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Tóm tắt: Toluene l  một hợp  hất hydro  rbon thơm  ó t nh độ    o nhưng l i khó bị phân huỷ 

trong t  nhi n. Do đó  vi   nghi n  ứu  á  phương pháp xử lý   nhiễm toluene đ ng trở th nh vấn 

đề  ấp bá h. Trong s   á  phương pháp phân huỷ toluene  phương pháp xử lý sinh h   bằng  á  

 hủng vi khuẩn t   qu ng hợp đượ   á  nh  kho  h   tr n thế giới v  Vi t N m qu n tâm nghi n 

 ứu. Từ mẫu nướ  biển   nhiễm t i Cảng Cầu  á  Nh  Tr ng   hánh Ho   húng t i đã phân l p 

đượ  2  hủng vi khuẩn CC Py2  CC Py9 vừ   ó khả năng phân huỷ toluene vừ   ó khả năng t o 

biofilm t t.  hi nu i tr n m i trường DSMZ – 27 th  h  khuẩn l    ủ   hủng CC Py2  ó nhân  

lồi  tròn  bề mặt bóng  m u nâu v ng  d = 0 8 - 1 2 mm; khuẩn l    ủ   hủng CC Py9 hình tròn  

m u hồng nh t   ó nhân  rì  trong  d = 1 - 2 mm. H i  hủng n y sinh trưởng t t ở 30
o
C, pH 7 và 

nồng độ mu i 1 5%. Biofilm do  hủng CC Py2 v   hủng CC Py9 t o th nh ó khả năng phân 

huỷ đượ  96 1% v  97 2% toluene với nồng độ b n đầu l  150 mg/l. H i  hủng n y  ó thể đượ  sử 

dụng để xây d ng bộ sưu t p  á   hủng vi khuẩn t   qu ng hợp t o m ng sinh h   phân huỷ 

toluene nói ri ng v  phân huỷ  á  hydro  rbon thơm trong dầu mỏ nói  hung. 

Từ khoá: M ng sinh h    phân hủy sinh h    phân huỷ toluene  vi khuẩn t   qu ng hợp. 

1. Mở đầu

 

Toluene, benzene, ethylbenzene và xylene 

(TBEX) l   á  hợp  hất hydro  rbon thơm đơn 

nhân  ó trong xăng  dầu mỏ ( hiếm khoảng 2-

8%). Với đặ  t nh dễ b y hơi  t n t t trong nướ  

v   ó  hứ  nhóm  hứ  li n kết  hặt  hẽ ngo i 

_______ 

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vòng benzene do v y rất khó bị phân huỷ v  

độ  với  on người  động v t  ũng như sinh thái. 

Với đặ  t nh dễ b y hơi  những hợp  hất 

hydro  rbon thơm đơn nhân  ó nhóm  hứ  gắn 

với benzene khá  nh u sẽ ảnh hưởng đến khả 

năng phân huỷ  ủ  vi sinh v t [1-2].  

Trong  á  hợp  hất hydro  rbon thơm tr n  

toluene l  hợp  hất hữu  ơ  ó nhóm  hứ  CH3 

gắn với vòng benzene do v y nó   ng khó bị 

phân hủy trong t  nhi n. Nhiều nghi n  ứu đã 

 hỉ r  rằng, toluene  ó ảnh hưởng nghi m tr ng 

http://www.hoachatjsc.com/p/6107/toluen-c7h8
mailto:minhnguyet104@gmail.com


N.T.M. Nguyệt và nnk. / Tạp chí  hoa h c ĐH GHN:  hoa h c Tự nhiên và   ng nghệ, T p 33, S  2S (2017) 71-76 

 

72 

đến sứ  khoẻ  on người như ảnh hưởng đến h  

thần kinh  th m  h   ó thể gây tử vong khi bị 

tiếp xú  tr   tiếp hoặ  trong thời gi n d i [3]. 

Do t nh  hất độ  h i v   ấu trú  khó phân 

huỷ trong t  nhi n n n vi   phân huỷ toluene 

đã trở th nh một vấn đề  ấp bá h  ần đượ  

qu n tâm. Hi n  á  bi n pháp v t lý v  hó  h   

xử lý tuy rất nh nh v   ó hi u quả tứ  thời 

nhưng kh ng  á  bi n pháp n y l i kh ng xử lý 

toluene một  á h tri t để đượ . Vi   xử lý 

toluene theo phương pháp phân hủy sinh h   đã 

v  đ ng đượ  nhiều nh  kho  h   tr n thế giới 

 ũng như trong nướ  qu n tâm. Phương pháp 

n y  ó ưu điểm vượt trội như:  n to n với m i 

trường  đơn giản  xử lý tri t để  kh ng gây r  

hi n tượng   nhiễm thứ  ấp   hi ph  đầu tư 

kh ng quá lớn. Trong phân hủy sinh h   thì 

  ng ngh  sử dụng m ng sinh h   (biofilm) do 

 á  vi sinh v t t o r  hi n đ ng l  phương pháp 

mới mẻ v   ho hi u quả   o. Biofilm l  một t p 

hợp  á  vi sinh v t gắn tr n một bề mặt  ủ  v t 

thể rắn hoặ  bề mặt  hất lỏng  t o th nh lớp 

m ng b o phủ bề mặt đó. Cá  vi sinh v t trong 

biofilm li n kết với nh u một  á h  hặt  hẽ  t o 

th nh một  ấu trú  bền vững. Do m t độ  á  

 hủng vi sinh v t trong biofilm   o  hỗ trợ  v  

li n kết với nh u một  á h  hặt  hẽ n n khả 

năng đồng hoá  tr o đổi  hất  phân hủy  á  

hydro  rbon sẽ xảy r  nh nh hơn[4, 5].  ặ  

bi t  trong khi biofilm đượ  hình th nh  nồng 

độ   xi sẽ giảm đi đáng kể  l  điều ki n lý tưởng 

 ho  á  vi khuẩn t   qu ng hợp (V TQH)  ó 

thể sinh trưởng v  phát triển dễ d ng [6, 7]. 

Hi n n y tr n thế giới đã  ó nhiều   ng b  

về nhóm VKQHT  ó khả năng phân huỷ các 

hydro  rbon trong đó  ó toluene v   húng 

thuộ   á   hi như: Rhodopseudomonas, 

Rhodospirillum, Blastochloris [8, 9]. Tuy nhiên 

những   ng b  về  á   hủng V QHT vừ   ó 

khả năng t o biofilm t t vừ   ó khả năng phân 

hủy  á  hợp  hất vòng thơm vẫn  òn nhiều h n 

 hế. Trong nghi n  ứu n y   húng t i sẽ t p 

trung v o nghi n  ứu về hi u suất phân hủy 

toluene do biofilm  ủ   á   hủng V QHT t o 

th nh để  ó thể ứng dụng nhóm vi khuẩn n y để 

xử lý  á  nguồn   nhiễm. 

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Đ i tượng 

Các mẫu nhiễm dầu thu th p t i Cảng Cầu 

 á, Nha Trang, Khánh Hoà. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phân l p 

Vi khuẩn t   qu ng hợp đượ  phân l p v  

l m s  h theo phương pháp Winogradsky trên 

m i trường DSMZ-27  ải tiến (l  m i trường 

DSMZ  ó bổ sung toluene th y  ho nguồn 

carbon là acetate) [10]. 

2.2.2. Đánh giá khả năng tạo màng của các 

chủng V T H 

Tiến h nh theo phương pháp  ủ  O’Toole 

v   olter; Morik w  v   ộng s  [5,11]. 

2.2.3. Đánh giá khả năng sinh trưởng và 

nghiên cứu đặc điểm của V T H 

Sinh trưởng  ủ   á   hủng V TQH đượ  

đánh giá bằng  á h qu n sát độ lớn khuẩn l   

khi m   tr n đĩ  th  h v  xá  đinh độ hấp thụ 

 ủ  dị h huyền phù tế b o khi đượ  nu i  ấy 

tr n m i trường DSMZ-27  ải tiến  ó bổ sung 

50 ppm toluene t i bướ  sóng 800 nm (OD800). 

 ặ  điểm hình thái khuẩn l    ủ   á   hủng 

V TQH đượ  qu n sát tr n m i trường DSMZ-

27  ải tiến th  h. 

2.2.4. Nghiên cứu ảnh hưởng của một s  

điều kiện đến sự sinh trưởng của các chủng 

V T H lựa ch n 

Cá  giá trị nhi t độ 15; 30 v  45
o
C; pH từ 4 

- 9 v  nồng độ mu i từ 0 - 4% đượ  sử dụng để 

đánh giá khả năng sinh trưởng  ủ   hủng 

V TQH đượ  l    h n. 

Tất  ả  á  th  nghi m đều đượ  th   hi n 

trong điều ki n kỵ kh  sáng với  ường độ ánh 

sáng là 3000-5000 lux. 

2.2.5. Đánh giá khả năng phân hủy toluene 

của chủng V T H đại diện 

Các chủng V TQH s u khi đượ  t o 

biofilm đượ  nu i trong m i trường DSMZ-27 
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 ải tiến  với  á  nồng độ: 0 mg/l, 50 mg/l, 100 

mg/l, 150 mg/l, 200 mg/l t i  á  điều ki n m  

 húng sinh trưởng t t nhất (đã nghi n  ứu ở 

trên). D   tr n s  thay đổi m u sắ   ủ  dị h 

nu i  ấy v  giá trị OD800 để xá  định nồng độ 

 ơ  hất m  vi khuẩn sinh trưởng t t nhất.  hả 

năng phân hủy  ơ  hất t i nồng độ đó đượ  

phân t  h t i Vi n C ng ngh  mới – Vi n  ho  

h   v  C ng ngh  quân s . 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Phân l p, tuyển ch n và đánh giá khả năng 

tạo biofilm các chủng VKTQH  

Bằng phương pháp l m gi u v  phân l p, 

 húng t i đã phân l p đượ  11  hủng VKTQH 

từ các mẫu nướ  nhiễm dầu t i Cảng Cầu  á  

Khánh Hòa.  hi sử dụng 11  hủng V TQH 

này nuôi  ấy tr n m i trường DSMZ-27  ải tiến 

với nguồn   rbon l  toluene thì sau 7 ngày cho 

thấy  tất  ả  á   hủng vi n y đều  ó khả năng 

sinh trưởng (thể hi n ở s  đổi m u  ủ  dị h 

nu i  ấy  huyển s ng m u đỏ  Hình 1). 

Với mụ  ti u tuyển  h n đượ   á   hủng 

V TQH vừ   ó khả năng sinh trưởng tr n m i 

trường  hứ   ơ  hất toluene  vừ   ó khả năng 

t o biofilm t t. Do v y   ả 11  hủng V TQH 

đượ   húng t i đánh giá khả năng t o biofilm. 

D   v o giá trị OD800  ho thấy  trong 11 

 hủng V TQH phân l p đượ  2  hủng 

CC Py2 v  CC Py9  ó khả năng t o biofilm 

t t hơn  á   hủng  òn l i do đó đượ  l    h n 

 ho  á  nghi n  ứu tiếp theo (Hình 2). 

  

 

Hình 1.  hả năng sinh trưởng  ủ   á   hủng V TQH trong m i trường DSMZ – 27  ải tiến  

 ó bổ sung 50 mg/l toluene s u 7 ng y nu i  ấy. 

 

Hình 2.  hả năng t o biofilm  ủ   á   hủng V TQH phân l p đượ  s u 7 ngày. 

3.2. Đặc điểm và hình thái khuẩn lạc của các 

chủng lựa ch n 

Khi nuôi trên môi trường DSMZ-27 th  h, 

khuẩn l    ủ   hủng CC Py2 tròn  lồi   ó 

nhân  bề mặt bóng  m u nâu v ng  d: 0 8-1,2 

mm; khuẩn l    ủ   hủng CC Py9 tròn  dẹt   ó 

rì  trắng trong  m u hồng nh t, có nhân, d: 1-2 

mm (Hình 3). 
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 (A) 

  
(B) 

Hình 3. Hình thái khuẩn l    ủ  hủng CC Py2 (A) 

v  CC Py9 (B). 

3.3. Ảnh hưởng của một s  điều kiện đến sự 

phát triển của chủng   ĐPy2,   ĐPy9 

3.3.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Nhi t độ  ó ảnh hưởng khá lớn tới sinh 

trưởng  ủ  vi khuẩn. Theo một s  nghi n  ứu 

thì nhi t độ th  h hợp  ho vi khuẩn phát triển 

nằm trong khoảng 30 – 37
o
C. Vì v y   húng t i 

tiến h nh khảo sát ảnh hưởng  ủ  nhi t độ đến 

khả năng sinh trưởng  ủ  2  hủng CC Py2, 

CC Py9 ở 15  30  37  45
o
C (Hình 4).  ết quả 

 ho thấy   ả 2  hủng CC Py2 và CC Py9 đều 

 ó khả năng sinh trưởng ở  á  nhi t độ thử 

nghi m. Tuy nhi n  trong dải nhi t độ từ 30-

37
o
C  á   hủng n y  ó khả năng sinh trưởng t t 

hơn hẳn v  s u 45
o
C thì khả năng sinh trưởng 

giảm dần. 

3.3.2. Ảnh hưởng của pH 

B n   nh nhi t độ thì khả năng sinh trưởng 

 ủ   á   hủng vi khuẩn  ũng  hịu tá  động khá 

lớn bởi s  th y đổi pH. Cá  nghi n  ứu  ũng 

 hỉ r  rằng pH th  h hợp  ủ  vi khuẩn thường l  

pH trung tính [2, 3]. Do đó   húng t i tiến h nh 

khảo sát ảnh hưởng  ủ  pH đến sinh trưởng  ủ  

2 chủng CC Py2, CC Py9 với dải pH th y đổi 

từ 4-9 (Hình 5).  ết quả  ho thấy   ả 2  hủng 

CC Py2, CC Py9 đều sinh trưởng t t trong 

dải pH từ 5-9 v  sinh trưởng t t nhất t i pH 7. 

 

  

Hình 4. Ảnh hưởng  ủ  nhi t độ đến s  sinh 

trưởng  ủ   hủng CC Py2 v  CC Py9. 

Hình 5. Ảnh hưởng  ủ  pH đến s  sinh trưởng  ủ   hủng 

CC Py2 v  CC Py9. 

3.3.3. Ảnh hưởng của nồng độ mu i Na l 

Chủng CC Py2 v  CC Py9 đượ  phân l p 

từ  ảng Cầu  á   hánh Ho  trong điều ki n 

nướ  mặn  do v y  nồng độ NaCl  ũng l  yếu t  

ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng  ủ   húng. 

Trong nghi n  ứu n y   húng t i đã l    h n 

 á nồng độ N Cl là 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 

4% để nghi n  ứu khả năng sinh trưởng  ủ  2 

 hủng vi khuẩn n y (Hình 6). 

 

Hình 6. Ảnh hưởng  ủ  nồng độ N Cl đến s  sinh 

trưởng  ủ  2  hủng CC Py2 v  CC Py9 

Từ hình 6  ho thấy   ả 2  hủng CC Py2 và 

CC Py9 đều  ó khả năng sinh trưởng t t nhất ở 

nồng độ mu i N Cl 1-2% v  t t nhất l  1,5%. 
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Như v y   húng t i đã tìm đượ  điều ki n 

sinh trưởng  ho khả năng  ủ  2  hủng CC Py2 

v  CC Py9 l  nhi t độ 30-37
o
C  pH 7 v  nồng 

độ mu i N Cl 1 5%.  ết quả n y  ũng ho n to n 

phù hợp với nghi n  ứu  ủ   ỗ Thị Li n v  cs., 

2008 khi nghi n  ứu về  hủng VKTQH thuộ   hi 

Rhodobacter  ó khả năng lo i bỏ toluene phân 

l p từ vùng ven biển Quảng Ninh [10]. 

3.4. Đánh giá khả năng phân huỷ toluene của 

các chủng VKTQH 

H i  hủng CC Py2 và CC Py9 t o đượ  

biofilm. Sau 7 ng y  biofilm do từng  hủng vi 

khuẩn n y t o th nh đượ  nu i  ấy trong m i 

trường DSMZ-27 dị h  ải tiến ở  á  điều ki n 

m  2  hủng vi khuẩn n y sinh trưởng t t nhất 

với nguồn  ơ  hất l  toluene ở  á  nồng độ: 50 

mg/l, 100 mg/l, 150 mg/l, 200 mg/l. Sau 7 ngày, 

so với mẫu đ i  hứng kh ng  ó vi sinh v t  

trong  á  bình nu i  ấy ở  á  nồng độ khá  

nh u  bằng  ảm qu n  húng t i nh n thấy bình 

nu i  ấy ở nồng độ 150 mg/l  huyển m u đ m 

nhất v  lượng sinh kh i t o r   ũng nhiều nhất  

giá trị OD800 đ t đượ    o nhất. Do v y  nồng 

độ 150 mg/l đượ  sử dụng để phân t  h hi u 

suất phân huỷ toluene  ủ   hủng CC Py2 và 

CC Py9. S u khi phân t  h t i Vi n  ho  h   

mới thuộ  Vi n  ho  h   v  C ng ngh  quân 

s   húng t i đã t nh toán đượ  hi u suất phân 

hủy toluene do biofilm  ủ  từng  hủng vi khuẩn 

t o th nh (Bảng 1). 

Bảng 1. Hi u suất phân huỷ toluene  ủ   hủng 

CC Py2 và CC Py9 

Chủng vi 

khuẩn 

Nồng độ 

b n đầu 

(mg/l) 

Nồng độ 

 òn l i 

(mg/l) 

Hi u suất 

phân huỷ 

(%) 

CC Py2 150 5,85 96,1 

CC Py9 150 4,18 97,2 

S  li u ở Bảng 1  ho thấy  2  hủng 

CC Py2 và CC Py9  ó khả năng phân huỷ 

toluene   o tr n 96%. Hi n n y tr n thế giới đã 

có nhiều tá  giả nghi n  ứu về khả năng phân 

huỷ toluene, tuy nhi n   hư   ó nhiều   ng b  

về  á   hủng V QHT vừ   ó khả năng t o 

biofilm vừ   ó khả năng phân huỷ toluene [12], 

[13]. Năm 2011  Men và Cheng đã   ng b  về 

 hủng vi khuẩn thuộ   hi Pseudomonas  ó khả 

năng phân hủy 92 5% toluene s u 24 giờ nu i 

 ấy với h m lượng b n đầu l  6 17 mg/l. So sánh 

với  á  kết quả tr n thì kết quả  húng t i thu đượ  

l  khá   o.  ết quả n y góp phần l m đ  d ng 

th m về v i trò  ủ  nhóm V QHT trong xử lý 

sulfide  ũng như  á  hydro  rbon thơm khá  v  

mở r  hướng ứng dụng mới về ứng dụng nhóm 

vi khuẩn n y trong xử lý   nhiễm những hợp 

 hất n y t i  á  vị tr    nhiễm tương t . 

4. Kết luận 

Trong 11  hủng V TQH phân l p đượ  t i 

nướ    nhiễm dầu Cảng Cầu  á  Nh  Tr ng  

Khánh Hò   ó 2  hủng CC Py2 v  CC Py9 

vừ   ó khả năng t o biofilm  vừ   ó khả năng 

sinh trưởng tr n nguồn  ơ  hất toluene.  huẩn 

l    ủ   hủng CC Py2 màu nâu vàng, hình 

tròn,  ó nhân  lồi  bề mặt bóng  d: 0 8 – 1,2mm; 

khuẩn l    ủ   hủng CC Py9 hình tròn  m u 

hồng nh t   ó nhân  rì  trong  d: 1 - 2 mm. Hai 

 hủng n y phát triển t t ở 30-37
o
C  pH 7 nồng 

độ mu i 1 5%. Cả 2  hủng vi khuẩn đều  ó khả 

năng sinh trưởng tr n nguồn  ơ  hất toluene tới 

200 mg/l v   ó khả năng phân huỷ 96 1% và 

97,2% toluene với nồng độ b n đầu l  150 mg/l. 
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Abstract: Toluene is one of the mosttoxic and difficultly degradable aromatic hydrocarbon 

compounds in nature. Hence, study on approaches to remove toluene is necessary and in hurry. 

Among methods to degrade toluene, biodegradationby biofilm-forming photosynthetic bacteria is 

widely carried out. Two photosynthetic bacterial strains, CC Py2 and CC Py9, which could well 

degrade toluene and highly form biofilm were isolated from oil polluted water samples at Cau Da Port, 

Khanh Hoa province. The  olonies of str in CC Py2 h ve round, glossy surface, nucleus, convex, 

yellowish brown, diameterfrom 0.8 to 1.2 mm; and CC Py9 colonies have round, pinkish in color, 

with sharp edges, diameter from 1 to 2 mm when they were cultured on DSMZ-27 solid medium. The 

two strains grow well at 30-37
o
C, pH 7 and NaCl concentrationof 1.5%. The strain of CC Py2 and 

CC Py9 degraded 96.1% and 97.2% toluene with initial concentration of 150 mg/l after 7 day-

incubation, respectively. These strains could be contributed to a collection of biofilm-forming 

photosynthetic bacteria which have capacity of not only toluene degradation but alsoother recalcitrant 

hydrocarbon removal. 

Keywords: Biofilm, biodegradation, toluene degradation, photosynthetic purple bacteria. 


