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Tóm tắt: M i trường biển Vi t N m đ ng ng y   ng bị   nhiễm trầm tr ng do h ng ng y phải tiếp 

nh n lượng  hất thải hữu  ơ lớn  hư  qu  xử lý từ đất liền. Trong khi đó    ng ngh  xử lý  hất hữu 

 ơ phù hợp nhất l  phân hủy kỵ kh  l i kém hi u quả trong m i trường biển  m  nguy n nhân 

 h nh l  do thiếu  á  vi sinh v t th  h nghi t t với điều ki n m i trường đặ  bi t n y. Trong nghi n 

 ứu n y   húng t i đã xây d ng th nh   ng phương pháp duy trì tổ hợp vi sinh v t biển BKM, có 

khả năng th   hi n quá trình phân hủy hỵ kh   hất thải hữu  ơ trong m i trường nướ  biển. Nguồn 

 ơ  hất hỗn hợp đượ  sử dụng để nu i bùn l   ám g o 10% l n men trong 5 ng y   ó pH = 4 5  

COD = 45000 mg O2/l  th nh phần  xit hữu  ơ b y hơi (VFA) ở mứ  ~ 900 mg/l. Bổ sung  ơ  hất 

n y v o m i trường nướ  biển nhân t o ở tỷ l  10%  ho phép nu i bùn kỵ kh  đ t ho t t nh sinh 

meth ne ổn định ở mứ  180 mL CH4/gCOD s u 5 ng y ở nhi t độ 28 - 30C. M t độ meth nogen 

trong bùn đượ  xá  định l  2 810
9
 MPN/ml,  hủ yếu gồm  á  lo i đ i di n thuộ  bộ dinh dưỡng 

hydro Methanomicrobiales v  bộ dinh dưỡng   et te Methanosarcinales, theo kết quả phân t  h 

thư vi n gen mcrA. Nghi n  ứu xá  định hi u quả hỗ trợ  ủ  tổ hợp BKM trong bình xử lý  hất 

thải  hăn nu i lợn quy m  2 l t  ho thấy quá trình  huyển hó  COD th nh meth ne bắt đầu  hỉ s u 

10 ng y  v  tới 80% COD đã bị lo i s u 60 ng y th  nghi m. Những kết quả bướ  đầu  hứng tỏ 

bùn kỵ kh  đượ  t o r  v  duy trì theo quy trình ở nghi n  ứu n y  ó tiềm năng ứng dụng trong 

th   tế để  ải thi n tình tr ng kém hi u quả t i  á  h  th ng xử lý kỵ kh  ho t động ở điều ki n 

nướ  biển. 

Từ khóa: Kh  sinh h    meth nogen    nhiễm m i trường biển  vi khuẩn kỵ kh   xử lý  hất thải hữu  ơ. 

1. Mở đầu

 

Phân hủy kỵ kh   á  hợp  hất hữu  ơ để t n 

thu năng lượng dưới d ng kh  sinh h   (biog s) 

đượ  biết đến từ giữ  thế kỷ 19 v  đượ  nghi n 

_______ 

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 ứu rộng rãi từ những năm đầu thế kỷ 20 [1]. 

Hi n t i  phân hủy kỵ kh  sinh meth ne đượ  

đánh giá l  phương pháp xử lý  ó hi u quả   o 

nhất đ i với  hất thải hữu  ơ  kh  meth ne sinh 

r  đượ  sử dụng như nguồn năng lượng th y thế 

ứng dụng trong  á  lĩnh v   như: kh  đ t  sản 

xuất đi n  nhi n li u   t  ..[2]. Tuy nhi n  ở 

điều ki n nướ  mặn   ng ngh  n y khó đ t hi u 

quả xử lý   o do nhiều yếu t  bất lợi như (i) t   
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độ phân hủy sinh h   bị kìm hãm ở nồng độ 

mu i   o  (ii) s    nh tr nh về  ơ  hất  ủ  vi 

khuẩn khử sulf te đ i với meth nogen  (iii) 

thiếu nguồn vi sinh v t  đặ  bi t l  meth nogen  

th  h nghi với điều ki n m i trường xử lý. Nếu 

như trong  á  h  th ng xử lý kỵ kh  ở m i 

trường nướ  ng t  phân trâu bò  bùn   ng h y 

bùn ho t t nh  ó thể đượ  sử dụng l m nguồn 

meth nogen bổ sung b n đầu thì trong m i 

trường nướ  mặn l i kh ng sẵn  ó  á  nguồn vi 

sinh v t tương ứng.  

Th   tế  meth nogen ư  mặn đã được công 

b  trong một s  nghi n  ứu. Mori v   ộng s  

(2012) đã phân l p đượ   hủng meth nogen 

thuộ   hi Methanosaeta  ó khả năng sinh 

trưởng trong m i trường  ó nồng độ N Cl từ 

11,7 – 46 8 g/l  t i ưu ở 16 4 g/l [3]. Steph ne 

v   ộng s  (2014) đã phân l p đượ   hủng 

Methanococcoides vulcani từ trầm t  h biển  ó 

khả năng sinh trưởng ở nồng độ N Cl từ 14 6 – 

58 5 g/l  t i ưu ở 29 25 g/l [4]. Mặ  dù v y  vi   

tìm kiếm  á   hủng meth nogen ư  hoặ   hịu 

mặn v  ứng dụng v o vi   hỗ trợ  á  h  th ng 

xử lý kỵ kh  ở điều ki n nướ  biển  òn  hư  

đượ  qu n tâm. Ở một s  nướ   rong biển (như 

Laminaria sp., Sargassum sp., Ulva sp.) đượ  

 hủ động nhân rộng   nh tá  ở  á  vùng ven 

biển để lấy sinh kh i l m nguy n li u t o kh  

sinh h   5]. Tuy nhi n  để t o điều ki n thu n 

lợi  ho quá trình v n h nh  nướ  ng t đã đượ  

bổ sung v o  á  bể biog s nhằm l m giảm nồng 

độ mu i trong sinh kh i  ủ  rong biển 6]. Mặ  

dù v y  theo một s  nghi n  ứu  vi   bổ sung vi 

sinh v t th m gi  quá trình phân hủy kỵ kh   đặ  

bi t l  meth nogen  ư  hoặ   hịu mặn  ó tá  

dụng rõ r t trong vi   thú  đẩy to n bộ quá 

trình [7]. 

Ở nhiều vùng biển  đặ  bi t tr n  á  đảo x  

bờ  thường xuy n xảy r  tình tr ng kh n hiếm 

nướ  ng t   á  h  th ng xử lý kỵ kh  v n h nh 

ho n to n trong điều ki n nướ  biển l   t phổ 

biến. Do v y vi   nghi n  ứu h  vi sinh v t 

giúp  ho  á  h  th ng phân hủy kỵ kh   ho  á  

khu v   n y như bể t  ho i (khi sử dụng nướ  

biển để dội rử ) h y bể biog s (như  hất thải từ 

 huồng tr i  hăn nu i đượ  dội rử  bằng nướ  

biển) l   ần thiết.  

Tổ hợp vi sinh v t BKM  ó nguồn g   từ 

trầm t  h biển Vi t N m đã đượ  t o r  qu  quá 

trình l m gi u trong điều ki n nướ  biển sử 

dụng rong biển l m  ơ  hất [8]. Nghi n  ứu n y 

đượ  th   hi n nhằm xây d ng phương pháp 

nu i  ấy v  duy trì tổ hợp n y trong điều ki n 

nướ  biển  đảm bảo s  lượng meth nogen   o 

v  ổn định ho t t nh sinh meth ne trong thời 

gi n d i để tiến tới ứng dụng  ho xử lý  hất thải 

hữu  ơ trong m i trường nướ  biển ở quy m  

th   tế. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Tổ hợp vi sinh v t BKM đượ  l m gi u từ 

trầm t  h biển Nh  Tr ng trong điều ki n kỵ kh  

ở m i trường nướ  biển  sử dụng rong Ulva sp. 

l m  ơ  hất. Nướ  biển t  nhi n đượ  thu t i 

Cử  Lò  Ngh  An. Chất thải nu i lợn thịt đượ  

thu t i tr ng tr i  hăn nu i ở Tây Mỗ  H  Nội. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Tạo dịch lên men cám gạo 

Dị h  ám g o 10% trong m i trường nướ  

biển nhân t o gồm  ó (g/l): N Cl 26 4  

MgCl2.6H2O 11,4, CaCl2.2H2O 1,47, KCl 0,66, 

KBr 0,09, MgSO4.7H2O 0,25, NH4Cl 0,25, 

KH2PO4 0,2 9 đượ  khử trùng t i 121C trong 

20 phút  s u khi l m nguội bổ sung tổ hợp vi 

sinh v t BKM theo tỷ l  5% thể t  h. Bình l n 

men đượ  đặt ở nhi t độ 35 ± 2C trong thời 

gi n 5 ng y  s u đó đượ  đánh giá  hất lượng 

th ng qu  giá trị pH  h m lượng COD v  tổng 

lượng VFA.  

2.2.2. Nuôi tổ hợp BKM 

Tổ hợp vi sinh v t BKM đượ  nu i tăng 

sinh trong bình S hott 1 l t  hứ  0 5 l t nướ  

biển nhân t o v  10% dị h l n men  ám g o  

lo i oxy ho n to n bằng kh  N2/CO2 tỷ l  90/10 

(v/v). Gi ng g   đượ  bổ sung v o bình nu i 
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theo tỷ l  10%. Bình nu i s u đó đượ  đặt t i 

35C v  theo dõi ho t t nh sinh meth ne theo 

thời gi n.  

2.2.3. Xác định số lượng vi sinh vật trong tổ 

hợp BKM  

Số lượng methanogen đượ  xá  định bằng 

phương pháp Most Prob ble Number (MPN)  

 á  bướ  tiến h nh như s u: Mẫu đượ  ph  

loãng trong m i trường nướ  biển nhân t o kỵ 

kh  rồi  ấy v o  á   ng nghi m kỵ kh   hứ  m i 

trường nướ  biển nhân t o (3  ng  ho mỗi độ 

ph  loãng)   ơ  hất sử dụng l  N -acetate (10 

mM). Cá   ng đượ  nu i tĩnh trong tủ ấm 37
o
C 

và theo dõi lượng CH4 sinh r  trong  á   ng 

bằng sắ  ký kh  để xá  định s   ó mặt  ủ  

meth nogen. M t độ meth nogen trong mẫu 

đượ  t nh d   theo bảng  hỉ s  MPN  đơn vị 

MPN/ml.  

Số lượng vi khuẩn kỵ khí tổng số đượ  

xá  định bằng phương pháp MPN   á  bướ  

tiến h nh ho n to n tương t  như phương pháp 

xá  định s  lượng meth nogen. M i trường 

nướ  biển nhân t o đượ  th y bằng m i trường 

nu i  ấy vi sinh v t kỵ kh  tổng s   th nh phần 

m i trường gồm  ó (g/l): glu ose 5    o thịt bò 

2,5, pepton 5, NaCl 3, amoni-acetat 2, 

MgSO4.7H2O 0,3, FeSO4.7H2O 0 01. Cá   ng 

MPN đượ  ghi nh n kết quả l   á   ng  ó hi n 

tượng sinh  xit  l m giảm pH từ 7 xu ng dưới 5. 

2.2.4. Phân tích thành phần methanogen 

trong tổ hợp BKM thông qua thư viện gen mcrA 

DNA genome  ủ  tổ hợp vi sinh v t BKM 

đượ  tá h  hiết theo phương pháp do Zhu v  

 ộng s  (2011) m  tả [10].  o n gen mcrA 

(k  h thướ  530 bp) mã hó   ho tiểu phần α  ủ  

methyl- oenzyme M redu t se đượ  khuyế h 

đ i từ khu n DNA genome sử dụng  ặp mồi 

mcrAf (5’-

GGTGGTGTMGGATTCACACARTAYCCWA

CAGC-3’) và mcrAr (5’-

TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT-3’)  với 

điều ki n  hu trình nhi t như s u: biến t nh ở 94
o
C 

– 5 phút  30  hu kỳ  ủ  94
o
C – 50 giây, 55

o
C – 55 

giây; 72
o
C – 1 phút  kéo d i kết thú  72

o
C – 10 

phút  giữ ở 20
o
C 10. Sản phẩm PCR s u đó 

đượ  tinh s  h bằng Kit A  uPrep® (Bioneer  

H n Qu  ). 

  o n gen mcrA s u đó đươ  tá h dòng 

sử dụng Ve tor pGEM®-T e sy (Promeg   Mỹ) 

và Kit pGEM®-T easy vector Systems, các 

bướ  tiến h nh đượ  th   hi n theo hướng dẫn 

 ủ  nh  sản xuất. Cá  dòng tế b o khả biến E. 

coli DH5  hứ  đo n gen mcrA s u đó đượ  

tuyển  h n tr n đĩ  th  h LB  ó bổ sung 

ampicillin (5 mg/ml), IPTG (8 mg/ml) và X-Gal 

(2 mg/ml). Pl smid DNA từ  á  dòng tế b o l   

 h n đượ  tá h bằng Gene JET pl smid 

miniprep Kit (Ferment s).  o n gen mcrA sau 

đó đượ  giải trình t  bằng  ặp mồi M13F v  

M13R. Cá  trình t  gen đượ  xử lý lo i phần 

trình t   ủ  ve tor bằng phần mềm BioEdit  s u 

đó so sánh với ngân h ng dữ li u GenB nk sử 

dụng   ng  ụ Bl st Se r h để xá  định  á  gen 

 ó độ tương đồng   o.  

2.2.5. Các phương pháp phân tích hóa học 

Thành phần CH4 đượ  xá  định tr n máy 

sắ  ký kh  Agilent 7890A với  á  th ng s   h y 

mẫu như s u:  ột HT-plot/Q (Agilent)  đầu dò 

FID  nhi t độ đầu dò 250
o
C  kh  m ng heli  t   

độ dòng 3 ml/phút  nhi t độ lò 60
o
C [2]. 

Hàm lượng VFA đượ  xá  định bằng 

phương pháp qu ng phổ [11]   á  bướ  tiến 

h nh như s u: Lấy 0 5 ml mẫu v o  ng nghi m 

rồi th m 1 5 ml ethylene gly ol v  0 2 ml 

sulfuri    id 19 5 N  s u đó trộn đều.  un s i 

hỗn hợp trong 3 phút v  l m l nh nh nh trong 

nướ  l nh  s u đó thêm 0,5 ml hydroxylamine 

hydrochloride, 2 ml NaOH 4,5 N, 10 mL FeCl3 

10%  trộn đều v  đo m t độ qu ng ở bướ  sóng 

495 nm. Nồng độ VFA đượ  xá  định d   tr n 

đường  huẩn xây d ng với   eti    id nồng độ 

10 đến 1200 mg/l. 

Hàm lượng COD đượ  xá  định theo 

TCVN 6491:1999. 

Tổng thể tích khí sinh ra trong bình thí 

nghi m đượ  xá  định theo phương pháp  ột 

nướ . Kh  trong bình th  nghi m theo đường 

dẫn v o trong  ng đong v  đẩy dần nướ  r  

khỏi  ng  lượng nướ  bị đẩy r  khỏi  ng đong 
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tương đương với lượng kh  sinh ra trong bình 

th  nghi m (Hình 1). 

 

Hình 1. Nguy n lý  ủ  phương pháp  ột nướ  xá  

định tổng thể t  h kh  sinh r . 

Hoạt tính sinh methane được xác định 

d   tr n thể t  h meth ne t o th nh v  COD bị 

lo i [12]. C ng thứ  t nh như s u: 

Ho t t nh sinh meth ne = Thể t  h CH4 t o 

th nh (ml) / COD bị lo i (g) 

2.2.6. Thiết lập thí nghiệm xử lý chất thải 

chăn nuôi trong phòng thí nghiệm ở mô hình 

mẻ 2 lít 

Th  nghi m tiến h nh trong bình S hott 2 

l t. Chất thải nu i lợn thịt (Tây Mỗ  H  Nội) 

đượ  trộn với nướ  biển (Cử  Lò  Ngh  An)  ó 

độ mặn 26‰ theo tỷ l  1:4 để đ t h m lượng 

COD ~ 16000 mg O2/L. Dị h nu i  hứ  tổ hợp 

vi sinh v t BKM đượ  bổ sung v o m  hình 

theo tỷ l  10% thể t  h.   y k n bình bằng nút 

  o su  ó gắn h  th ng thu mẫu kh  v   ng thu 

mẫu dị h (Hình 2). Th  nghi m đượ  tiến h nh 

ở nhi t độ 30 – 35ºC  lắ  định kỳ bằng t y và 

theo dõi th y đổi về pH  tổng thể t  h kh  sinh r   

th nh phần CH4  COD trong bình th  nghi m. 

 

Hình 2. Xử lý  hất thải  hăn nu i trong m  hình 

phòng th  nghi m thể t  h 2 l t. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Tạo cơ chất phù hợp để nuôi tổ hợp vi sinh 

vật BKM 

Tổ hợp vi sinh v t BKM gồm  á  vi sinh 

v t  ó nguồn g   từ trầm t  h biển Nh  Tr ng  

đượ  l m gi u qu  nhiều bướ   ấy truyền trong 

m i trường nướ  biển (ho n to n kh ng  ó mặt 

oxy)   hứ  rong biển l m  ơ  hất [8].  iều ki n 

l m gi u n y  ho phép t  h lũy kh ng  hỉ 

meth nogen m   òn  á  lo i vi sinh v t khá  

th m gi  quá trình  huyển hó     bon hữu  ơ 

th nh meth ne như vi khuẩn l n men sinh  xit  

vi khuẩn sinh   et te. Th ng qu  vi   xá  định 

s  lượng  ũng như ho t t nh sinh meth ne  ủ  

meth nogen trong tổ hợp   húng t   ó thể đánh 

giá một  á h gián tiếp s   ó mặt  ủ   á  nhóm 

vi khuẩn kỵ kh   òn l i vì sản phẩm tr o đổi 

 hất quyết định mứ  sinh trưởng  ủ  nhóm 

methanogen 12.    

 ể t o nguồn  ơ  hất phù hợp  ho tổ hợp vi 

sinh v t BKM (gồm meth nogen v   á  nhóm 

vi khuẩn kỵ kh  khá )   húng t i l    h n  ám 

g o hò  trong nướ  biển nhân t o (10%) v  tiền 

xử lý bằng l n men. Có  hứ   á  th nh phần 

protein  lipid  glu id  ùng nhiều khoáng  hất  

nguy n t  vi lượng  vit min… ám g o l   ơ 

 hất phù hợp  ho s  sinh trưởng  ủ  nhóm vi 

khuẩn kỵ kh  th   hi n  á  bướ  phân hủy đầu 

ti n  ủ  quá trình sinh meth ne l  thủy phân v  

l n men sinh  xit. Nguồn vi khuẩn l n men bổ 

sung v o bướ  tiền xử lý  h nh l  tổ hợp BKM. 

Kết quả nghi n  ứu  ho thấy vi khuẩn l n men 

trong tổ hợp n y th  h nghi rất nh nh với điều 

ki n l n men  l m giảm pH li n tụ  trong 5 

ng y  đ t mứ   4 5 ở ng y thứ 5 v  giữ ổn định 

ở pH n y trong thời gi n d i (Hình 3). 

Phân tích th nh phần    bon hữu  ơ  ủ  

dị h  ám g o s u 5 ng y l n men  ho thấy hỗn 

hợp n y  ó h m lượng COD rất   o  ở mứ  

45000 mg O2/L  trong đó tổng h m lượng  xit 

béo b y hơi (VFA) đ t ~ 900 mg/L (tương ứng 

với 2% COD)   hứng tỏ quá trình l n men đã 

diễn r  t  h    . Với th nh phần    bon hữu  ơ 

đượ  xá  định như tr n  dị h  ám g o đượ  xử 

lý bằng l n men vi sinh n y  ó thể sử dụng l m 
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 ơ  hất  ho mụ  đ  h nu i tăng sinh tổ hợp 

BKM  tỷ l  phù hợp trong khoảng từ 5 – 10% 

để  ó COD ở mứ   2000 – 5000 mg/L. Bên 

  nh đó  khi sử dụng dị h  ám g o l n men n y 

l m  ơ  hất để nu i tổ hợp BKM  quá trình l n 

men sẽ tiếp tụ  t o r  VFA  ho  á  bướ  sinh 

  et te v  sinh meth ne tiếp s u m  kh ng bị 

dừng l i ở khâu t  h lũy VFA như trong gi i đo n 

l n men. Dị h  ám g o l n men đượ  bảo quản ở 

nhi t độ 4C trong quá trình th  nghi m để tránh 

th y đổi đáng kể về th nh phần dinh dưỡng. 

 

 

Hình 3. Biến đổi pH trong dị h  ám g o 10% theo 

thời gi n l n men (mỗi điểm l  giá trị trung bình  ủ  

2 lần đo). 

3.2. Nuôi tổ hợp BKM  

Vi   nhân nu i tổ hợp BKM bằng nguồn  ơ 

 hất l  dị h  ám g o lên men đượ  tiến h nh 

trong m i trường nướ  biển nhân t o ho n to n 

kh ng  ó mặt oxy. Tỷ l   ơ  hất đượ  đư  v o 

m i trường l  10%  tương đương với COD l  

4500 mg/l v  h m lượng VFA b n đầu l   90 

mg/l. Theo tỷ l  bổ sung  ơ  hất n y  pH b n 

đầu  ủ  m i trường đ t mứ   6 5  th  h hợp 

đ i với quá trình  huyển hó     bon hữu  ơ 

th nh meth ne. Tổ hợp BKM đượ  đư  v o 

bình nu i theo tỷ l  10% thể t  h v  nu i ở 

35C. Có thể thấy rằng meth nogen trong tổ 

hợp BKM dễ d ng th  h nghi với m i trường 

nướ  biển  hứ   ơ  hất  ám g o l n men  dẫn 

đến pH trong bình nu i tăng dần v  đ t giá trị 

7 s u 2 tuần. Meth ne  ũng xuất hi n trong 

kh  sinh h   thu đượ  từ bình nu i ng y s u 3 

ng y v  tăng đều trong  á  ng y tiếp theo  đ t 

mứ  rất   o l  83% s u 2 tuần (Hình 4). 

 

Hình 4. Th nh phần meth ne trong hỗn hợp kh  sinh 

r  ở bình nu i BKM theo thời gi n (mỗi điểm l  giá 

trị trung bình  ủ  2 lần đo). 

Theo lượng COD đã đượ   huyển hó  v  

lượng meth ne sinh r  t i  á  thời điểm  tổ hợp 

BKM khi sinh trưởng ở điều ki n m i trường 

nướ  biển đượ  bổ sung  ám g o l n men  ó 

ho t t nh sinh meth ne ổn định ở mứ  180 mL 

CH4/gCOD s u 5 ng y v  li n tụ  duy trì ổn 

định ở 10 ng y tiếp theo. 

Mẫu dị h nu i ở thời điểm s u 2 tuần  ó 

ho t t nh sinh meth ne ổn định v  tỷ l  meth ne 

  o nhất đượ  phân t  h m t độ vi sinh v t  gồm 

 ó tổng s  vi khuẩn kỵ kh  ( hủ yếu l   á  vi 

khuẩn l n men) v  tổng s  meth nogen. Cá  

nhóm vi sinh v t n y đượ  xá  định bằng 

phương pháp MPN sử dụng m i trường dị h thể 

đặ  hi u. Kết quả thu đượ   ho thấy tổ hợp 

BKM đã đ t mứ  sinh trưởng   o trong điều 

ki n m i trường nướ  biển v   ơ  hất  ám g o 

l n men  đ t m t độ methanogen 2,810
9
 

MPN/ml và m t độ vi khuẩn kỵ kh  tổng s  

4,610
10

 MPN/ml. M t độ vi sinh v t thu đượ  

trong nghi n  ứu n y l  rất   o so với bùn kỵ 

kh  từ h  th ng UASB (meth nogen  410
8
 

MPN/ml  vi khuẩn l n men 9 510
9
 MPN/ml) 

[13] h y trong h t bùn bể biog s (meth nogen  

10
6
 MPN/ml) [14].  

3.3. Phân tích thành phần methanogen trong tổ 

hợp BKM 

   d ng meth nogen trong tổ hợp BKM 

đượ  đánh giá th ng qu  thiết l p thư vi n gen 
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mcrA mã hó   ho tiểu đơn vị   ủ  methyl 

 oenzyme M redu t se. Gen n y  ó mặt ở m i 

loài methanogen, là nhân t  thiết yếu  ủ   huỗi 

phản ứng sinh hó  t o meth ne v   ó t nh bảo 

thủ khá   o  thường đượ  sử dụng l m  hỉ thị 

phân tử để nghi n  ứu đ  d ng meth nogen 

trong t  nhi n [10]. Tổng s  44 dòng tế b o 

biến n p m ng đo n  hèn gen mcrA khuyế h 

đ i từ DNA genome  ủ  tổ hợp BKM đã đượ  

l    h n v  giải trình t .  

Kết quả so sánh  á  trình t  gen với ngân 

h ng dữ li u GenB nk  ho phép xếp 44 dòng tế 

bào mang gen mcrA vào 5 nhóm khác nhau 

(Bảng 1  Hình 5). B  nhóm I  II  III đều gồm 4 

dòng tế b o (mỗi nhóm  hiếm 9 1% tr n tổng 

s  dòng tế b o  ủ  thư vi n gen)  tương ứng  ó 

độ tương đồng   o với Methanosarcina spp. 

(98%), Methanogenium spp. (95%) và 

Methanosaeta spp. (94%). Nhóm IV với 8 dòng 

tế b o ( hiếm tỷ l  18 2% trong thư vi n gen) 

 ó độ tương đồng   o về trình t  gen mcrA với 

Methanoplanus limicola (96%). Nhóm V với 24 

dòng tế b o tr n tổng s  44 l  nhóm  ó tỷ l    o 

nhất (54 5%)  gồm những trình t  gen mcrA có 

độ tương đồng   o với  á  đo n gen mcrA thu 

đượ  tr   tiếp từ m i trường (un ultured 

archaea), không phải từ  á   hủng thuần khiết 

đã phân l p đượ . Nhóm n y l i đượ   hi  

th nh h i nhóm phụ  V(1) gồm 15 dòng tế b o  

 ó trình t  gen mcrA nằm trong bộ 

Methanosarcinales v  V(2) gồm 9 dòng tế b o 

 ó trình t  gen mcrA nằm trong bộ 

Methanomicrobiales.

Bảng 1.    d ng  ủ  meth nogen trong tổ hợp BKM thể hi n qu  phân t  h thư vi n gen mcrA 

Tên nhóm Cá  dòng tế b o Tỷ l  (%) Lo i gần gũi nhất (% tương đồng về trình t ) 

Nhóm I 2, 13, 24, 20 9,1 

Methanosarcina acetivorans (98%) 

Methanosarcina  siciliae (98%) 

Methanosarcina mazeii (98%) 

Nhóm II 25, 35,34, 37 9,1 Methanogenium boonei (95%) 

Nhóm III 14, 23, 41, 43 9,1 Methanosaeta pelagic (94%) 

Nhóm IV 1, 16, 17, 18, 21, 28, 32, 39 18,2 Methanoplanus limicola (96%) 

Nhóm V 

V(1) 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 

12, 15, 26, 30, 38, 42 
34,1 Uncultured archaea (Methanosarcinales) 

V(2) 
19, 22, 27, 29, 31, 33, 36, 

40, 44 
20,4 Uncultured archaea (Methanomicrobiales) 

 

 

Hình 5. Cấu trú  quần xã meth nogen trong tổ hợp BKM d   tr n phân t  h thư vi n gen mcrA. 
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Phân tích thư vi n gen mcrA  ho thấy 

meth nogen trong tổ hợp BKM thuộ  h i bộ 

Methanomicrobiales (nhóm II, IV và V(2)) và 

Methanosarcinales (nhóm I  III v  V(1)).  Về 

đặ  điểm sinh lý  meth nogen thuộ  bộ 

Methanomicrobiales (như  á   hi 

Methanogenium, Methanoplanus, 

Methanomicrobium,..)  huy n bi t sử dụng H2 + 

CO2 v  form te l m  hất  ho đi n tử để t o 

CH4  một s  lo i  ó thể sử dụng  l ohol  tuy 

nhi n ho n to n kh ng sử dụng   et te. Trong 

khi đó  meth nogen thuộ  bộ 

Methanosarcinales (như  á   hi 

Methanosarcina, Methanolobus, 

Methanosaeta ...) l i  ó t nh  huy n bi t   o 

trong sử dụng   et te v  một s  hợp  hất C1 

như meth nol  methyl mine để t o CH4 [15]. 

Như v y  vi   sử dụng  ám g o l n men l m  ơ 

 hất  ho phép nu i tăng sinh kh i đ i với đ  

d ng meth nogen  b o gồm  ả nhóm dinh 

dưỡng hydro v  nhóm dinh dưỡng   et te. Do 

v y phương pháp nu i n y  ó thể áp dụng để t o 

nguồn vi sinh v t th  h hợp  ho quá trình phân 

hủy kỵ kh  sinh meth ne trong điều ki n nướ  

biển khi  ó mặt đ  d ng  ơ  hất khá  nh u. 

3.4. Đánh giá hiệu quả của tổ hợp BKM trong 

xử lý chất thải chăn nuôi ở mô hình mẻ 2 lít 

Ho t t nh  ủ  tổ hợp vi sinh v t BKM đượ  

đánh giá th ng qu  th  nghi m xử lý  hất thải 

nu i lợn thịt trong điều ki n m i trường nướ  

biển (Hình 1). Trong th  nghi m n y   hất thải 

 hăn nu i đượ  trộn với nướ  biển theo tỷ l  

1/4 (v/v)  tương đương COD trướ  khi xử lý l  

15000 mg/l. Dị h nu i BKM đượ  bổ sung v o 

bình xử lý ở mứ  10% thể t  h.  

Kết quả  ho thấy tổ hợp BKM đã  ó tá  

dụng khởi động nh nh quá trình phân hủy kỵ 

khí sinh meth ne trong bình th  nghi m. 

Meth ne xuất hi n trong th nh phần kh  t o r  ở 

ng y thứ mười  tăng đều ở những ng y tiếp theo 

v  đ t     đ i (l n tới 89%) s u 3 tuần (Hình 

6A). Trong khi đó ở đ i  hứng kh ng bổ sung 

gi ng khởi động  meth ne  hỉ bắt đầu xuất hi n 

ở tuần thứ tư v  tăng rất  h m theo thời gi n  

  o nhất đ t 12% s u 6 tuần (Hình 6B). Tỷ l  

CH4 trong m  hình th  nghi m s u tuần thứ b  

thì giảm dần do lượng    bon hữu  ơ trong 

bình giảm  hi u suất lo i COD  ủ  m  hình đ t 

80% s u 60 ng y  từ 15000 mg/l còn  3000 

mg/l (Hình 6A). T i  ùng thời điểm hi u suất 

lo i COD trong mẫu đ i  hứng  hỉ đ t 10%. 

 

 

Hình 6. Chuyển hó  COD th nh meth ne theo thời gi n ở m  hình mẻ 2 l t. A - Mẫu th  nghi m  ó bổ sung tổ 

hợp vi sinh v t BKM; B -   i  hứng kh ng bổ sung vi sinh v t (mỗi điểm l  giá trị trung bình  ủ  2 lần đo). 
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Kết quả th  nghi m  hứng tỏ quá trình l n 

men kỵ kh  sinh meth ne ho n to n  ó khả năng 

đ t hi u suất   o trong điều ki n nướ  biển nếu 

 ó nguồn vi sinh v t khởi động phù hợp. 

4. Kết luận 

 Tổ hợp vi sinh v t BKM  ó t nh th  h 

nghi   o với điều ki n nướ  biển đượ  nu i 

tăng sinh th nh   ng trong điều ki n phòng th  

nghi m sử dụng  ơ  hất l   ám g o tiền xử lý 

bằng l n men sinh h  . Phương pháp n y  ho 

phép t o đượ  dị h tế b o  hứ  2,810
9
 

MPN/ml methanogen và 4,610
10

 MPN/ml vi 

khuẩn kỵ kh  tổng s  s u 15 ng y nu i  ho t 

t nh sinh meth ne ổn định ở mứ  8 mmol CH4/g 

COD. Theo kết quả phân t  h thư vi n gen 

mcrA  tổ hợp BKM  ó th nh phần meth nogen 

đ  d ng  b o gồm  á   hi dinh dưỡng hydro 

(Methanogenium, Methanoplanus, 

Methanomicrobium) v   á   hi dinh dưỡng 

acetate (Methanosarcina, Methanosaeta), do 

v y  ó khả năng th  h nghi   o với nhiều d ng 

 ơ  hất khá  nh u trong m i trường. Khả năng 

hỗ trợ quá trình khởi động v  tăng hi u quả 

phân hủy kỵ kh  sinh meth ne  ủ  tổ hợp BKM 

đượ   hứng mình qu  th  nghi m xử lý  hất thải 

nu i lợn thịt trong điều ki n nướ  biển ở m  

hình mẻ 2 l t. S   ó mặt  ủ   á  vi sinh v t 

trong tổ hợp BKM  ho phép khởi động nh nh 

quá trình phân hủy  hỉ s u 10 ng y  đ t hi u 

suất lo i COD ~ 80% sau 2 tháng với th nh 

phần CH4 trong hỗn hợp kh  sinh r  đ t     đ i 

l n đến 89%. Kết quả nghi n  ứu thu đượ   ó ý 

nghĩ  qu n tr ng trong vi   hướng tới ứng dụng 

BKM để hỗ trợ  á  h  th ng xử lý kỵ kh   hất 

thải hữu  ơ trong điều ki n nướ  biển  góp phần 

bảo v  m i trường biển Vi t N m.  
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Do Thi Thu Hong1, Nguyen Thu Hoai1, Bui Thi Viet Ha2, Dinh Thuy Hang3 
1
Vietnam Russia Tropical Center, Ministry of National Defence, 63 Nguyen Van Huyen, Hanoi, Vietnam 

2
Faculty of Biology, VNU University of Science, 334 Nguyen Trai, Hanoi, Vietnam 

3
Institute of Microbiology and Biotechnology, VNU University of Science, 144 Xuan Thuy, Hanoi, Vietnam 

 

Abstract: Marine environment in Vietnam has been severely polluted due to daily discharge of 

untreated organic wastes from land. Meanwhile, anaerobic digestion, the most efficient technology for 

the treatment of organic wastes is commonly uneffective in marine environment, the main reason is 

the lack of microorganisms capable of adapting to this special environmental conditions. In the present 

study, we showed an effective method to cultivate the marine microbial consortium BKM capable of 

performing the process of anaerobic digestion of organic wastes under seawater conditions. A complex 

substrate derived from 5-day fermented 10% rice bran in synthetic seawater, that had pH of 4.5, COD 

~ 45000 mg O2/L, VFA ~ 900 mg/L was developed to apply as substrate for the cultivation procedure. 

Anaerobic synthetic seawater medium containing 10% of the fermented rice bran has been proven 

effective in cultivation of the BKM consortium and allowed to reach a stable specific methane 

production activity of 180 mL CH4/g COD after 5 days at 28 - 30C. The 15 day well-grown culture of 

BKM contained 2.810
9
 MPN/ml methanogens, mainly belonged to hydrogenotrophic 

Methanomicrobiales and acetoclastic Methanosarcinales, as showed by analyses of mcrA gene library. 

In a 2 liter laboratory bioreactor model containing poultry manure mixed in seawater, the BKM culture 

showed highly effective, enabling the methane production to start after just 3 days of incubation, 

reaching 80% COD elimination after 60 days. The preliminary results indicated that BKM consortium 

cultivated in seawater medium with fermented 10% rice bran as showed in this study would have high 

application potential in anaerobic organic waste treatment systems operating under seawater condition. 

Keywords: Biogas, methanogen, marine environmental pollution, anaerobic bacteria, organic 

waste treatment. 




