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1. Gioi thigu

Dau mo va Cac san pham tir ddu moé dong vai trd vo cling quan trong trong doi séng xa hoi va
nén kinh té cua cac nudc trén thé gio1 trong d6 co Viét Nam. Khoang 200 tri¢u tan dau duogc van
chuyén hang nim qua cac ving bién ngoai khoi Viét Nam tir Trung Péng toi Nhat Ban va Triéu
Tién [1]. Cac hoat dong thong thuong kém theo viéc khai thac va van chuyén dau gay ra tinh
trang 6 nhiém nghiém trong do dau. Vi du céc tau chd dau lam thoat ra bién t&i 0,7% tai trong
clia ching trong qua trinh van chuyén thong thuong [1]. Song bién va gié déu c6 chidu hudng
dua luong dau thoat ra tAp vao bd bién Viét Nam. Theo théng ké, tir nim 1992 dén nay c6 190 sy
¢b tran dau xay ra tai Viét Nam, trong d6 c6 37 vu ngoai khoi chiém 19%, 88 vu ven bd chiém
47% va 65 vu trén dat lién chiém 34% [1]. bay 1a nguyén nhén 16n gy 6 nhiém dat va nude.
Theo thong ké cua Hiép hoi cac chi hang cho dau quoc té, trong s 39 quoc gia dugc thong ke,
Viét Nam la mot trong 3 qudc gia (cung v6i Trung Qudc va Hoa Ky) ¢6 sb luogng sy ¢b tran dau
nhiéu nhat véi sé lugng tir 10 su ¢d tre 1én, trong 5 nam tro lai day [1]. Pic biét, do sy phat trién
ctia d6 thi hoa, cong nghiép hoa va nhu cau nang luong ngay cang tang, viéc khic phuc va phuc
hdi méi trudng tai cac khu vuce bi 6 nhiém dau dang la mét trong nhimg van dé nhan duoc nhiéu
su quan tm va can phuong phap hiéu qué an toan dé bao t6n hé sinh thai [2].

Trong s6 cac giai phap xir Iy 6 nhiém dau mot cach hiéu qua va bén viing, viéc sir dung vi
sinh vat tao mang sinh hoc trén cac vat liéu mang dé tao ra cac ché pham xtr Iy 6 nhidm dau di va
dang dugc quan tim nghién ctu [3], [4]. Cac vat liéu mang nay c6 cic cau tric rong va xdp, co
vai tro 1a chat hap phu dau va cac thanh phan ciia dau. Nho 0, cac vi sinh vat tao mang sinh hoc
ton tai trén bé mit cua cac vat liéu mang nay sé& dé dang tiép can voi cac chat gdy 6 nhiém va
nhanh chéng st dung cac chit nhu ngudn carbon va ning luong cho qué trinh sinh truéng cua
chung [5]-[8]. Pay chinh 1a diém khac biét véi cac san pham hoa hoc va sinh hoc dang cé trén thi
truong. Mot sd vat liéu mang nhu than sinh hoc, soi nhe,... da dugc st dung lam ché pham xir ly
6 nhiém dau [3], [8]. Tuy nhién, than sinh hoc c6 nhuoc dlem vé mat thidm mi khi sir dung tai cac
kho xang diu; con soi nhe gay kho khin trong van hanh tai mot sb khu vure ty nhién. Pong thoi,
viéc tim kiém céc vat liéu mang sinh hoc méi luén duge chii trong dé gia ting hiu qua xur 1y va
giam chi phi san xuét.

Vi vy, trong nghién ctru ndy, mun cua di duogc lya chon dé 1am chét mang cho céc chung vi
khudn tao mang sinh hoc c6 kha ning phén huy dau. Tir d6 tao ra ché phdm sinh hoc va thi
nghiém hiéu qua xir Iy 6 nhim dau cta ché pham.

2. Vat li¢u va Phwong phap nghién ctru
2.1. Vit liéu

Céac mau dat va nudc bi 6 nhiém dau ldy & mot s6 ving ven bién Thanh Héa nhu cang Nghi
Son, xa Hoé“mg Thanbh,...

Mun cua duge thu mua tir co s& ché bién gd & Ha Noi. Kich thudc hat tir 0,5-4 mm. Mun cua
c6 dac tinh x0p, ty trong thap, dé giit am va khang mdc.

Mbi truong Meat-Peptone-Agar (MPA): cao thit: 5 (g/L), peptone: 10 (g/L), NaCl: 5 (g/L), pH
7. Mbi truong MPA thach thi b sung 18 g/L agar.

Maoi truong khoang Gost: KNOs: 3 (g/L), MgSOy: 0,4 (g/L), KH,PO,: 0,3 (g/L), NaHPO,: 0,7
(g/L), NaCl: 1 (g/L), pH 7-7,2.

2.2. Phwong phap
2.2.1. Ldy mdu

_ Str dung céc phuong phap thong thudng dé 14y cac mau dét va nue ¢ nhing diém b 6 nhiém
diu theo TCVN 7538-6:2010 [9] va TCVN 663-1:2011[10]. Céc miu nay sé duoc bdo quan & 4
°C nham phuc vu cho céc cong viéc sau do.
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2.2.2. Nudi cdy bang phirong phdp lam giau

_ Cac mau thu thap vé s€ dugc nudi cdy trong méi trudng mudi khoang c6 bd sung 100 ppm
dau diesel hoac 50 ppm hon hop hydrocarbon thom da vong (PAH) gébm anthracene, pyrene va
phenanthrene [11].

2.2.3. Phdn ldp va tuyén chon cdc ching c6 kha ndang phan hiy cdc thanh phan dau mo

Sau mot thoi gian nudi cdy lam gidu cac mau, cic chung vi khuin c6 trong cac mau do s&
duoc phan lap trén cac mdi trudng tuong tng dé chon ra ciac chung c6 kha nang phan huy dau
diesel (DO) hoac PAH [11].

2.2.4. Phuong phdp xac dinh kha nang tao biofilm cua cac chung vi sinh vdt va xdac dinh anh
hieong ciia mot sé diéu kién nhie pH, nhiét @, nong dé NaCl Ién kha ndng tao biofilm

Dé danh gia kha ning tao mang sinh hoc cua céac chung vi sinh vét phan 1ap dugc, phuong
phap [12] da duoc sir dung bang cach dua chung nu6i cay non vao méi truong MPA long. Mang
sinh hoc tao thanh s& dugc rira bang nudc cat vo triung dé loai bé hoan toan méi truong nudi cay
va cd dinh bang dung dich tim tinh thé 0,1%. Mang hinh thanh niy s& dugc rira lai bang dimethyl
sulfoxide (DMSO) va do ¢ budc song 570 nm. Cac ching c6 mat 0 quang hoc cao s€ dugc lya
chon. Ching Acinetobacter calcoaceticus P23 dugc cung cdp bdi GS. Morikawa (Pai hoc
Hokkaido, Nhat Ban) di duoc dung lam dbi chimg dwong.

Cac gia tri pH, nhiét d9, n6ng d6 NaCl khac nhau da duogc sir dung dé xac dinh anh hudng cua
chung 1&n kha nang tao biofilm ctia cac chiing phan lap duoc.

2.2.5. Phan logi vi khudn

Chiing vi khuan duoc dinh tén bang phuwong phép giai trinh ty mot phan gen ma héa cho tiéu
phan ribosome 16S. So sanh trinh ty nucleotide 16S rRNA cua ching vi khudn muc tiéu véi trinh tu
nucleotide ctia cac chung vi khudn chuan trén Danh sach céc tén goi sinh vat nhan so ¢o vi tri trong
danh phap (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature - LPSN), dwa vao phan mém
Clustal X va Treeview dé xay dung cdy phat sinh ching loai ctia ching vi khuan nay [12].

2.2.6. Phirong phdp tao ché pham

Céc vat liéu mang dugc khir trung trudce khi tién hanh c6 dinh vi sinh vat chuyén hoéa dau. Cac
chung vi sinh vat lya chon s& dugc nhan nudi trong 500 ml mdi trudng MPA 16ng. Dich nudi ciy
sau d6 duoc ly tim loai boé méi truong nudi va duge rira 2 1an bang nude cat. Tién hanh do OD &
budc song 600 nm va dong thoi dém mat do té bao dé xay dung duong chuan. Pha loang dich
sinh khéi vi khuan sao cho dat mat d¢ té bao 1a 10° CFU/ml va bo sung mun cua vao. U h6n hop
sinh khdi vi smh vat va vat liéu mang & 28°C+2 trong 5 ngay. Che pham duoc 1én men xop O cac
nhiét do va do 4 am khac nhau thich hop cho qua trinh 1én men x6p. Sau 5 ngay 1én men, ché pham
dugc sdy ¢ nhiét do 40°C dé tao ché pham [3].

2.2.7. Phuwong phap danh gia mdt do vi sinh vdt
Mat do té bao vi sinh vat dugc xac dinh theo phuong phap dém sb lugng khuén lac CFU [12].
2.2.8. Panh gid kha nang phan hity dau DO va cdac thanh phan hydrocarbon thom

Can 10 g ché pham phu hop vao 100 ml nuéc chira 200 ppm hén hop PAH hoic 250 ppm dau
diesel vao binh tam giac 1000 ml. Pao nhe rdi dé tinh & 30°C. Sau 7 ngay nudi cdy, tién hanh
kiém tra mat do té bao cua mang sinh hoc tao thanh trén mun cua, chup anh hién vi dién tir quét.
Luong dau DO trong cac miu nudc trude va sau xir 1y dugc xac dinh bang phuong phap phan
tich khéi lwong theo tiéu chuin TCVN 4582-88 [13]. Ham luwong hydrocarbon thom con lai bang
phwong phap phén tich sic ky 16ng hiéu ning cao.

Céc thi nghiém d6i chimg bao gém thi nghiém chi sir dung hdn hop nuéi 2 ching vi khuan ma
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khong c6 chat mang va thi nghiém chi sir dung chat mang ma khong c6 vi sinh vat.
2.2.9. Phirong phdp sdc ky long hiéu ning cao (High Performance Liquid Chromatography - HPLC)

Mau nudi cdy sé& dugc chiét xuat ba 1an bang dung méi ethylacetat véi ty 18 1:1. Dich chiét
xuit s& dugc phan tich HPLC trén may Hewlett-Packard (Bad Homburg, Germany). Nho hé
théng LiChroCart 125-4 RP-18 end-capped (5-um) column (Merck, Darmstadt, Germany), cac
san phdm cta qua trinh chuyén hoa cac thanh phin dau mo s& duoc phén tach. Nong do dung moi
chay mau ban dau gom 30% methanol-70% phosphoric acid (0,1%), sau 14 phut thi dat 100%
methanol, toc d¢ chay 1 ml/phut. Tuy vao dicu kién cu thé, cac chuong trinh chay dé phén tich
mAu s& c6 nhitng thay dbi cho phu hop.

2.2.10. Phurong phap xir Iy 56 liéu
Céc ket qua, s6 liéu thu duoc s& duoc xir 1y bang phuong phap thong ké sinh hoc. Dua vao

phan mém Excel dé tinh gia tri trung binh, d¢ 1éch chudn va v& do thi. Mdi thi nghiém duoc lap
lai 3 1an dé tinh trung binh mau.

3. Két qua va ban luan
3.1. Lam giau va phdn Igp vi khudn DO hogc PAH

Cac mau dat va nudc bi nhiém dau sau khi duoc léy vé di duoc lam giau 3 l}m trén moi
truong khoang Gost c6 bo sung cac co chat khac nhau nhu 100 ppm DO, 50 ppm hon hop PAH
gom anthracene, pyrene, phenanthrene. Két qua, da phéan lap duoc chung B1 va B3 c6 kha nang
sinh truong tot trén cac co chat dau DO va PAH (Hinh 1).

Khé néing sinh truéng trén déu diesel ctia ching B1 Khi ning sinh tredng trén dau diesel cia ching B3

b b
=

Gia tr1 AOD 600 nm
Gia tri AOD 600 nm
15

3 0
s 1 ngay 3 ngay S ngy 7 ngay 9 ngay 12 ngay 1 negy 3 ngy 5 ngdy 7 ngy 9ngdy 12 ngdy

——100ppm  —e—150ppm —S—300ppm  —e—250ppm  —m—300ppm  —e—350 ppm
—=100ppm  —6—150ppm  ==@=200pom =250 ppm e300 oM =—gem350 ppm por oo oo ppm ppm ppm

Kha nang sinh treong trén PAH cua chung B1 Kha nang sinh trizéng trén PAH cta chiung B3

Gia tri AOD 600 nm

Gia tri AOD 600 nm

1ngdy 2 ngéy 3 ngdy 4ngay 5 ngay 6 ngdy 7 ngdy 12ngdy 0

—#—50ppM  —8—100 pPM  ==E=150 PPM  ==tem200 PPM === 250 DD ==g=300 ppM

Hinh 1. Kha néng sinh truong ciia 2 chiing vi khudn B1 va B3 trén dau diesel (DO) va PAH
Tiép tuc thir nghiém kha ning sinh truong cua 2 chung nay trén DO va PAH véi cac nong do
190, 150, 200, 250, 300 va 350 ppm. Két qua cho thay, ca 2 ching nay c6 kha nang sinh truong
tot ¢ 250 ppm PAH; va 300 ppm DO (Hinh 1). Do d6, d€ thr nghiém cdc nghién ctu tiép theo,
cac nong d6 200 ppm PAH va 250 ppm DO di duoc sir dung dé danh gia hiéu qua phén huy. Cac

chung nay di duoc sir dung dé nghién ctru kha ning tao biofilm va mot sé yéu t6 anh hudng toi
kha nang nay.
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3.2. Kha ndng tgo biofilm ciia cdc chiing vi sinh vér va xdc dinh dnh hwéng ciia mt sé diéu
Kién nhw pH, nhiét dp, nong dé NaCl lén khd nang tao biofilm

Céc gid tri pH tir 3 dén 9, nhiét do tir 4 dén 50 °C va nong d6 NaCl tir 0 dén 3% da dugc st
dung trong nghién ctru nay. Mang sinh hoc tao thanh cua cac ching dugc quan sat sau 1, 2 va 3
ngay. Két qua duoc trinh bay 6 Hinh 2a,bvac.

Két qua & Hinh 2a cho thay, ching B1 trong cdc thi nghiém ¢ ngay thur 2 déu co kha nang tao
mang sinh hoc tot trong dai pH tir 3 dén 8. O gia tri pH 9 thi ngay dau tién biofilm tét nhung 2
ngay tiép theo c6 sy suy giam nhe. Nhin chung, véi gia tri pH tir 3 dén 8, ca 2 ching nay déu tao
biofilm tt.

Tuong tu nhu trén, dai néng dd6 NaCl tir 0-3% da duoc lwa chon dé nghién ctru, nhdm muc
dich tao ra ché pham c6 thé ing dung duoc ca mdi truong nude ngot va nudc man. Két qua cho
thay, khi so sanh véi ddi chung dwong (ching P23), cac chung c6 kha nang tao biofilm t6t & cac
gid tri NaCl tir 0-2%; va chung B1 tao mang tot & nong dd 2,5% 6 ngay thtr 2 (Hinh 2b). Ngoai
ra, ca 2 chung B1 va B3 c6 kha ning tao mang sinh hoc tot & pho nhiét d6 kha rong tur 25 dén 50
°C (Hinh 2c).

Anh hiréng ctia pH dén kha nang tao biofilm
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Hinh 2. Anh huéng ciia mot s6 yéu t6 nhuw nhiét dg (a); pH (b) va nong do NaCl (c)
lén kha nang tao biofilm cua cdc chung
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Nghién ctru [14] ciing cho thay ndng d6 mudi, pH va nhiét do tic dong 1én sy hinh thanh mang
sinh hoc cua L. monocytogenes. O 37°C, lugng mang sinh hoc giam dan & hau hét cac chung L.
monocytogenes khi néng d6 NaCl tang tir 0,05 dén 15%, nhung tat ca cac chiing déu c6 thé hinh thanh
mang sinh hoc ngay ca ¢ 1°C. Khong c¢6 su khac biét dang ké nao vé kha ning hinh thanh mang sinh
hoc gitra pH 4, 5 va 6, ngoai trir mot sb chung. Khi thtr nghiém két hop cac didu kién stress, viéc bd
sung 15% NaCl di trc ché dang ké su phat trién cua L. monocytogenes ¢ 1°C va 4°C, va cac ching
hinh thanh méang sinh hoc yéu it nhay cam hon véi nhiét d6 va xtr Iy NaCl so véi cac chung hinh
thanh mang sinh hoc manh. Bisht va cong su [15] ciing nhur Giacomuccei va ¢ong su [16] da ching
minh nhiét d6 anh huong téi su biéu hién thuc thé khuan cua loai Pseudomonas aeruginosa tao
mang sinh hoc.

3.3. Phan logi dinh danh vi khudn

Hai chung B1 va B3 di duoc dinh danh bang phuong phap giai trinh ty mot phan gen mi hoa
cho tiéu phan ribosome 16S. So sanh trinh ty 16S rRNA ciia ching vi khuan muc tiéu véi cac
chung vi khuan chuan trén LPSN, dya vao phan mém Clustal X va Treeview. Két qua 2 chung da
duogc dinh danh 1a Bacillus sp. B1 va Rhodococcus sp. B3. (Hinh 3).

= Bacillus megaterium (D16273)

& Rhodococcus globerulus DSM4954T
afl Bacillus flexus (AB021185) 85 Rhodococcus erytireus DSM 43066 (X79289)
q Bacillus sp. B1 52 -Rhodococeus opacus DSMA3205T
. i DSM20307
"———————— Bacillus cereus ATCC14579 (AE016877) 62 2 Rhodacoccus equi DSM20307T (X30614)
—Rhodococcus phenolicus DSM 44812T (AM933579)

Baeill AT717382 B
actllus foraminis ( ) Rhodococcus thedochrous DSM 43241 (X79288)
Bacillus fordii R-7190 (AY443039) Rhodococcus sp. B3

Baeillus massiliensis (AY677116) 09 —Rhodococcus gethervorans 10be312 (AF447391)

Bacillus subtilis (AJ276351) wm ruber DSM43338T (X80625)
L!i Bacillus marismortui 123 (AJ009793) 9% Gordonia rubripertincius DSM43197T (X80632)
Bacillus cellulosilyticus DSM 2522 (CP002394)
0003
—
0.01
(@) (b)

Hinh 3. Cdy phat sinh chung loai cua chung Bl (a) va B3 (b)

Dua trén két qua phan loai va so sanh véi céc trinh tur gene trén ngan hang gene, két qua cho
thdy ching B1 c6 do tuong dong 99% so voi ching Bacillus flexus (AB021185), con chiing B3
c6 d6 twong ddng 99% so vai ching Rhodococcus aetherovorans 10bc312 (AF447391).

Céc loai Bacillus flexus va Rhodococcus aetherovorans di duoc cong bd c6 kha ning phan
hay va chuyén héa t6t cac hop chat khé phan hay nhu polyvinul chloride hay cac hop chat co
chira nhom phenol [17], [18]. Bén canh do, cac chi Bacillus va Rhodococcus déu 1a nhitng chi co
kha nang phan huy tbt cac thanh phan hydrocarbon c6 trong dau moé [6].

3.4. Ddnh gid higu qud ciia ché phdm tao thanh

Viéc sir dung chit mang dé tang hiéu qua xur 1y tir lau da dugc quan tim tmg dung. Cac ching
nay duoc 1én men trén mun cua dang min dé tao ché phdm sinh hoc. Hinh anh hién vi dién tir
quét ciia ché pham va clia chat mang duoc thé hién ¢ Hinh 4. Két qua cho thay, trén vat ligu
mang khong Xuat hién hinh anh cta cac ching vi khuan (Hinh 4a), con trong ché pham, céac té
bao vi khuén rét 3 nét va c6 mat do cao.

Thir nghiém ché pham véi 200 ppm hdn hop PAH va 250 ppm DO. Sau 7 ngay, két qua cho
thdy ché pham c6 kha ning phan hay > 85% ham lugng dau tong sb va 82% hdn hgp PAH. Bén
canh do, mat do vi sinh vat trong ché ph?im da duoc & thoi diém ban dau va sau 6 thang bao quan
12 21x10" CFU/g va 5x10” CFU/g.

Dmitrieva va cong sy [7] khi thir nghiém biofilm tir loai Alcnivorax borkumensis dé phan hiy
hexadecane thi ciing thdy rang 90% co chét da bi xir Iy sau 5 ngay thir nghiém. Trong 1 nghién
ctru trude d6, nhom tac gia nay cling chirng minh dugc biofilm ciia Alcnivorax borkumensis hinh
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thanh trén hat dat sét co kha nang phan huy 90% hexadecane sau 6 ngay danh gia. Bhatt va cong
su [5] da thir nghiém tao ché pham tir nAm men Candida tropicalis trén soi va ciing thay hiéu qua
xir Iy dau DO 1a 97% sau 10 ngay thi nghiém. Chung Pseudomonas aeruginosa LNR1 ciing da
dugc ching minh c6 kha ning chuyén héa dau DO t6t hon khi & dang tao mang sinh hoc.
Chandran va Das [8] da chirng minh biofilm tir chi Rhodococcus c6 kha nang oxy hoa cac hop
chat hydrocarbon dau mo tao ra cic chat bé mat va acid humic do d6 lam ting cudng kha ning
phan huy dau cia chung. Juarez va cong su [18] da tong quan vé tmg dung cuia biofilm tir vi sinh
vat trong xtr 1y cac hoa chat doc hai va tiém ning ung dung & quy md 16n trong thuc tién. Cac
nghién ctru déu cho thay biofilm c6 nhiéu ap dung dé xtr Iy cac hop chét gay 6 nhiém nay.

e

IMS-NKL 5.0kV 5.5mm x20.0k SE(M) - o g i
(a) (b)
Hinh 4. Ché phdm tao thanh duwéi kinh hién vi dién tir quét (a) va chdt mang (b)

Hon thé nita, trong nghién ctru nay con sir dung mun cua lam chit mang. Pay dugc xem la
nguon nguyén lidu sin co, ré tién va khong gay 6 nhidm thtr cap 1a mun cua. Vi vay, ché pham co
gia thanh ré va hi€u qua cao. Dong thoi, viéc st dung mun cua lam chét mang s€ linh hoat sur
dung & cac diéu kién dia hinh khac nhau va khong gdy mét thAm mi vé mit mau sic. Két qua mo
ra tiém nang ng dung cia ché pham trong xir Iy 6 nhidm dau mo tai cac ving ven bién, cac kho
xang dau,... & Viét Nam.

4. Két luan

Nghién ctru di tao ra ché pham sinh hoc xtr 1y 6 nhiém dau tir 2 chung vi khuan Bacillus sp.
B1 va Rhodococcus sp. B3 tao mang sinh hoc trén mun cua. Céc chung ndy dugc phan lép tur
mau 6 nhiém dau !ﬁy tai bo bi€n Thanh Hoa va ching c6 kha nang tao biofilm t6t ¢ cac diéu kién
nhiét d, pH va ndng d6 NaCl khac nhau. Ché phdm tao thanh c6 mét do vi sinh vét dat 21x10’
CFU/g va 5x10’ CFU/g tai thoi diém ban dau va sau 6 thang bao quan. Hiéu qua xtr ly dau DO va
PAH cua ché phim dat trong tmg 13 hon 85 va 82% sau 7 ngay thir nghiém véi cac ndng dd co
chat 1a 250 va 200 ppm. Trong thoi gian t6i, co vthe thr nghiém trén cadc mo hinh trong va ngoai
phong thi nghiém; cling nhu c6 thé nghién ctru dé tdng thoi gian bao quan.

Loi cam on

Cong trinh dugc thuc hién véi su hé tro kinh phi tor Dy an San xuét thir nghiém ma $6
UDSXTN.02/2025-2926 do Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam (VAST) tai trg va
st dung cac trang thiét bi tai Phong Cong ngh¢ sinh hoc méi truong, Vién Sinh hoc, VAST.
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