sử dụng tài nguyên trong các giải pháp môi trường. 

Với sự phát triển kinh tế - xã hội nhanh chóng, dầu mỏ được sử dụng 

rộng rãi trong mọi khía cạnh của xã hội hiện đại. Tuy nhiên, việc khai thác, vận 

chuyển và chế biến dầu mỏ chắc chắn dẫn đến việc tạo ra một lượng lớn nước 
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thải nhiễm dầu. Các chiến lược tách dầu/nước truyền thống thường kém hiệu 

quả, tốn kém và phức tạp trong vận hành. Do đó, cần phải phát triển các vật 

liệu xanh, chi phí thấp và hiệu quả cao mới cho việc tách dầu/nước. Là các vật 

liệu sinh học tổng hợp tự nhiên có nguồn gốc dồi dào và có thể tái tạo, vật liệu 

gốc gỗ đã trở thành một lĩnh vực nghiên cứu nóng hổi gần đây. Các nghiên cứu 

tập trung vào ứng dụng của một số vật liệu gốc gỗ trong việc tách dầu/nước 

ngày càng được chú trọng [52-54].  

Như vậy, các nghiên cứu về xốp gỗ, sợi bông, aerogel cellulose, màng 

cellulose và một số vật liệu gốc gỗ khác cho việc tách dầu/nước trong vài năm 

qua và đưa ra triển vọng về sự phát triển trong tương lai của chúng trong xử lý 

ô nhiễm dầu. Tuy nhiên, cho tới nay, các nghiên cứu về việc sử dụng các vật 

liệu này để làm chất mang cho các vi sinh vật cố định trên đó và ứng dụng tổ 

hợp vật liệu mang – vi sinh vật tạo màng sinh học này còn chưa có nhiều công 

bố. Chính vì vậy, nghiên cứu này là một ví dụ về việc sử dụng vật liệu có nguồn 

gốc từ gỗ, nhưng ở dạng phế phụ phẩm của quá trình sản xuất và chế biến gỗ, 

để tạo chế phẩm xử lý ô nhiễm dầu.  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

- Từ các mẫu nhiễm dầu lấy tại khu vực ven biển Thanh Hóa, đã phân lập 

thêm được 02 dòng vi khuẩn có khả năng phân giải dầu diesel (DO) và hỗn 

hợp các hydrocarbon thơm như anthracen, pyren và phenanthren.  

- Đã đánh giá được khả năng tạo màng sinh học của các chủng phân lập được 

và xác định được tác động của nhiệt độ, NaCl, pH đến khả năng tạo màng 

sinh học của các chủng. Các chủng hình thành biofilm hiệu quả ở khoảng 

pH trong khoảng 3 đến 8, nhiệt độ từ 25–50 °C và nồng độ NaCl từ 0–3%. 

- Định danh được các chủng vi khuẩn lựa chọn là Bacillus sp. B1 và 

Rhodococcus sp. B3 bằng phương pháp giải trình tự 16S rRNA. Các chủng 

không bị đối kháng lẫn nhau và có thể sử dụng cùng nhau để tạo chế phẩm 

với vật liệu mang. 

- Đã xác định được cấu trúc và các tính chất vật lý của mùn cưa dạng mịn và 

dạng thô. Sau 7 ngày thử nghiệm với nồng độ cơ chất 250 ppm (DO) và 200 

ppm (PAH) hiệu quả phân hủy khi sử dụng 10% chế phẩm đạt 85% đối với 

dầu DO và xấp xỉ 82% đối với các hợp chất PAH.  

KIẾN NGHỊ 

- Thử nghiệm sản xuất ở các quy mô 50; 100 và 500 kg/mẻ 

- Thử nghiệm xử lý ô nhiễm ở quy mô lớn hơn trong phòng thí nghiệm và ở 

các địa điểm bị ô nhiễm dầu
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sinh vật tạo màng sinh học trên vật liệu mang để xử lý ô nhiễm dầu, Tuyển tập 

báo cáo hội nghị - Tiểu ban ứng dụng và triển khai công nghệ, pp. 226-231. 

89. Catania V., Lopresti F., Cappello S., Scaffaro R., Quatrini P., 2020, Innovative, 

ecofriendly biosorbent-biodegrading biofilms for bioremediation of oil- 

contaminated water, New Biotechnology, 58, pp. 25-31. 

 



 
 

PHỤ LỤC 1 

2.3.1.3. Tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả năng phân hủy các thành phần 

dầu mỏ  

Sau một thời gian nuôi cấy làm giàu các mẫu, các chủng vi khuẩn có trong các 

mẫu đó sẽ được phân lập trên các môi trường tương ứng để chọn ra các chủng có 

khả năng phân hủy dầu diesel (DO) hoặc PAH [64]. 

Chi tiết như sau: 

 Làm giàu vi sinh vật 

Nguyên tắc: 

Tạo môi trường thích hợp làm gia tăng số lượng vi sinh vật từ mẫu thu thập 

ban đầu trên nguồn cơ chất quan tâm. 

Tiến hành: 

Hút 5 ml mẫu nước thải vào 4 bình tam giác 250 ml có chứa 50 ml môi 

trường muối khoáng Gost dịch, 0,1% vitamin, 1% dầu diesel hoặc 50 ppm phenol, 

ứng với mỗi cơ chất có một bình không và có bổ sung 0,1% glucose. Nuôi lắc các 

bình ở 200 vòng/phút, ở 30oC, sau 7 ngày nuôi, chuyển 10% dịch làm giàu lần 1 

sang bình nuôi cấy thứ 2 chứa các thành phần giống như ở lần làm giàu thứ nhất, 

quá trình nuôi cấy làm giàu được tiến hành 3 lần. 

 Chuẩn bị đĩa thạch có chứa dầu diesel, phenol 

Môi trường muối khoáng Gost thạch sau khi khử trùng để nguội tới khoảng 

50 - 60oC rồi được đổ vào các đĩa petri (đã tiệt trùng) trong box cấy vô trùng. Mỗi 

đĩa đổ khoảng 20 ml môi trường. Sau khi thạch đông (đĩa khô), hút dầu diesel 

hoặc phenol với lượng tương ứng như khi làm giàu vào đĩa. Dùng que trang thủy 

tinh khử trùng gạt cho tới khô. 

 Tìm kiếm tập đoàn vi sinh vật và phân lập, phân loại một số chủng vi khuẩn 

có khả năng sử dụng dầu diesel, phenol được tuyển chọn sau 3 lần làm giàu dựa 

vào đặc điểm hình thái khuẩn lạc 



 
 

Nguyên tắc: 

Thu được quần xã vi sinh vật có khả năng phát triển trên môi trường chứa 

dầu diesel, phenol; tách rời các tế bào vi sinh vật và nuôi cấy các tế bào trên môi 

trường dinh dưỡng để tạo khuẩn lạc riêng rẽ. 

Tiến hành: 

- Gạt kiểm tra các mẫu sau khi làm giàu lần 1, lần 2 và lần 3 

- Sau khi pha loãng các mẫu làm giàu đến nồng độ tới hạn, hút 0,1 ml dịch 

mẫu đã pha loãng cho vào đĩa thạch có chứa phenol, dầu diesel đã chuẩn bị ở trên.  

- Dùng que chang trải đều mẫu khắp bề mặt thạch 

- Tiếp tục sử dụng que này để trải đều khắp bề mặt thạch ở đĩa thứ 2, thứ 

3.v.v..ở các độ pha loãng khác nhau. 

- Các đĩa sau khi cấy gạt được bao gói cẩn thận và nuôi ở tủ ấm 30oC trong 

7 ngày sẽ thu được tập đoàn vsv và các khuẩn lạc riêng rẽ. Đánh dấu các khuẩn 

lạc khác nhau dựa vào hình thái và màu sắc khuẩn lạc. 

2.3.2.1. Phương pháp xác định khả năng tạo biofilm của các chủng vi sinh 

vật 

Để đánh giá khả năng tạo màng sinh học của các chủng vi sinh vật phân lập 

được, phương pháp [65] đã được sử dụng bằng cách đưa chủng nuôi cấy non vào 

môi trường MPA lỏng. Màng sinh học tạo thành sẽ được rửa bằng nước cất vô 

trùng để loại bỏ hoàn toàn môi trường nuôi cấy và cố định bằng dung dịch tím 

tinh thể 0,1%. Màng hình thành này sẽ được rửa lại bằng DMSO và đo ở bước 

sóng 570 nm. Các chủng có mật độ quang học cao sẽ được lựa chọn. 

Các giá trị pH, nhiệt độ, nồng độ NaCl khác nhau đã được sử dụng để xác định 

ảnh hưởng của chúng lên khả năng tạo biofilm của các chủng phân lập được. 

 Chuẩn bị 

Chất nhuộm màng là dung dịch tím tinh thể 0,1%, chất tẩy màu là dung 

dịch axit acetic 33%, quấn giấy bạc kín lọ đựng các dung dịch trên để tránh bị oxi 

hóa. 



 
 

 Nuôi preculture 

Mục đích: 

Tạo nguồn sinh khối để thử khả năng hình thành màng sinh học của các chủng vi 

khuẩn. 

Tiến hành: 

- Cấy các chủng vi khuẩn trên môi trường giàu dinh dưỡng (LB hoặc MPA) 

dạng dịch. Sau 14 – 16 h nuôi cấy, đem ly tâm loại dịch, thu sinh khối: ly tâm 3 

lần ở 12.000 rpm, 4oC trong vòng 10 phút và rửa nước cất 2 lần với thể tích tương 

ứng. Bổ sung nước cất sau lần ly tâm cuối cùng và đánh tan sinh khối. 

- Đo mật độ quang phổ (Opitical Density - OD) ở bước sóng 600 nm  

Sự sinh trưởng của vi khuẩn trong môi trường lỏng được đánh giá thông 

qua giá trị mật độ quang OD600 nm bằng máy quang phổ UV-Vis. Mẫu trắng là 

môi trường nuôi cấy không chứa vi khuẩn. Dịch nuôi cấy được lắc đều, đo độ hấp 

thụ tại bước sóng 600 nm. Trong trường hợp mẫu được pha loãng, giá trị OD600 

thực được tính bằng giá trị OD đo được nhân với hệ số pha loãng. Giá trị OD600 

phản ánh mức độ tăng sinh khối vi khuẩn trong môi trường nuôi cấy. 

- Pha loãng dịch sinh khối bằng nước cất để đạt OD là 0,3 

- Pha 1% dịch này vào các eppendorf chứa 297 μl môi trường MPA. Bố trí 

thí nghiệm lặp lại 3 lần. 

- Nuôi ở tủ ấm 30oC trong 24, 48 và 72 h. 

 Kiểm tra khả năng tạo màng sinh học của chủng vi khuẩn 

Nguyên lý: 

Màng sinh học có khả năng bắt giữ tím tinh thể sau khi nhuộm cố định ở 

nhiệt độ phòng. Bổ sung dung dịch axít acetic 33% sau nhuộm có tác dụng hòa 

tan màng sinh học, lúc này các tím tinh thể sẽ được giải phóng và hòa tan trong 

dung môi. Giá trị mật độ quang học thu được sẽ tỷ lệ với khả năng bắt giữ tím 

tinh thể của màng, tức khả năng tạo màng sinh học của chủng vi khuẩn tương 

ứng. 

Tiến hành: 



 
 

Cứ sau 24 h lấy các eppendorf chứa mẫu nuôi, mỗi chủng tương ứng với 3 

eppendorf cho mỗi ngày và tiến hành kiểm tra khả năng tạo màng sinh học theo 

các bước sau: 

- Dùng pipetman hút dịch nuôi cấy nhè nhẹ ra (không làm vỡ màng) 

- Rửa nhẹ nhàng màng sinh học bằng 500 μl nước cất (5/3 lần thể tích dịch 

nuôi), rồi hút ra lặp lại lần nữa. 

- Cho 300 μl dung dịch tím tinh thể 0,1% vào các eppendorf 

- Đợi 10 phút để cố định, ở nhiệt độ phòng 

- Loại dung dịch tím tinh thể 

- Rửa bằng nước cất, 2 lần với lượng gấp 5/3 lần dịch tím tinh thể 

- Cho dung dịch axit axetic vào với lượng bằng thể tích dịch nuôi 

- Đảo trộn hỗn hợp này rồi đo OD ở bước sóng 570 nm. 

2.3.4. Phương pháp tạo chế phẩm 

Các vật liệu mang được làm sạch tạp chất, sấy khô và khử trùng trước khi tiến 

hành cố định vi sinh vật chuyển hóa dầu. Các chủng vi sinh vật lựa chọn sẽ được 

nhân nuôi trong 500 ml môi trường MPA lỏng. Dịch nuôi cấy sau đó được ly tâm 

loại bỏ môi trường nuôi và được rửa 2 lần bằng nước cất. Tiến hành đo OD ở 

bước sóng 600 nm và đồng thời đếm mật độ tế bào để xây dựng đường chuẩn. 

Pha loãng dịch sinh khối vi khuẩn sao cho đạt mật độ tế bào là 108 CFU/ml và bổ 

sung mùn cưa vào. Ủ hỗn hợp sinh khối vi sinh vật và vật liệu mang ở 28oC±2 

trong 5 ngày. Chế phẩm được lên men xốp ở các nhiệt độ và độ ẩm khác nhau 

thích hợp cho quá trình lên men xốp. Sau 5 ngày lên men, chế phẩm được sấy ở 

nhiệt độ 40oC để tạo chế phẩm [66]. 

Mật độ tế bào vi sinh vật được xác định theo phương pháp đếm số lượng 

khuẩn lạc CFU. 

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. 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. Thành phần các nguyên tố trên vật liệu mùn cưa được phân tích bằng 

kỹ thuật tán xạ năng lượng tia X (EDX - Energy – Dispersive X-ray Analysis)  

Các thành phần nguyên tố trên mùn cưa được đo trên thiết bị là HORIBA 7593-

H/HITACHI S-4800, khoảng cách làm việc là 15 mm, điện thế là 20 kV. 

Mẫu được đặt vào kính hiển vi điện tử quét HITACHI S-4800 (SEM), và phủ 

bằng Platin trong 40 giây, sau đó đo ở thế 5 kV, khoảng cách từ đầu tip tới mẫu 

là khoảng 5-6 mm. Mẫu được kích thích bằng chùm điện tử năng lượng cao (5 

kV), sau đó máy dò EDX sẽ thu nhận các tia X đặc trưng phát ra từ mẫu. Năng 

lượng và cường độ của các tia X này được phân tích bằng phần mềm để xác định 

loại nguyên tố và hàm lượng tương đối của chúng trong mẫu.  

Chuẩn bị mẫu: 

 Làm sạch mẫu: Loại bỏ bụi bẩn, chất gây ô nhiễm trên bề mặt vật liệu mang 

mùn cưa bằng các phương pháp như làm sạch bằng tia cực tím và ozone để đảm 

bảo độ chính xác của phép đo.  

 Đặt mẫu vào thiết bị: Mẫu mùn cưa được đặt lên giá đỡ trong phòng chân 

không của máy SEM, nơi chùm điện tử được tập trung và chiếu lên mẫu.  

Phân tích bằng chùm điện tử:  



 
 

 Tương tác với mẫu: Chùm điện tử năng lượng cao từ máy SEM tương tác 

với các lớp vỏ electron bên trong của nguyên tử trong mẫu. 

 Phát xạ tia X đặc trưng: Sự tương tác này làm bật electron khỏi lớp vỏ, tạo 

ra các lỗ trống. Khi electron từ lớp vỏ cao hơn di chuyển xuống để lấp đầy lỗ 

trống, nó giải phóng năng lượng dư thừa dưới dạng tia X có năng lượng riêng 

biệt, đặc trưng cho mỗi nguyên tố. 

Thu nhận và phân tích tia X: 

 Máy dò EDX: Máy dò EDX thu nhận các tia X phát ra từ mẫu. 

 Phổ năng lượng: Máy dò ghi lại năng lượng và cường độ của từng tia X. 

 Xác định nguyên tố: Phần mềm sẽ phân tích phổ năng lượng này, so sánh với 

các thư viện phổ nguyên tố để xác định loại nguyên tố nào có mặt trong mẫu dựa trên 

năng lượng đặc trưng của chúng. 

 Định lượng hàm lượng: Cường độ của các đỉnh trong phổ năng lượng được 

sử dụng để ước tính hàm lượng tương đối của từng nguyên tố có trong mẫu. 

2.3.7. Xác định diện tích bề mặt vật liệu mang mùn cưa bằng đường đẳng 

nhiệt hấp phụ theo lý thuyết (BET – Brunauer – Emmett – Teller)  

Diện tích bề mặt riêng có thể được xác định bằng đường đẳng nhiệt hấp phụ 

theo lý thuyết BET (Brunauer-Emmett-Teller). Cần thực hiện quá trình hấp phụ 

vật lý khí nitơ (N₂) lên mẫu vật liệu ở nhiệt độ nitơ lỏng (77,4 K) và đo thể tích 

hoặc khối lượng khí hấp phụ tại các áp suất khác nhau, sau đó vẽ đường cong hấp 

phụ đẳng nhiệt và sử dụng phương trình BET để tính toán diện tích bề mặt riêng 

trên phần mềm Excel. 

Chuẩn bị mẫu: 

Mẫu mùn cưa cần được làm sạch và sấy khô trong điều kiện chân không để 

loại bỏ các tạp chất và hơi ẩm trên bề mặt, đảm bảo độ chính xác cho phép đo. 

thiết bị Horiba SA 9600 (Nhật Bản) được sử dụng để đo.  



 
 

Thực hiện phân tích hấp phụ: 

 Đặt mẫu vào máy phân tích hấp phụ khí.  

 Dùng khí nitơ làm chất hấp phụ, vì nó có khả năng hấp phụ vật lý trên bề 

mặt vật liệu ở nhiệt độ rất thấp. 

 Tăng dần áp suất của khí nitơ và đo lượng khí bị hấp phụ trên bề mặt mẫu.  

 Thực hiện quá trình khử hấp phụ để có đường cong giải hấp phụ.  

Vẽ đường cong hấp phụ đẳng nhiệt (BET plot): 

Biểu đồ biểu diễn mối quan hệ giữa lượng khí bị hấp phụ và áp suất tương đối 

được vẽ dựa trên dữ liệu đo được. 

2.3.8. Phân tích cấu trúc vật liệu bằng kỹ thuật nhiễu xạ tia X (XRD - X-ray 

Diffraction)  

Thiết bị sử dụng đo XRD là D8- Advance, hãng Bruker, CHLB Đức; Phần 

mềm để phân tích phổ: Diffrac.eva của Bruker. 

Tạo chùm tia X: Tia X được tạo ra từ ống tia X, sau đó được chuẩn trực để hội 

tụ thành một chùm tia hẹp. 

Chiếu mẫu: Chùm tia X được chiếu vào mẫu vật liệu đặt trong giá đỡ. 

Thu thập dữ liệu nhiễu xạ: Các tia X bị nhiễu xạ ở các góc khác nhau tùy thuộc 

vào cấu trúc tinh thể của vật liệu, sau đó được đo cường độ bằng máy dò tia X. 

Quét góc: Máy dò hoặc mẫu được di chuyển để quét một phạm vi các góc 2θ 

(góc giữa tia tới và tia phản xạ).  

Phân tích phổ nhiễu xạ: Kết quả được biểu diễn dưới dạng phổ nhiễu xạ, một 

biểu đồ biểu diễn cường độ nhiễu xạ theo góc 2θ. 

 



 
 

PHỤ LỤC 2



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 


































