
Tạp chí Khoa học Đại học Huế: Khoa học Tự nhiên 
Tập 133, Số 1A, 31–42, 2024 

pISSN 1859-1388 
eISSN 2615-9678 

 

DOI: 10.26459/hueunijns.v133i1A.7391 31 

 

  

TỐI ƯU HÓA ĐIỀU KIỆN NUÔI CẤY VÀ KHẢO SÁT KHẢ NĂNG 

PHÂN HỦY DIBENZOFURAN VÀ NAPHTHALENE CỦA CHỦNG VI 

KHUẨN Paenibacillus naphthalenovorans 4B1 

Lê Thị Hà Thanh1*, Nguyễn Thị Thanh Thủy2, Lê Thị Vân Anh1, Nguyễn Thị Kiều Giang1,  

Hoàng Dương Thu Hương1 

1 Trường Đại học Khoa học, Đại học Huế, 77 Nguyễn Huệ, Huế, Việt Nam 
2 Trường THPT Nguyễn Bỉnh Khiêm, huyện Chư Sê, tỉnh Gia Lai, Việt Nam 

* Tác giả liên hệ Lê Thị Hà Thanh <lethihathanh@hueuni.edu.vn> 

(Ngày nhận bài: 21-12-2023; Hoàn thành phản biện: 02-02-2024; Ngày chấp nhận đăng: 28-02-2024) 

Tóm tắt. Ô nhiễm các hợp chất hydrocarbon thơm đa vòng gây ra do dư lượng chất độc chiến tranh 

hoặc từ chất thải của các hoạt động công nghiệp đã để lại nhiều hậu quả nghiêm trọng cho sức khỏe 

con người và môi trường sinh thái. Phương pháp phục hồi sinh học sử dụng các vi sinh vật có khả 

năng phân hủy các hợp chất ô nhiễm cho thấy hiệu quả xử lý cao, chi phí thấp, bền vững và thân thiện 

với môi trường hơn so với các phương pháp lý hóa thông thường. Trong nghiên cứu này, chủng vi 

khuẩn Paenibacillus naphthalenovorans 4B1, phân lập từ đất nhiễm dioxin, được nghiên cứu tối ưu hóa 

các điều kiện nuôi cấy và đánh giá khả năng phân hủy các hợp chất dibenzofuran và naphthalene. Kết 

quả nghiên cứu cho thấy chủng vi khuẩn này sinh trưởng tốt nhất trên môi trường muối khoáng bổ 

sung 1250 mg/L dibenzofuran hoặc 750 mg/L naphthalene, pH 7,0, nuôi cấy ở nhiệt độ 45C và tốc độ 

khuấy trộn 180 vòng/phút với mật độ tế bào lần lượt là 9,42 × 107 và 5,6 × 107 CFU/mL. Phân tích sắc ký 

khí hàm lượng cơ chất còn lại trong môi trường nuôi cấy cho thấy chủng 4B1 có khả năng phân hủy 

dibenzofuran và naphthalene với hiệu suất lần lượt là 79,76% và 83,03% sau 72 giờ nuôi cấy. Kết quả 

này là cơ sở cho việc ứng dụng chủng vi khuẩn Paenibacillus naphthalenovorans 4B1 trong nghiên cứu xử 

lý các môi trường bị ô nhiễm các hợp chất hydrocarbon thơm đa vòng. 
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Abstract. The pollution of polycyclic aromatic hydrocarbon compounds caused by herbicide residues 

contaminated with dioxin from the war and other wastes from industrial activities has left severe 

consequences to human health and the environment. Bioremediation using microorganisms capable of 

decomposing pollutant compounds exhibits more advantages than physicochemical treatment 

methods as it is highly efficient, economically feasible, sustainable, and eco-friendly. In this study, 

Paenibacillus naphthalenovorans strain 4B1, isolated from dioxin-contaminated soil in Vietnam, was 

optimized the culture conditions and evaluated its abilities to degrade dibenzofuran and naphthalene. 

The results revealed that strain 4B1 showed the best growth on mineral salts medium supplemented 

with dibenzofuran 1250 mg/L or naphthalene 750 mg/L, pH 7.0, incubated at 45C and 180 rpm with a 

cell density of 9,42 × 107 và 5,6 × 107 CFU/mL, respectively. Gas chromatography analysis of the 

substrate concentrations indicated that strain 4B1 could degrade 79.76% of 1250 mg/L dibenzofuran 

and 83.03% of 750 mg/L naphthalene after 72 hours of incubation at optimal conditions. These results 

make Paenibacillus naphthalenovorans 4B1 a potential candidate for application in bioremediation of 

environments contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbon compounds. 

Keywords: naphthalene, dibenzofuran, degradation, Paenibacillus 

1 Mở đầu 

Ô nhiễm môi trường là vấn đề nghiêm trọng đối 

với toàn cầu, gây ra nhiều hậu quả và hệ luỵ không 

những đến môi trường sinh thái mà còn đến sức khỏe 

con người. Hiện tượng ô nhiễm đất là do ảnh hưởng từ 

chất thải trên bề mặt và các chất trong lòng đất. Các 

hợp chất phổ biến gây ô nhiễm môi trường đất là 

hydrocarbon dầu, hydrocarbon thơm đa vòng (PAH), 

dung môi, thuốc trừ sâu, kim loại nặng… Trong đó, các 

chất ô nhiễm hữu cơ nói chung có độ bền cao, khả năng 

phân hủy thấp do tính chất kỵ nước cao và ổn định hóa 

học của chúng. Các hợp chất này có thể bị giữ lại ở các 

khoáng chất đất trong thời gian dài, sau đó được tích 

lũy sinh học thông qua chuỗi thức ăn, vì vậy có nguy cơ 

gây hại cho sức khỏe con người [1]. 

Ở miền Trung và miền Nam Việt Nam, một 

trong những nguyên nhân gây ô nhiễm môi trường đất 

là do dư lượng lớn chất diệt cỏ có chứa các hợp chất 

dioxin được rải xuống các vùng này trong chiến tranh 

[2]. Dioxin được xem là hóa chất độc hại nhất đe dọa 

sức khỏe cộng đồng theo báo cáo của Cục bảo vệ môi 

trường Hoa Kỳ (EPA) năm 1994 [3]. Ngoài ra, hoạt 

động của các ngành công nghiệp dầu mỏ, sản xuất giấy, 

công nghiệp dệt nhuộm… hàng năm đã thải ra một 

lượng lớn các hợp chất PAH. Naphthalene (Nap) là hợp 

chất đơn giản nhất trong 16 loại PAH, gồm 2 vòng 

benzen và ít tan trong nước; chất này và các dẫn xuất 

methyl hoá của nó đã được EPA xếp vào nhóm các chất 

ô nhiễm độc hại, gây đột biến và ung thư, ảnh hưởng 

nghiêm trọng đối với sức khỏe con người... [4].  

Mặc dù có nhiều phương pháp xử lý môi trường 

ô nhiễm dioxin và PAH như phương pháp vật lý, hóa 

học; tuy nhiên, những phương pháp này tốn kém chi 

phí và để lại gánh nặng cho môi trường do hủy hoại các 

thành phần tự nhiên vốn có trong môi trường. Phương 

pháp phục hồi sinh học (bioremediation) là phương 

pháp xử lý ô nhiễm được biết đến với hiệu quả cao, chi 

phí thấp và thân thiện với môi trường, đặc biệt đối với 

ô nhiễm các hợp chất hữu cơ bền vững về hóa học [5]. 

Hiện nay, đã có nhiều nghiên cứu về các chủng vi sinh 

vật có khả năng chuyển hóa sinh học các hợp chất hữu 

cơ ô nhiễm thành các hợp chất ít độc hơn, hứa hẹn một 

sự thay thế đầy tiềm năng cho các phương pháp xử lý 

truyền thống. Một số chủng vi khuẩn có khả năng phân 

hủy hợp chất dioxin hoặc tương tự dioxin sử dụng 

dibenzofuran (DF) là chất thử nghiệm đã được công bố 

như Pseudomonas sp. HH69, Sphingomonas sp. RW1 [6], 

Comamonas spp., Pseudomonas putida B6-2 [7], 

Burkholderia cepacia DF2 và DF4 [8], Pseudomonas veronii 

Pvy [9]. Tương tự, các vi khuẩn phân hủy Nap cũng đã 

được phân lập như Pseudomonas sp. N7 [10], 

Streptomyces sp. QWE-5 [11], Rhodococcus sp. VTPG5 

[12], Ochrobactrum MB-2 [13]. 

Việc nghiên cứu tìm kiếm các chủng vi sinh vật 

mới, nhất là các vi sinh vật bản địa là cần thiết cho việc 

phục hồi sinh học các vùng đất bị ô nhiễm. Chủng vi 

khuẩn Paenibacillus naphthalenovorans 4B1, phân lập từ 

đất nhiễm dioxin ở A Lưới, Thừa Thiên Huế, có khả 

năng sử dụng một số hợp chất PAH làm nguồn carbon 

để sinh trưởng [14]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy, khảo sát khả năng phân 
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hủy DF và Nap của chủng vi khuẩn 4B1, từ đó làm cơ 

sở để định hướng ứng dụng xử lý các vị trí bị ô nhiễm 

dioxin hoặc PAH. 

2 Đối tượng và phương pháp nghiên 

cứu 

2.1 Đối tượng nghiên cứu 

Chủng vi khuẩn P. naphthalenovorans 4B1 được 

phân lập từ đất nhiễm dioxin ở sân bay A So (cũ), 

huyện A Lưới, tỉnh Thừa Thiên Huế [14]. Chủng 4B1 là 

vi khuẩn ưa nhiệt có khả năng sinh trưởng trên môi 

trường muối khoáng tối thiểu có chứa một số hợp chất 

PAH. 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

Môi trường nuôi cấy 

Chủng vi khuẩn P. naphthalenovorans 4B1 được 

nuôi cấy trên môi trường muối khoáng cơ bản W [14] 

gồm: 1,7 g/L KH2PO4, 9,8 g/L Na2HPO4, 1,0 g/L 

(NH4)2SO4, 0,1 g/L MgSO4.7H2O, 5 mg/L FeSO4.7H2O, 

10,75 mg/L MgO, 2,0 mg/L CaCO3, 4,5 mg/L 

FeSO4.7H2O, 1,44 mg/L ZnSO4.7H2O, 1,12 mg/L 

MnCl2.4H2O, 0,25 mg/L CuSO4.5H2O, 0,28 mg/L 

CoSO4.7H2O, 0,06 mg/L H3BO3, môi trường rắn bổ sung 

thêm 50 mg/L yeast extract và 15 g/L agar. Nguồn 

carbon là DF hoặc Nap (Sigma Aldrich, USA).  

Phương pháp nuôi cấy [14] 

Hút 10 μL dung dịch vi khuẩn từ ống stock vào 

đĩa petri chứa môi trường W rắn, sau đó cấy ria để thu 

được khuẩn lạc riêng rẽ. Bổ sung nguồn carbon là Nap 

(5 mg) hoặc DF (5 mg) ở dạng tinh thể vào nắp đĩa petri 

để bay hơi lên môi trường nuôi cấy, ủ ở nhiệt độ 40C. 

Sau 2 ngày nuôi cấy, trên bề mặt đĩa thạch xuất hiện các 

khuẩn lạc có màu trắng đục hoặc chuyển qua màu vàng 

nhạt. Mỗi khuẩn lạc sẽ được cấy chuyển vào ống 

nghiệm có chứa 5 mL môi trường W bổ sung Nap hoặc 

DF với nồng độ tương ứng là 500 mg/L và 1000 mg/L, 

tiếp tục nuôi cấy lắc 150 vòng/phút ở 40C trong 2 

ngày. Sau 2 ngày, tiếp tục làm giàu sinh khối bằng cách 

chuyển 5% dịch nuôi cấy từ ống nghiệm sang bình tam 

giác 100 mL chứa 25 mL môi trường W bổ sung Nap 

hoặc DF với nồng độ như trên và nuôi cấy trong điều 

kiện tương tự.  

Phương pháp xác định mật độ tế bào và tốc độ 

sinh trưởng  

Thiết lập đường chuẩn giữa giá trị mật độ quang 

(OD600) và số lượng tế bào trong dịch huyền phù vi 

khuẩn tương ứng theo phương pháp của Van Alst và cs 

[15]. Tiến hành nuôi cấy vi khuẩn như phương pháp đã 

trình bày ở trên, cứ sau 12 giờ nuôi cấy, thu 1 mL dịch 

huyền phù vi khuẩn, ly tâm ở 13.000 vòng/phút trong 5 

phút, rửa sinh khối và tái huyền phù trong 1 mL dung 

dịch đệm phosphate (8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 1,44 g/L 

Na2HPO4, 0,245 g/L KH2PO4) để tiến hành đo OD600. Số 

lượng vi khuẩn (CFU/mL) tương ứng các thời điểm thu 

mẫu được xác định gián tiếp bằng phương pháp đếm 

khuẩn lạc trên môi trường W rắn có bổ sung 0,1% 

glucose. Dựng đường cong sinh trưởng dựa trên giá trị 

OD600 và CFU/mL. Tiếp theo, xây dựng đường chuẩn 

mối liên hệ giữa 2 giá trị này sử dụng các điểm thời 

gian nằm trong pha tăng trưởng có OD600 < 1,0. 

Tốc độ sinh trưởng của vi khuẩn được tính toán 

dựa trên log10(CFU/mL) thu được ở pha logarit theo 

công thức [16]:  

Số thế hệ/giờ k = (log10[Xt] – log10[X0])/0.301 × t 

Thời gian/thế hệ: tgen = 1/k 

trong đó: X0 là CFU/mL ở thời điểm 0, Xt là CFU/mL ở 

thời điểm t, t là số giờ chênh lệch giữa 2 thời điểm. 

Nghiên cứu ảnh hưởng của các điều kiện nuôi 

cấy đến sự sinh trưởng của chủng vi khuẩn 4B1 

Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất  

Sinh khối của chủng vi khuẩn sau khi làm giàu 

được cấy chuyển vào 25 mL môi trường W, nguồn 

carbon Nap ở các nồng độ tương ứng 100, 250, 500, 750 

mg/L hoặc DF ở các nồng độ tương ứng 250, 500, 750, 

1000, 1250 mg/L, lắc ở 150 vòng/phút và nuôi cấy ở 

nhiệt độ 40C để khảo sát nồng độ cơ chất tối ưu. Mật 

độ tế bào ban đầu với OD600 xấp xỉ 0,06. Sau mỗi 24 giờ 
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nuôi cấy, xác định số lượng tế bào CFU/mL. Tốc độ 

sinh trưởng được tính toán theo phương pháp trên. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ  

Nuôi cấy vi khuẩn với OD600 ban đầu khoảng 

0,06 trong 25 mL môi trường W, nguồn carbon là Nap 

hoặc DF ở nồng độ tối ưu đã xác định trong thí nghiệm 

trên, lắc ở 150 vòng/phút và nuôi cấy ở các nhiệt độ 

tương ứng là 30°C, 37°C, 40°C, 45°C và 50°C. Xác định 

số lượng tế bào (CFU/mL) sau mỗi thời điểm 24, 48, 72 

giờ nuôi cấy.  

Ảnh hưởng của độ pH môi trường 

Vi khuẩn được nuôi cấy trong các môi trường W 

có độ pH khác nhau là 5, 6, 7, 8, 9, nguồn carbon là Nap 

hoặc DF ở nồng độ tối ưu, lắc ở 150 vòng/phút và nuôi 

cấy ở các nhiệt độ thích hợp đã khảo sát. Xác định số 

lượng tế bào (CFU/mL) sau mỗi 24 giờ, tính toán tốc độ 

sinh trưởng ở các điều kiện pH khác nhau. 

Ảnh hưởng của tốc độ lắc  

Tiến hành nuôi cấy vi khuẩn trong các điều kiện 

nồng độ cơ chất, độ pH môi trường và nhiệt độ thích 

hợp, khảo sát ở các tốc độ lắc khác nhau lần lượt là 120, 

150 và 180 vòng/phút. Xác định số lượng tế bào 

(CFU/mL) tại các thời điểm nuôi cấy khác nhau và tính 

toán tốc độ sinh trưởng. 

Khảo sát khả năng phân hủy dibenzofuran và 

naphthalene 

Chủng vi khuẩn 4B1 được nuôi cấy trong các 

điều kiện thích hợp cho sự sinh trưởng đã khảo sát ở 

các thí nghiệm trên. Đối chứng là 25 mL môi trường W 

bổ sung Nap hoặc DF với nồng độ tương tự, không 

chứa sinh khối của vi khuẩn và nuôi cấy ở cùng điều 

kiện. Sau 24, 48, 72 giờ, tiến hành thu 25 mL dịch huyền 

phù nuôi cấy, tách chiết lượng Nap hoặc DF còn lại 

trong môi trường bằng dung dịch ethyl acetate với thể 

tích bằng một nửa thể tích nuôi cấy (12,5 mL). Sau khi 

bổ sung, tiến hành lắc với tốc độ 180 vòng/phút, ở 30°C 

trong 30 phút. Sau đó, để lắng vài tiếng cho đến khi 

dung dịch phân tách thành 2 lớp. Hút lớp dịch ở pha 

trên, chuyển qua ống thủy tinh có nắp và ly tâm nhẹ để 

loại bỏ bọt do polysaccharide của vi khuẩn tạo ra trong 

quá trình nuôi cấy, chuyển sang ống nghiệm sạch có 

chứa tinh thể sodium sulfate khan để dehydrate hóa 

trong 10 phút. Mẫu sau khi tách chiết được pha loãng 

10 lần trong ethyl acetate (900 L ethyl acetate và 100 

L mẫu), đựng mẫu trong các ống vial dành cho sắc ký 

khí [14]. 

Định lượng dibenzofuran và naphthalene bằng 

phương pháp sắc ký khí (GC) 

Chuẩn bị các dung dịch chuẩn với nồng độ khác 

nhau của Nap hoặc DF từ 50, 100, 150, 200 và 250 mg/L 

trong dung môi ethyl acetate để xây dựng đường chuẩn 

nồng độ cơ chất. Mẫu chuẩn được pha loãng 5 lần trước 

khi chạy GC. Các ống đựng mẫu và chất chuẩn được 

bảo quản ở -20°C cho đến khi chạy sắc ký. Lấy 1 mL 

chất chuẩn, mẫu và đối chứng để tiến hành định lượng 

bằng phương pháp GC, thí nghiệm sắc ký được thực 

hiện ở Trung tâm kiểm nghiệm thuốc, mỹ phẩm, thực 

phẩm Thừa Thiên Huế. 

Tiến hành chạy sắc ký trên máy sắc ký GCMS-

QP 2010 Plus (Shimadzu, Japan), cột DB-1 fused silica 

capillary, chiều dài cột 30 m, đường kính bên trong 0,25 

mm, độ dày film 0,25 mm. Chương trình chạy sắc ký 

khí: chế độ bơm mẫu tự động, không chia dòng, lưu 

lượng khí 1,71 mL/phút, thời gian cân bằng sau mỗi lần 

bơm là 3 phút, nhiệt độ buồng bơm mẫu 250°C, nhiệt 

độ ban đầu của cột 50°C, giữ 1 phút, sau đó tăng lên 

250°C với tốc độ 10°C/phút, giữ trong 15 phút. Dữ liệu 

sắc ký được phân tích bằng phần mềm GCMSsolution 

version 2.53. 

Xác định khả năng phân hủy cơ chất theo công 

thức: 

Khả năng phân hủy (%) = (CI – CF)/CI × 100 

trong đó, CI: nồng độ ban đầu, CF: nồng độ còn lại 

Xử lý số liệu 

Tất cả các thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần, số 

liệu được xử lý thống kê bằng phần mềm Microsoft 

Excel 2019. 
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3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Đường cong sinh trưởng của chủng vi 

khuẩn 4B1 

Chủng vi khuẩn 4B1 có khả năng sinh trưởng 

trên cả hai nguồn cơ chất là DF và Nap. Dịch nuôi cấy 

chuyển thành màu vàng nhạt trong môi trường có Nap 

hoặc màu vàng đậm trong môi trường có DF, chứng tỏ 

cơ chất đã bị chuyển hóa bởi các enzyme của vi khuẩn, 

phân cắt vòng benzen và hình thành các hợp chất trung 

gian có màu vàng đặc trưng. 

Kết quả ở hình 1 cho thấy chủng 4B1 sinh 

trưởng rất yếu trên môi trường muối khoáng cơ bản 

(đối chứng), như vậy chủng này sử dụng DF và Nap 

như là nguồn năng lượng chính cho tế bào. Sau 12 giờ 

đầu tiên pha lag của quá trình nuôi cấy, mật độ tế bào 

tăng dần trong pha logarit và đạt sinh trưởng tối đa lần 

lượt là 7,57 × 107 và 3,68 × 107 CFU/mL sau 48 giờ, tốc 

độ sinh trưởng trong pha logarit lần lượt đạt 9,34 và 8,3 

giờ/thế hệ. Sau đó, sinh khối tế bào giảm dần. Kết quả 

này cho thấy tốc độ sinh trưởng của 4B1 trong môi 

trường có DF thấp hơn so với Nap; tuy nhiên mật độ tế 

bào thu được lại cao gấp đôi sau 48 giờ. Điều này có thể 

do DF là nguồn cơ chất chính được sử dụng khi phân 

lập chủng 4B1, đồng thời chủng vi khuẩn này có môi 

trường sống tự nhiên là đất nhiễm dioxin, do đó ưa 

thích nguồn carbon DF hơn là Nap.

 

 

Hình 1. Sự sinh trưởng của chủng 4B1. A: sinh khối vi khuẩn trên môi trường có DF (trái) và Nap (phải). B: Đường 

cong sinh trưởng của vi khuẩn trên hai loại cơ chất

3.2 Tối ưu hóa các điều kiện nuôi cấy của chủng vi 

khuẩn 4B1 

Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất 

Khi tăng nồng độ cơ chất, tốc độ sinh trưởng của 

chủng 4B1 tăng theo tương ứng. Ở nồng độ DF 1000 và 

1250 mg/L, vi khuẩn sinh trưởng tốt hơn, mật độ tế bào 

tăng nhanh sau 24 giờ nuôi cấy với tốc độ sinh trưởng 

tương đương nhau xấp xỉ 6,8 giờ/thế hệ. Tuy nhiên, mật 

độ tế bào đạt cao nhất sau 48 giờ ở nồng độ 1250 mg/L 

(8,6 × 107 CFU/mL) (Hình 2A). Vì vậy, nồng độ này sẽ 

được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

Tương tự, ở nồng độ 500 và 750 mg/L Nap, số 

lượng tế bào tăng nhanh sau 24 giờ, tốc độ sinh trưởng 

pha logarit đạt lần lượt là 9,3 và 8,6 giờ/thế hệ. Sinh 

trưởng của chủng vi khuẩn 4B1 đạt cao nhất và không 

có sai khác có ý nghĩa thống kê ở 48 và 72 giờ nuôi cấy 

với nồng độ 750 mg/L (xấp xỉ 5,1 × 107 CFU/mL) (Hình 

2B). Một số nghiên cứu cho thấy nồng độ cơ chất trong 

môi trường nuôi cấy ảnh hưởng rõ rệt đến sự sinh 

trưởng của vi sinh vật vì chúng cung cấp nguồn carbon 

và năng lượng cho tế bào phát triển. Nuôi cấy chủng 

Pseudomonas sp. ISTDF1 ở các nồng độ 150, 200, 250 

mg/L DF cho kết quả sinh trưởng tốt nhất ở 200 mg/L 
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trong vòng 36 giờ nuôi cấy với hiệu suất phân hủy là 

85% [17].  

Nghiên cứu ở chủng Staphylococcus aureu NS1A 

và Pseudomonas fluorescens MM3 cho thấy chúng sinh 

trưởng tối đa trong môi trường bổ sung 0,015% Nap 

sau 72 giờ nuôi cấy với OD600 tương ứng là 0,431 và 

0,423 [18]. Các chủng vi khuẩn Pseudomonas fluorescens 

AHB72N và Pseudomonas gessardii AHB79N thể hiện 

khả năng sinh trưởng tốt trên cơ chất Nap ở nồng độ 

600 mg/L với OD600 lần lượt là 1,358 và 1,878 [19]. Từ 

những kết quả nghiên cứu trên cho thấy rằng chủng 

4B1 có thể sinh trưởng ở nồng độ cơ chất cao hơn so với 

đa số các chủng vi khuẩn đã công bố; từ đó cho thấy 

tiềm năng ứng dụng chủng này trong các thử nghiệm 

xử lý môi trường bị ô nhiễm. 

 

Hình 2. Khả năng sinh trưởng của chủng 4B1 ở các nồng độ DF (A) và Nap (B) khác nhau. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Nhìn chung, khả năng sinh trưởng của vi khuẩn 

4B1 tăng lên khi tăng nhiệt độ nuôi cấy từ 30-45°C, khi 

nhiệt độ lên đến 50°C thì sự sinh trưởng lại giảm. 

Trong đó, tốt nhất là trong khoảng 40 - 45°C, số lượng 

tế bào tối đa đạt được không sai khác nhiều giữa hai 

nhiệt độ khi nuôi cấy ở 1250 mg/L DF. Tuy nhiên, ở 

nhiệt độ 45°C tốc độ sinh trưởng (7,67 giờ/thế hệ) 

nhanh hơn so với 40°C (10,12 giờ/thế hệ) (Hình 3A). 

Trong môi trường có 750 mg/L Nap, sau 24 giờ vi 

khuẩn sinh trưởng nhanh ở 45°C và sinh trưởng chậm 

ở các nhiệt độ còn lại với số lượng tế bào không có sự 

khác biệt so với thời điểm bắt đầu nuôi cấy. Chỉ quan 

sát thấy sự khác biệt về sự sinh trưởng của vi khuẩn 

giữa các nhiệt độ sau 48 giờ nuôi. Số lượng tế bào cao 

nhất đạt 5,44 × 107 CFU/mL ở 45°C sau 48 giờ và thời 

gian nhân đôi thế hệ trong pha logarit là 9,3 giờ (Hình 

3B). 

Hầu hết các vi khuẩn phân hủy DF và Nap đều 

là vi khuẩn ưa ấm (mesophile) với nhiệt độ thích hợp 

cho sự sinh trưởng và phân hủy sinh học xảy ra trong 

khoảng từ 25°C-37°C, như Rhodococcus sp. P52 [20], 

Pseudomonas gessardii AHB79N [19], Janibacter terrae XJ-1 

[21], Agrobacterium sp. PH-08 [22]. Vi khuẩn 4B1 là một 

trong số ít chủng có khả năng phân hủy cơ chất ở nhiệt 

độ cao hơn 40°C. Ngoài ra, chủng này cũng có thể sinh 

trưởng trong khoảng nhiệt độ 30 - 50°C với nguồn cơ 

chất DF, chứng tỏ có thể thích nghi ở các môi trường 

khác nhau với điều kiện nhiệt độ thay đổi. 

Ảnh hưởng của pH môi trường 

Sự sinh trưởng của chủng vi khuẩn 4B1 tốt nhất 

trong khoảng pH 6 - 8. Ở pH 5, vi khuẩn hầu như 

không sinh trưởng, và sự sinh trưởng khá chậm ở pH 9, 

sau 48 giờ mới bắt đầu đi vào pha logarit. Điều kiện pH 

tối ưu nhất cho chủng vi khuẩn này sinh trưởng trong 

môi trường có DF là pH 7 với số lượng tế bào đạt 8,72 × 

107 CFU/mL sau 48 giờ nuôi cấy với tốc độ sinh trưởng 

là 7,1 giờ/thế hệ (Hình 4A). Tương tự, chủng 4B1 sinh 

trưởng tốt nhất ở pH 7 và 8 trong môi trường có Nap, 
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với mật độ tế bào sau 72 giờ nuôi cấy không sai khác có 

ý nghĩa thống kê. Vi khuẩn sinh trưởng rất chậm ở các 

pH khác (Hình 4B). Các nghiên cứu về ảnh hưởng của 

pH môi trường lên sự sinh trưởng và phân hủy các hợp 

chất DF hoặc Nap cho thấy đa số các chủng vi khuẩn 

đều có pH tối ưu trong khoảng trung tính 6 - 7. Một vài 

nghiên cứu hiếm hoi ở các chủng vi khuẩn ưa kiềm như 

Pseudomonas sp. SA3 phân hủy Nap tốt nhất ở pH môi 

trường 8.0 [23], chủng Pseudomonas sp. ISTDF1 có thể 

phân hủy DF tăng dần từ pH 6 đến 12 (tối đa ở pH 10) 

[17]. 

  

 

Hình 3. Khả năng sinh trưởng của chủng 4B1 ở các nhiệt độ khác nhau trong môi trường có DF (A) và Nap (B) 

 

Hình 4. Khả năng sinh trưởng của chủng 4B1 ở các độ pH khác nhau trong môi trường có DF (A) và Nap (B)

Ảnh hưởng của tốc độ lắc 

Kết quả ở hình 5 cho thấy chủng vi khuẩn 4B1 

có thể sinh trưởng ở cả 3 tốc độ khuấy trộn thử nghiệm, 

khi tăng tốc độ lắc tức là tăng nồng độ oxy hòa tan 

trong môi trường thì sự sinh trưởng của chủng 4B1 

cũng tăng lên tương ứng. Trong đó, tốc độ 180 

vòng/phút là thích hợp nhất với sinh trưởng đạt tối đa 

sau 48 giờ cho số lượng tế bào và tốc độ sinh trưởng 

trong môi trường có DF và Nap lần lượt là 9,42 × 107 

CFU/mL, 6,8 giờ/thế hệ và 5,6 × 107 CFU/mL, 8,6 giờ/thế 

hệ. Quá trình phân hủy DF và Nap ở các chủng vi 

khuẩn thường xảy ra trong điều kiện hiếu khí, vì vậy 

nồng độ oxy là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sự 
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sinh trưởng cũng như phân hủy cơ chất của tế bào vi 

khuẩn. Oxy đã được chứng minh như là một chất nhận 

điện tử hiệu quả trong các nghiên cứu về phân hủy sinh 

học các hợp chất hydrocarbon thơm. Ngoài ra, phản 

ứng đầu tiên trong con đường phân hủy DF và Nap 

liên quan đến việc kết hợp hai nguyên tử oxygen vào 

một trong các vòng thơm của các hợp chất này, dẫn đến 

việc hình thành các hợp chất trung gian, và sự phân cắt 

vòng thơm ở các bước tiếp theo [5].

 

Hình 5. Khả năng sinh trưởng của chủng 4B1 ở các tốc độ lắc khác nhau trong môi trường có DF (A) và Nap (B) 

3.3 Khả năng phân hủy dibenzofuran và 

naphthalene của chủng 4B1 

Để xác định khả năng phân hủy DF và Nap của 

chủng vi khuẩn 4B1, tiến hành nuôi cấy trong môi 

trường và điều kiện tối ưu đã khảo sát. Sau đó, thu 

mẫu, tách chiết lượng cơ chất còn lại trong môi trường 

nuôi cấy và phân tích bằng GC. 

Phổ sắc ký của chất chuẩn Nap và DF nồng độ 

250 mg/L ở hình 6 cho thấy Nap và DF xuất hiện ở thời 

gian lưu lần lượt là 8,555 phút và 13,127 phút. 

 

Hình 6. Phổ sắc ký khí của Nap và DF ở nồng độ 250 mg/L 
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Hình 7. Phổ sắc ký khí của dịch chiết DF còn lại sau 72 giờ nuôi cấy 

 

Hình 8. Phổ sắc ký khí của dịch chiết Nap còn lại sau 72 giờ nuôi cấy 

Kết quả phân tích nồng độ DF còn lại trong môi 

trường nuôi cấy ở các điểm khác nhau và mẫu đối 

chứng cho thấy tất cả phổ sắc ký đều xuất hiện 1 peak 

với thời gian lưu giống nhau (khoảng 13,1 phút) trùng 

với peak của mẫu chuẩn (Hình 7). 

Sau các khoảng thời gian nuôi cấy, hàm lượng 

DF còn lại trong môi trường giảm rõ rệt (Hình 9A). 

Nồng độ DF ban đầu là 1250 mg/L đã được chủng 4B1 

phân hủy, sau mỗi 24 giờ nồng độ còn lại tương ứng là 

1005,196; 492,841 và 252,975 mg/L. Hiệu suất phân hủy 

DF thu được sau 72 giờ là 79,76%. Kết quả nghiên cứu 

cho thấy rằng chủng 4B1 có hiệu suất phân hủy DF 

tương đối tốt với nồng độ ban đầu cao hơn và thời gian 

phân hủy ngắn hơn một số chủng vi khuẩn đã công bố, 

như chủng Janibacter terrae XJ-1 phân hủy hết 100 mg/L 

DF sau 5 ngày nuôi cấy [21]; sau 100 giờ nuôi cấy, 

chủng Paenibacillus sp. TSY30 chỉ phân hủy hết được 17 

mg/L DF [24]; trong khi Janibacter sp. YY-1 có hiệu suất 

phân hủy DF là 94% từ nồng độ ban đầu là 1000 mg/L 

sau 96 giờ nuôi cấy [25].  
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Hình 9. Khả năng phân hủy DF (A) và Nap (B) của chủng P. naphthalenovoran 4B1 

Tương tự, phổ sắc ký của Nap còn lại trong dịch 

nuôi cấy ở các thời điểm khác nhau và mẫu đối chứng 

đều xuất hiện 1 peak với thời gian lưu gần giống nhau 

(khoảng 8,5 phút) trùng với peak của mẫu chuẩn  

(Hình 8). 

Chủng 4B1 có khả năng phân hủy Nap (nồng độ 

ban đầu là 750 mg/L) sau 24, 48 và 72 giờ với nồng độ 

còn lại tương ứng là 669,029; 226,635 và 127,254 mg/L. 

Hiệu suất phân hủy đạt 83,03% (Hình 9B). Khi so sánh 

kết quả với một số chủng vi khuẩn khác, chúng tôi thấy 

rằng chủng 4B1 có khả năng phân hủy Nap ở nồng độ 

ban đầu cao với hiệu suất khá tốt. Hầu hết các chủng vi 

khuẩn đã công bố có khả năng chuyển hóa  500 mg/L 

Nap. Như chủng Pseudomonas aeruginosa PTCC 1707 chỉ 

phân hủy trong khoảng nồng độ 0,5-20 mg/L với lượng 

cơ chất giảm từ 33,4% - 65,5% sau 3 ngày nuôi cấy [26]. 

Hai chủng Bacillus licheniformis JUG GS2 và B. sonorensis 

JUG RS2(3) phân hủy Nap với hiệu suất lần lượt là 73%, 

48% và 52%, 29% với nồng độ ban đầu tương ứng là 100 

mg/L và 200 mg/L [27]. Chủng Achromobacter sp. 

FBHYA2 có khả năng phân hủy nhanh 500 mg/L Nap 

sau 48 giờ nuôi cấy với hiệu suất 96% [28]. 

Nhìn chung, hầu hết các chủng vi khuẩn đều 

phân hủy DF và Nap với nồng độ thấp, và những 

chủng này là vi khuẩn ưa ấm, có nhiệt độ tối ưu cho sự 

phân hủy trong khoảng 30C. Chủng vi khuẩn ưa nhiệt 

4B1 cho khả năng phân hủy hai hợp chất này với nồng 

độ ban đầu và hiệu suất khá cao. Một số nghiên cứu 

cho thấy rằng khả năng hoạt động sinh học và độ hòa 

tan của các chất aliphatic và polyaromatic hydrocarbon 

phụ thuộc vào nhiệt độ. Độ hòa tan tăng ở nhiệt độ cao 

ảnh hưởng đến độc tính của chúng và khả năng chuyển 

hóa sinh học các hợp chất này xảy ra trong thời gian 

ngắn hơn [29]. 

4 Kết luận 

Qua các kết quả nghiên cứu thu được, chúng tôi 

nhận thấy chủng vi khuẩn 4B1 có khả năng sinh trưởng 

nhanh trên cả hai cơ chất hydrocarbon thơm đa vòng là 

DF và Nap với nồng độ tương đối cao so với các nghiên 

cứu trước đây, lần lượt là 1250 mg/L và 750 mg/L. Các 

điều kiện nuôi cấy tối ưu cho sự sinh trưởng của chủng 

4B1 ở cả hai cơ chất là tương tự nhau (45C, pH môi 

trường 7, tốc độ lắc 180 vòng/phút). Tuy nhiên, khả 

năng sinh trưởng tốt hơn trong môi trường có DF 

(khoảng 2 lần so với Nap), đồng thời có thể sinh trưởng 

ở khoảng điều kiện nuôi cấy rộng hơn khi sử dụng cơ 

chất là DF (nhiệt độ từ 30 - 50C, pH 6 - 9) so với Nap 

(nhiệt độ 37 - 45C, pH 7 - 8). Hiệu quả xử lý cơ chất đạt 

79,76% - 83,03% sau 72 giờ nuôi cấy. Các đặc điểm này 

của chủng vi khuẩn P. naphthalenovorans 4B1 cho thấy 

tiềm năng ứng dụng trong các nghiên cứu xử lý sinh 

học các môi trường ô nhiễm các hợp chất hydrocarbon 

thơm đa vòng gây ra do dư lượng chất độc chiến tranh 

hoặc từ chất thải của các hoạt động công nghiệp. 
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