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NGHIÊN CỨU KHẢ NĂNG PHÂN HỦY MUỘI THAN CỦA VI KHUẨN
PHÂN LẬP TỪ VỊNH HẠ LONG

Nguyễn Thị Thu Huyền, Nguyễn Thị Yên , Nguyễn Đình Thọ, Lại Thuy Hiền
Phòng Vi sinh vật dầu mỏ, Viện Công nghệ Sinh học, VAST

Tóm tắt: Vịnh Hạ Long đang dần bị ô nhiễm bởi muội than. Muội than gây nguy
hiểm đến sức khỏe con người, làm chậm chu trình chuyển hóa carbon và
làm trái đất nóng lên gây biến đổi khí hậu. Do vậy, cần có giải pháp hiệu
quả để loại bỏ ô nhiễm muội than tại đây. Sử dụng vi khuẩn nội tại của
vịnh Hạ Long để xử lý ô nhiễm muội than được xem là giải pháp hữu
hiệu. Từ các mẫu nước bề mặt ô nhiễm muội than tại vịnh Hạ Long, đã
phân lập và tuyển chọn được 3 chủng vi khuẩn (BV3.7, BV5.2 và
BV6.3) có khả năng sinh trưởng trong môi trường chứa muội than. Cả 3
chủng đều là vi khuẩn dương. Chủng BV5.2 và BV6.3 có khả năng sinh
bào tử trong khi chủng BV3.7 thì không. Tế bào chủng BV 3.7 có hình
cầu, tế bào của 2 chủng còn lại có hình que. Bằng kit chuẩn sinh hóa API
50CHL và API 50CHB đã xác dịnh được chủng BV3.7, BV5.2 và BV6.3
thuộc loài Lactobacillus salvarius, Bacillus subtilis và Bacillus pumillus
với độ tương đồng lần lượt là 99,9%; 99,4% và 99,7%. Chủng BV 3.7 có
khả năng sử dụng muội than làm nguồn cacbon duy nhất trong khi 2
chủng còn lại phân hủy muội than tốt hơn nếu có bổ sung thêm nguồn
carbon glucose. Các kết quả thu được đã mở ra triển vọng ứng dụng
chúng vào xử lý ô nhiễm muội than ở vịnh Hạ Long.

Từ khóa: Muội than, Phân hủy sinh học, Vi khuẩn, Vịnh Hạ Long.
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Abstract: Halong bay is gradually more and more polluted by black carbon soot.
Black carbon not only causes harmful effect for human health, affects the
global carbon cycle but also triggers the global warming, climate change.
Thus, it is necessary to find out the solution for effectively handle black
carbon pollution. The best choice is to use the native microorganisms
that can degrade black carbon for black carbon polluted treatment. From
the surface microlayer samples of black carbon contaminated waters
collected at Halong bay, three strains BV3.7, BV5.2  and BV6.3 that are
capable of growing in medium containing black carbon were isolated and
selected. All 3 isolates were positive bacteria. Spherical-shaped bacterial
strain BV3.7 can not make sporulation whereas others can form
endospores. By using API 50CHL and API 50CHB  kits, strains BV3.7,
BV5.2 and BV6.3 are identified as Lactobacillus salvarius, Bacillus
subtilis and Bacillus pumillus with 99.9%, 99.4% and 99.7%  similarity,
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respectively. Strain BV3.7 can utilize black carbon as sole carbon while
others degrade black carbon better if glucose is added. Obtain results
pointed out the promising chance for applying these bacterial strains to
black carbon contaminated treatment at Halong bay.

Key words: Black carbon, Degradation, Bacteria, Sea surface
microlayer water, Halong bay.

I.GIỚI THIỆU

Muội than (black carbon-BC) là hợp chất carbon màu đen sinh ra từ quá trình đốt
cháy không hoàn toàn sinh khối hoặc nhiên liệu rắn như than đá, gỗ, xăng dầu
trong điều kiện tự nhiên hoặc do hoạt động của con người (Shrestha 2010). Mặc
dù muội than là vấn đề mang tính toàn cầu và các hoạt động thải muội than diễn ra
ở hầu hết các nơi trên thế giới, nhưng tùy từng vùng mà lượng thải muội than khác
nhau. Cùng với Ấn Độ và Trung Quốc, Việt Nam là một trong ba nước có nguồn
thải muội than lớn nhất thế giới và đang phải chịu những ảnh hưởng nặng nề của
biến đổi khí hậu, suy giảm sức khỏe và ô nhiễm môi trường sinh thái do muội than
gây ra (Gatarivà cs, 2005, 2006 Lin và cs, 2011, Srivastava và cs, 2012).

Một trong các điểm nóng về ô nhiễm muội than tại Việt Nam chính là vịnh
Hạ Long. Kết quả khảo sát của Gatari và cs (2006) cho thấy hàm lượng muội than
có trong nước và không khí ở Hạ Long đều cao (Gatari và cs, 2006). Nguyên nhân
chủ yếu là do cháy rừng, tập quán sử dụng than, rơm rạ trong đun nấu sinh hoạt
của người dân, sử dụng than đá và xăng dầu trong các ngành công nghiệp và hoạt
động tàu thuyền du lịch, săn bắt, nuôi trồng hải sản và đặc biệt là từ khai thác
than. Kết quả là đường xá, nhà cửa, công trình đều bị bao phủ bởi muội than.
Không chỉ vậy, bề mặt nước của vịnh Hạ Long đã bị ô nhiễm muội than khá
nghiêm trọng với mảng lớn các viết bọt loang màu đen làm mất mỹ quan cảnh đẹp
thiên nhiên vịnh Hạ Long. Ngoài ra, theo Xavier Mari (thông tin cá nhân), ô
nhiễm muội than còn làm giảm nguồn tài nguyên đa dạng sinh học vùng vịnh Hạ
Long. Bên cạnh đó, muội than lại đang được coi là yếu tố thứ hai sau CO2 gây
biến đổi khí hậu, làm trái đất nóng lên (Ramanathan và cs, 2008). Vì vậy, bên
cạnh việc giảm thiểu nguồn gây ô nhiễm muội than thì việc xử lý ô nhiễm muội
than tại vịnh Hạ Long là rất cần thiết.

Muội than có thể được xử lý bằng cả biện pháp phi sinh học và sinh học,
trong đó biện pháp sinh học ngày càng được quan tâm nhiều hơn (Cheng và cs,
2006, Decesari và cs, 2002, Hamer và cs, 2004, Schmidt và cs, 2000, Stubbins và
cs, 2012). Ở đâu có chất gây ô nhiễm, ở đó thường có tác nhân phân hủy chất gây
ô nhiễm”, chúng tôi tin tưởng rằng vi sinh vật tại vịnh Hạ Long có khả năng phân
hủy muội than. Kết quả của chúng tôi đã minh chứng cho điều này (Nguyen và cs,
2011). Để định hướng ứng dụng các chủng vi khuẩn đã phân lập được vào xử lý ô
nhiễm muội than thì việc đánh giá khả năng phân hủy muội than của chúng là cần
thiết để từ đó lựa chọn được những chủng phù hợp cho mục tiêu xử lý ô nhiễm
muội than. Chính vì vậy, nghiên cứu này được tiến hành.
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II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

1. Chủng giống vi khuẩn

Sử dụng ba chủng vi khuẩn hiếu khí BV3.7, BV5.2 và BV6.3 từ bộ sưu tập vi
khuẩn biển có khả năng phân hủy muội than của phòng Vi sinh vật dầu mỏ, Viện
Công nghệ Sinh học, Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam.

2. Môi trường

Môi trường nuôi cấy vi khuẩn dùng cho phản ứng xác định Gram, quan sát hình
thái tế bào, thử khả năng tạo bào tử và kit thử sinh hóa API là môi trường HKTS
1% NaCl với thành phần môi trường bao gồm NaCl 5 gL-1, KH2PO4 1 gL-1, KCl
0.25 gL-1, MgCl2 1.2 gL-1, NH4NO3 2 gL-1, glucose  1 gL-1, peptone 5 gL-1, yeast
extract 0.2 gL-1, meat extract 3 gL-1, nước biển 200 mlL-1, pH 7-7.5. Môi trường
thạch được bổ sung 20 gL-1 thạch.

Môi trường để đánh giá khả năng phân hủy muội than của vi khuẩn là môi
trường BMM 1% NaCl với thành phần môi trường bao gồm (NH4)2SO4 2 gL-1,
MgSO4.7H2O 2 gL-1, NaCl 5 gL-1, KCl 2 gL-1, KH2PO4 0,27 gL-1, CaCl2.2H2O
0,294 gL-1, natri citrat.2H2O 2 gL-1, FeSO4.7H2O 0,1084 mgL-1, MnSO4.4H2O 2,2
mgL-1, glutamic axit 0,6624 gL-1, Tris 6,6 gL-1, nước biển 200 mlL-1,  pH 7,5.
Glucose 0,2 gL-1 được bổ sung vào môi trường để cấy hoạt hóa giống qua đêm.

3. Điều kiện nuôi cấy
Chuẩn bị tế bào vi khuẩn cho phản ứng xác định Gram, quan sát hình thái tế bào,
thử khả năng hình thành bào tử và kit thử sinh hóa API: chủng vi khuẩn giữ ở -
20oC được hoạt hóa ở 37oC trong môi trường dịch HKTS 1% NaCl. Sau đó, dịch
nuôi cấy được gạt trên môi trường thạch đĩa HKTS 1% NaCl và ủ qua đêm ở
37oC. Lấy sinh khối tế bào từ khuẩn lạc đơn lẻ để tiến hành nhuộm gram hay thử
với KOH 3%, quan sát hình thái tế bào và thử kit chuẩn sinh hóa API. Để đánh giá
khả năng tạo bào tử, sinh khối tế bào được lấy từ khuẩn lạc đơn lẻ trên môi trường
thạch đĩa HKTS 1% NaCl sau 72 giờ nuôi cấy ở 37oC.

Đánh giá khả năng phân hủy muội than của các chủng vi khuẩn: chủng vi
khuẩn giữ ở -20oC được hoạt hóa qua đêm ở 37oC với các thể tích giống khác
nhau trong môi trường BMM bổ sung 0,2 gL-1 glucose làm nguồn cơ chất. Chọn
giống hoạt hóa đang ở pha tăng trưởng để bổ sung vào các bình tam giác chứa môi
trường thử nghiệm bao gồm môi trường BC (môi trường BMM bổ sung muội than
với hàm lượng khác nhau 0,01 mgL-1; 0,1 mgL-1; 1 mgL-1; 10 mgL-1; 100 mgL-1;
1000 mgL-1) và môi trường BCG (môi trường BMM ngoài bổ sung muội than với
hàm lượng khác nhau 0,01 mgL-1; 0,1 mgL-1; 1 mgL-1; 10 mgL-1; 100 mgL-1; 1000
mgL-1 còn bổ sung 0,2 gL-1 glucose) với OD500nm đạt 0,05-0,1 tại thời điểm bắt
đầu thí nghiệm. Các bình tam giác được nuôi lắc 180 vòng/phút ở 37oC. Sau 30
phút lấy mẫu đo mật độ tế bào một lần cho đến khi tế bào vào pha cân bằng.

4. Phương pháp
 Xác định Gram bằng phương pháp nhuộm Gram và thử KOH 3%.
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 Quan sát hình thái tế bào bằng kính hiển vi điện tử HITACHI S4800
(Nhật).

 Xác định khả năng tạo bào tử bằng phương pháp sốc nhiệt ở 80oC/15
phút.

 Định danh vi khuẩn bằng kít chuẩn sinh hóa API (Biomereux; Pháp)

 Đánh giá khả năng sinh trưởng của vi khuẩn bằng phương pháp đo độ
đục tế bào bằng máy đo quang phổ Secomam (Đức) ở bước sóng 500
nm.

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

1. Đặc điểm hình thái tế bào

Đặc điểm hình thái khuẩn lạc, tế bào, khả năng sinh bào tử và phân loại các chủng
BV3.7, BV5.2 và BV6.3 theo nhóm Gram được thể hiện qua bảng 1và hình 1-2.
Kết quả cho thấy hình thái khuẩn lạc của các chủng này khác nhau. Tuy nhiên, sự
khác biệt về hình thái khuẩn lạc chưa chắc đã khác biệt về hình thái tế bào. Cụ thể
là chủng BV5.2 và BV6.3 có hình thái khuẩn lạc khác nhau nhưng tế bào đều là
hình que. Mặc dù vậy, sự khác biệt về hình thái khuẩn lạc cũng có thể là dấu hiệu
để báo hiệu sự khác biệt về hình thái tế bào như trong trường hợp chủng BV3.7.
Tế bào của chủng này có hình cầu. Tuy khác biệt nhau về hình thái khuẩn lạc và
tế bào nhưng cả 3 chủng này đều là vi khuẩn Gram dương. Tuy cùng là vi khuẩn
Gram dương nhưng khả năng sinh bào tử của các chủng này khác nhau. Chỉ có 2
chủng vi khuẩn hình que BV5.2 và BV6.3 có khả năng tạo bào tử trong khi chủng
BV 3.7 thì không.

Bảng 1. Đặc điểm khuẩn lạc và tế bào của 3 chủng vi khuẩn

TT Chủng Hình thái khuẩn lạc Hình thái
tế bào Gram

Khả năng
sinh bào

tử

1 BV3.7 Hình tròn, lồi bóng, màu vàng
nhạt, mép gọn, d 1-2 mm Hình cầu + Không sinh

bào tử

2 BV5.2
Hình tròn, trắng đục,  mép răng
cưa, bề mặt khô hình tia,
phẳng, đặc dạng bột,có vòng
tròn đồng tâm ở giữa,d 6-9 mm

Hình que + Có khả
năng sinh
bào tử

3 BV6.3

Hình tròn, trắng đục, mép
phẳng, bề mặt khô, lõm, đặc
dạng bột, có vòng tròn đồng
tâm ở giữa, d 1-3mm

Hình que + Có khả
năng sinh
bào tử

2. Định danh vi khuẩn bằng kit thử sinh hóa API 50CHB và 50CHL

Kit chuẩn sinh hóa API 50CH gồm 50 phản ứng khác nhau được sản xuất dựa trên
đặc điểm sinh hóa của các nhóm vi khuẩn Gram dương khác nhau. Dựa vào khả
năng sử dụng cơ chất khác nhau trong 50 phản ứng của tế bào vi khuẩn thử
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nghiệm sẽ xác định được vi khuẩn này thuộc loài nào. Trong các loại kit API
50CH thì kit API 50CHL dùng để định danh nhóm vi khuẩn Gram dương, không
tạo bào tử và kit API 50CHB dùng để định danh nhóm vi khuẩn Gram dương, có
khả năng tạo bào tử. Do đó, trong nghiên cứu này, kit API 50CHL được dùng để
định danh vi khuẩn BV3.7 và kit API 50CHB được dùng để định danh vi khuẩn
BV5.2 và BV6.3. Kết quả thử kit được nêu trên Bảng 2.

(a) (b) (c)

Hình 1. Hình thái khuẩn lạc (trên) và tế bào (dưới) của chủng BV3.7 (a), BV5.2
(b) và BV6.3 (c)

Hình 2. Khả năng sinh trưởng của chủng vi khuẩn BV3.7 (trái), BV5.2 (giữa) và
BV 6.3 (phải) sau khi sốc nhiệt

Kết quả cho thấy sự tương đồng của cả ba chủng BV3.7, BV5.2 và BV6.3
trong khả năng đồng hóa các cơ chất. Cả ba chủng đều có khả năng sử dụng L-
Arabinose, D-Glucose, D-Fructose, D-Mannose, Mannitol, N Acetyl glucosamine
và Trehalose. Đồng thời, 3 chủng này đều không sử dụng các cơ chất Erythritol,
D-Arabinose, L-Xylose, Adonitol, β Methyl-xyloside, L-Sorbose, Dulcitol, α
Methyl-D-Mannoside, Inuline, Melezitose, Xylitol, D-Turanose, D-Lyxose, D-
Tagatose, D-Fucose, D-Arabitol, L-Arabitol, 2 ceto-gluconate và 2 ceto-
gluconate. Mặt khác, kết quả thử kit cũng chỉ ra sự khác biệt giữa chủng BV3.7 và
2 chủng còn lại. So với hai chủng BV5.2 và BV6.3, chủng BV3.7 không có khả
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năng sử dụng Glycerol, Amygdaline, Arbutine, Esculine, Salicine, Cellobiose,
Saccharose và β Gentiobiose. Ngược lại, chủng BV3.7 có khả năng sử dụng D-
Xylose, Galactose, Rhamnose, Lactose, Melibiose, L-Fucose và Gluconate   trong
khi 2 chủng còn lại không có khả năng.

Bảng 2. Kết quả kit thử AIP 50CHL và API 50CHB của ba chủng vi khuẩn BV
3.7, BV5.2 và BV6.3

Phản ứng Phản ứngT
T Cơ chất

BV3.7 BV5.2 BV6.3
T
T Cơ chất

BV3.7 BV5.2 BV6.3

1 Control - - - 26 Esculine - + +

2 Glycerol - + + 27 Salicine - + +

3 Erythritol - - - 28 Cellobiose - + +

4 D-Arabinose - - - 29 Maltose + + -

5 L-Arabinose + + + 30 Lactose + - -

6 Ribose + - + 31 Melibiose + - -

7 D-Xylose + - - 32 Saccharose - + +

8 L-Xylose - - - 33 Trehalose + + +

9 Adonitol - - - 34 Inuline - - -

10 β Methyl-xyloside - - - 35 Melezitose - - -

11 Galactose + - - 36 D-Raffinose + + -

12 D-Glucose + + + 37 Starch - + -

13 D-Fructose + + + 38 Glycogen - + -

14 D-Mannose + + + 39 Xylitol - - -

15 L-Sorbose - - - 40 β Gentiobiose - + +

16 Rhamnose + - - 41 D-Turanose - - -

17 Dulcitol - - - 42 D-Lyxose - - -

18 Inositol - + - 43 D-Tagatose - - -

19 Mannitol + + + 44 D-Fucose - - -

20 Sorbitol + + - 45 L-Fucose + - -

21 α Methyl-D-
Mannoside - - - 46 D-Arabitol - - -

22 α Methyl-D-
Glucoside - + - 47 L-Arabitol - - -

23 N Acetyl
glucosamine + + + 48 Gluconate + - -

24 Amygdaline - + + 49 2 ceto-gluconate - - -

25 Arbutine - + + 50 5 ceto-gluconate - - -

Mặc dù khác biệt nhau ở khả năng tạo bào tử nhưng chủng không có khả
năng tạo bào tử BV3.7 cũng có một số đặc điểm sinh hóa tương tự với chủng có
khả năng tạo bào tử BV5.2. Đó là 2 chủng này đều có khả năng đồng hóa Ribose,
Sorbitol, Maltose, D-Raffinose. Ngoài ra, chủng BV3.7 cũng tương đồng với
chủng có khả năng tạo bào tử BV6.3 ở đặc điểm: không có khả năng sử dụng
Inositol, α Methyl-D-Glucoside, tinh bột và Glycogen. Bên cạnh đó, hai chủng
BV5.2 và BV6.3 vẫn có những đặc điểm sinh hóa khác biệt dù cả 2 chủng này đều
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có khả năng tạo bào tử. Cụ thể là, so với chủng BV6.3, chủng BV5.2 không có
khả năng đồng hóa Ribose. Ngược lại, chủng BV5.2 lại có khả năng đồng hóa
Inositol, Sorbitol, α Methyl-D-Glucoside, Maltose, D-Raffinose, tinh bột,
Glycogen trong khi chủng BV6.3 lại không thể.

Sử dụng phần mềm apiweb để phân tích các kết quả thử kit API 50CHL và
API 50CHB đã xác định được chủng vi khuẩn BV 3.7, BV5.2 và BV6.3 thuộc loài
Lactobacillus salivarius, Bacilus subtilis và Bacillus pumillus với độ tương đồng
lần lượt là 99.9%, 99,4 % và 99.7%.

3. Đánh giá khả năng phân hủy muội than

Muội than là một hợp chất phức tạp, độc, khó phân hủy nên không phải chủng vi
khuẩn nào cũng có thể phân giải được. Gần đây, muội than được cho là có thể bị
phân hủy nhờ tác nhân vi sinh (Hamer, U. Và cs, 2004, Kuzyakov, Y và cs, 2009,
Nguyen, T. T. H và cs, 2011). Quá trình này tăng nhanh khi bổ sung thêm glucose
vào môi trường (Hamer, U. Và cs, 2004, Kuzyakov, Y và cs, 2009). Do đó, trong
nghiên cứu này, ngoài việc đáng giá khả năng sinh trưởng của các chủng vi khuẩn
thử nghiệm trong môi trường chỉ chứa muội than làm nguồn carbon duy nhất thì
chúng tôi còn đánh giá khả năng sinh trưởng của chúng trong môi trường chứa
muội than có bổ sung glucose. Các kết quả được trình bày ở hình 3-5.

Kết quả cho thấy khả năng đáp ứng với điều kiện môi trường của chủng
BV3.7 khác với chủng BV5.2 và BV6.3. Trong khi khả năng sinh trưởng của 2
chủng sau tốt hơn trong môi trường chứa muội than có bổ sung glucose thì khả
năng sinh trưởng của BV3.7 gần như nhau trong cả 2 trường hợp, nhất là khi môi
trường chứa hàm lượng muội than cao. Kết quả còn chỉ ra rằng môi trường càng
có hàm lượng muội than cao thì khả năng sinh trưởng của các chủng này càng
giảm. Điều này đặc biệt thấy rõ ở 2 chủng BV5.2 và BV6.3.

Đối với chủng BV3.7 (Hình 3), mặc dù so với đối chứng (nguồn cơ chất là
glucose) thì sinh trưởng của chủng BV3.7 trong môi trường chứa 0,01-0,1 mg
muội than/l có kém hơn nhưng việc bổ sung glucose vào môi trường chứa 0,01-
0,1 mgL-1 muội than không có tác dụng kích thích sinh trưởng của chủng này. Do
đó có thể nhận thấy rằng nồng độ 0,01-0,1 mgL-1 muội than chưa đủ gây độc đối
với vi khuẩn BV3.7. Tuy nhiên, trong môi trường chứa 1 mg/l muội than thì việc
bổ sung glucose vào môi trường giúp chủng này sinh trưởng tốt hơn. Mặc dù vậy,
khi môi trường chứa hàm lượng muội than cao hơn 10-1000mg/l thì việc bổ sung
glucose vào môi trường lại không có tác động nhiều đến việc tăng khả năng sinh
trưởng của chủng BV3.7. Điều này cho thấy khi hàm lượng muội than đủ ở mức
gây độc cho tế bào vi khuẩn BV3.7 thì việc bổ sung glucose cũng không thể giúp
chủng này tăng khả năng thích ứng đối với điều kiện môi trường. Khi so sánh
từng trường hợp môi trường chỉ chứa muội than làm nguồn cơ chất duy nhất và
môi trường chứa muội than có bổ sung glucose, nhận thấy rằng trong môi trường
chứa 10 mg/l muội than có bổ sung glucose, sinh trưởng của chủng BV3.7 không
tốt hơn so với trong môi trường chứa 10 mg/l muội than làm nguồn cacbon duy
nhất. So với đối chứng glucose, có thể nhận thấy sinh trưởng của chủng BV3.7
trong môi trường chứa 10 mg/l muội than giảm một nửa. Như vậy, 10 mg/l muội
than là giới hạn chịu đựng tối đa của chủng BV3.7 hay nói cách khác chủng này
có thể sử dụng được tối đa 10 mg/l muội than làm nguồn cơ chất duy nhất.
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Hai chủng BV5.2 và BV6.3 có đáp ứng khá giống nhau trong môi trường có
muội than (Hình 4 và 5). Khi sinh trưởng trong môi trường chứa hàm lượng muội
than càng cao thì vai trò của việc bổ sung glucose đối với kích thích sinh trưởng
của 2 chủng này càng rõ. Khi môi trường có bổ sung glucose thì trong điều kiện
môi trường chứa 100 mg L-1 muội than, 2 chủng BV5.2 và BV6.3 vẫn sinh trưởng
được. Do đó, có thể khẳng định rằng 2 chủng này có khả năng phân hủy tốt 100
mgL-1 muội than trong môi trường có bổ sung glucose.
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Hình 3. Sinh trưởng của chủng BV3.7 trong môi trường BMM với nguồn cơ chất
duy nhất muội than (trái) và trong môi trường chứa muội than bổ sung glucose
(phải)
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Hình 4. Sinh trưởng của chủng BV 5.2 trong môi trường BMM với nguồn cơ chất
duy nhất muội than (trái) và trong môi trường chứa muội than bổ sung glucose
(phải)
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Hình 5. Sinh trưởng của chủng BV6.3 trong môi trường BMM với nguồn cơ chất
duy nhất muội than (trái) và trong môi trường chứa muội than bổ sung glucose
(phải)
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IV. THẢO LUẬN

Đứng trước thực trạng vịnh Hạ Long bị ô nhiễm muội than, việc tìm kiếm vi
khuẩn bản địa có khả năng phân hủy muội than để ứng dụng trong việc bảo vệ và
làm sạch môi trường tại vịnh Hạ Long là cần thiết. Kết quả khảo sát của chúng tôi
cho thấy một số chủng vi khuẩn phân lập từ vịnh Hạ Long có khả năng sinh
trưởng trong môi trường chứa muội than (Nguyen và cs. 2011). Trong nghiên cứu
này, chúng tôi tiếp tục đi sâu thì hiểu đặc tính sinh học cũng như khả năng phân
hủy muội than của một số chủng vi khuẩn tuyển chọn BV3.7, BV5.2 và BV6.3
nhằm định hướng ứng dụng chúng trong việc xử lý ô nhiễm muội than tại vịnh Hạ
Long.

Kết quả hình thái tế bào cho thấy không có mối liên hệ tương quan giữa
hình thái khuẩn lạc, tế bào, đặc điểm Gram và khả năng tạo bào tử. Tuy nhiên, cả
3 chủng vi khuẩn BV3.7, BV5.2 và BV6.3 đều là vi khuẩn Gram dương là một
phát hiện khá thú vị vì cho đến nay người ta mới chỉ được biết đến một số vi
khuẩn có khả năng phân hủy muội than là vi khuẩn Gram âm (Polymenakou và cs,
2006). Do đó, kết quả của nghiên cứu này đã bổ sung thêm những hiểu biết về đối
tượng vi khuẩn có khả năng phân hủy muội than: không chỉ là vi khuẩn Gram âm
mà còn là vi khuẩn Gram dương. Từ đó, mở rộng hướng tìm kiếm vi khuẩn có khả
năng phân hủy muội than.

Kết quả định danh đến loài của các chủng vi khuẩn có khả năng phân hủy
muội than cũng hé mở khám phá thú vị về các loài đã biết. Kết quả phân tích kit
chuẩn sinh hóa API 50CHL cho thấy chủng BV3.7 có độ tương đồng 99,9% với
loài Lactobacillus salivarius. Tuy nhiên, hình thái tế bào Lactobacillus salivarius
là hình que (Tinrat và cs, 2011). Trong khi đó, hình thái tế bào của chủng BV3.7
lại là hình cầu. Vì vậy, để xác định chính xác vị trí phân loại đến loài của chủng
BV3.7 cần có những nghiên cứu tiếp theo như phân tích trình tự gen 16S rRNA.
Trái lại, kết hợp kết quả phân tích kit chuấn sinh hóa API 50CHB của hai chủng
BV5.2 và BV6.3 với đặc điểm hình thái khuẩn lạc, tế bào, khả năng tạo bào tử thì
có thể khẳng định chủng vi khuẩn BV5.2 thuộc loài Bacilus subtilis và chủng vi
khuẩn BV6.3 thuộc loài Bacillus pumillus. Đây là những phát hiện mới, thú vị,
bởi vì cho đến nay chưa có công trình nào công bố về khả năng phân hủy muội
than của một loài xác định. Hơn nữa, Bacilus subtilis và Bacillus pumillus là 2
loài khá phổ biến trong nghiên cứu cũng như trong ứng dụng. Sự khám phá thêm
đặc tính mới (có khả năng phân hủy muội than) đã bổ sung thêm vào dữ liệu đặc
tính sinh học của chúng và đồng thời mở rộng hướng nghiên cứu cũng như ứng
dụng chúng.

Kết quả đánh giá khả năng phân hủy muội than cũng mang đến nhiều điều
thú vị về khả năng phân hủy hợp chất độc, khó tan của vi khuẩn. Muội than được
sử dụng trong nghiên cứu này là muội than được tạo thành từ quá trình đốt cháy
không hoàn toàn diesel. Do đó thành phần chủ yếu của loại muội than này là các
hợp chất hydrocarbon vòng thơm (PHA). Kết quả thu được đã cho thấy chủng
Bacilus subtilis BV5.2 và Bacillus pumillus BV6.3 có khả năng tốt phân hủy muội
than trong môi trường có bổ sung glucose . Điều này phù hợp với các nghiên cứu
trước đã cho thấy Bacilus subtilis và Bacillus pumillus có khả năng phân hủy các
PHA (Calvo, C và cs, 2003, Duy và cs, 2007, Toledo và cs, 2006). Tuy nhiên, khả
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năng sử dụng muội than của chủng vi khuẩn Gram dương, không tạo bào tử
BV3.7 trong nghiên cứu này là phát hiện đầu tiên.

Ngoài ra, sự khác biệt trong đáp ứng với môi trường chứa muội than có bổ
sung glucose của chủng BV3.7 so với hai chủng BV5.2 và BV6.3 đã gợi mở khả
năng vi khuẩn Gram dương, không bào tử có khả năng sử dụng trực tiếp muội
than làm nguồn cơ chất trong khi vi khuẩn Gram dương, có khả năng tạo bào tử
lại phân hủy muội than tốt hơn khi môi trường có bổ sung glucose. Đồng thời, so
với vi khuẩn Gram dương, không bào tử thì các vi khuẩn Gram dương, có khả
năng tạo bào tử có thể sinh trưởng được trong môi trường chứa hàm lượng muội
than cao hơn khi có bổ sung glucose. Điều này mở ra khả năng định hướng ứng
dụng các chủng vi khuẩn Gram dương, có khả năng tạo bào tử trong việc xử lý ô
nhiễm muội than bởi các chủng này có khả năng tồn tại và thích nghi với điều
kiện môi trường tốt hơn. Đặc biệt, Bacilus subtilis và Bacillus pumillus đều là vi
khuẩn lành tính, có khả năng kháng bệnh, kháng nấm cao (Bottone và cs, 2003, de
Melo và cs, 2009, Kuta và cs, 2009, Ouoba và cs, 2007). Vì vậy, việc áp dụng hai
chủng vi khuẩn BV5.2 và BV6.3 vào việc xử lý ô nhiễm muội than còn có thể góp
phần làm giảm tác hại của vi sinh vật bệnh ở nơi xử lý. Do đó, triển vọng ứng
dụng 2 chủng này trong xử lý ô nhiễm muội than ở vịnh Hạ Long là rất lớn.

Lời cảm ơn: Tập thể tác giả xin chân thành cảm ơn TS. Xavier Mari (IRD) đã
cung cấp muội than thương mại được hình thành từ quá trình đốt cháy không hoàn
toàn diesel (SRM 2975, NIST, USA) cho nghiên cứu này.
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