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ABSTRACT 

Benzene, toluene and xylene (BTX) are the main components of gasoline and 

have been extensively used as solvents for industrial activities. Due to their 

water solubility, BTX are commonly detected pollutants in water. Rhodococcus 

sp. XL6.2 capable of effectively degrading BTX was isolated from a laboratory 

wastewater treatment system. The aim of this study was to  select suitable 

carrier material for the storage of Rhodococcus sp. XL6.2 that can be applied 

for producing bioformulation to remove BTX in wastewater. Six carrier 

materials including bagasse, sawdust, rice bran, rice straw, talc powder and 

coffee grounds were used singly or jointly to form 11 carriers for storing strain 

XL6.2. Data obtained from plate count and GC-FID analysis indicated that 

talc powder was able to maintain the viability (>106 CFU/g) and BTX 

degradability (>92%) of Rhodococcus sp. XL6.2 during 6 months of storage. 

In comparison to the control treatment, the supplementation of vitamin B12 to 

bacterial suspension played a role in maintaining higher cell viability in the 

tested bioformulation. 

TÓM TẮT 

Benzene, toluene và xylene (BTX) là thành phần chính của xăng và là dung 

môi được sử dụng rộng rãi trong công nghiệp. Do có khả năng hòa tan trong 

nước nên BTX cũng được xem là một trong những hợp chất gây ô nhiễm nước 

phổ biến. Dòng vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 được phân lập từ hệ thống xử 

lý nước thải phòng thí nghiệm có khả năng phân hủy hiệu quả BTX. Nghiên 

cứu này được thực hiện nhằm tìm chất mang phù hợp để tồn trữ vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2 làm cơ sở cho việc sản xuất chế phẩm sinh học xử lý 

BTX trong nước thải. Sáu loại vật liệu làm chất mang gồm bã mía, mạt cưa, 

cám, rơm, bột talc và bã cà phê được sử dụng riêng lẻ hoặc phối trộn để tạo 

11 chất mang. Kết quả đếm sống và phân tích sắc ký khí GC-FID cho thấy bột 

talc duy trì mật số (>106 CFU/g) và khả năng phân hủy BTX của vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2 (>92%) trong 6 tháng tồn trữ. Vitamin B12 được bổ 

sung giúp vi khuẩn đạt mật số cao hơn so với nghiệm thức đối chứng. 
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1. GIỚI THIỆU 

Hydrocarbon có một nhân thơm như benzene, 

toluene và xylene (BTX) hiện diện trong nhiên liệu 

hóa thạch, là thành phần chính của xăng và là dung 

môi được sử dụng phổ biến trong công nghiệp như 

sản xuất sơn, nhuộm vải, in ấn,… Do có khả năng 

hòa tan trong nước (Saeed & Al-Mutairi, 1999) nên 

BTX được xem là một trong những hợp chất gây ô 

nhiễm phổ biến đối với nước mặt và nước ngầm 

(Anneser et al., 2008).  

Hiện nay, ứng dụng các tác nhân sinh học, đặc 

biệt là vi khuẩn bản địa, đang được tập trung nghiên 

cứu để xử lý các chất gây ô nhiễm do tính bền vững 

và thân thiện với môi trường. Vi khuẩn thuộc chi 

Rhodococcus phần lớn là vi khuẩn không gây độc, 

trong đó một số dòng được nghiên cứu để xử lý các 

chất ô nhiễm môi trường. Các nghiên cứu ở cấp độ 

phân tử cho thấy vi khuẩn thuộc chi Rhodococcus có 

bộ gen với kích thước dao động từ 5,4 đến 10,1 Mbp 

mang các gen mã hóa cho các protein hoặc enzyme 

tham gia vào các lộ trình phân hủy hydrocarbon 

mạch thẳng, hydrocarbon vòng thơm, nitrile, 

cholesterol và lignin (Kim et al., 2018). Các gen này 

thường hiện diện trên plasmid nên chúng có thể 

được trao đổi với các vi khuẩn khác trong môi 

trường sống (horizontal gene transfer) (Springael & 

Top, 2004). Chính vì vậy, vi khuẩn thuộc chi 

Rhodococcus được xem là một trong những vi sinh 

vật công nghiệp thích hợp trong nghiên cứu ứng 

dụng để xử lý các hợp chất hữu cơ gây ô nhiễm  môi 

trường (Martínková et al., 2009; Kim et al., 2018). 

Để ứng dụng giải pháp sinh học trong xử lý nước 

thải, các loại chế phẩm sinh học được nghiên cứu 

nhằm duy trì mật số và hoạt tính chuyên biệt của vi 

khuẩn trong thời gian tồn trữ (Heijnen & Veen, 

1991). Thành phần chất mang, nhiệt độ, độ ẩm và 

thời gian tồn trữ quyết định hiệu quả của chế phẩm 

(Kremer & Peterson, 1983; Sparrow & Ham, 1983). 

Đặc biệt, việc tuyển chọn chất mang có vai trò quan 

trọng trong quá trình tồn trữ vi khuẩn. Theo Sahu 

and Brahmaprakash (2016), chất mang phải có khả 

năng giữ nước, không vón cục, giá thành thấp, đồng 

nhất về tính chất vật lý và hóa học, có thể khử trùng, 

dễ phân hủy sinh học, pH gần trung tính, hỗ trợ sự 

tăng trưởng và sống sót của vi khuẩn nhờ có sẵn chất 

dinh dưỡng, dễ phối trộn và đóng gói.  

Cho đến nay, nhiều loại chất mang khác nhau đã 

được nghiên cứu để tồn trữ vi khuẩn như than bùn, 

vỏ đậu phộng xay, cùi bắp xay, than hoạt tính, 

khoáng vermiculite hoặc gel polyacrylamide 

(Sparrow & Ham, 1983), bã cà phê (Chilosi et al., 

2020). Ngoài ra, sự phối trộn các loại chất mang 

cũng giúp gia tăng khả năng sống sót của vi khuẩn 

(Sahu & Brahmaprakash, 2016). Ở đồng bằng sông 

Cửu Long, các vật liệu hữu cơ từ phế phẩm nông 

nghiệp cũng được nghiên cứu làm chất mang để tồn 

trữ vi khuẩn. Chẳng hạn, bã mía được phối trộn với 

than bùn để tồn trữ vi khuẩn Pseudomonas spp. 

(Điệp, 2008). An và ctv. (2017) đã nghiên cứu nhiều 

loại chất mang khác nhau như cám, gạo xay, lúa xay, 

trấu xay, bột talc để tồn trữ vi khuẩn Bacillus 

aerophilus. Nghĩa và Thư (2017) đã chứng minh vi 

khuẩn Paracoccus sp. P23-7 duy trì được mật số và 

khả năng phân hủy propoxur khi được tồn trữ trong 

bã cà phê. Tiến và ctv. (2019) đã thử nghiệm năm 

loại chất mang gồm cám, bột talc, than bùn, trấu và 

mùn cưa để tồn trữ xạ khuẩn Streptomyces 

albaduncus.  

Dòng vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 được 

phân lập từ hệ thống xử lý nước thải phòng thí 

nghiệm có khả năng phân hủy trên 97% từng hợp 

chất trong hỗn hợp BTX ở thời điểm 24 giờ nuôi cấy 

trong môi trường pH 7 và 8 ứng với nồng độ từng 

chất là 0,1% (v/v) (Oanh & Triệu, 2017; Oanh và 

ctv., 2022). Chính vì vậy, nghiên cứu này được tiếp 

tục thực hiện nhằm tìm chất mang phù hợp để tồn 

trữ vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2, khảo sát khả 

năng duy trì mật số và khả năng phân hủy BTX của 

vi khuẩn trong chế phẩm theo thời gian tồn trữ. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.1. Khảo sát đường tăng trưởng của vi 

khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 

Mục tiêu của thí nghiệm nhằm xác định thời gian 

vi khuẩn XL6.2 tăng trưởng đạt mật số tối ưu làm 

cơ sở cho việc thu sinh khối vi khuẩn ở thời điểm 

thích hợp trong các thí nghiệm tiếp theo. Thí nghiệm 

được tiến hành như sau: Một khuẩn lạc của dòng vi 

khuẩn XL6.2 được chủng vào 4 mL môi trường 

Tryptone soya broth (TSB: 30 g/L Tryptone soya 

broth), mẫu được lắc tròn 200 vòng/phút ở nhiệt độ 

phòng thí nghiệm (30 - 32oC) trong 24 giờ. Sau đó, 

100 µL dung dịch huyền phù vi khuẩn (OD600nm = 

0,8) được chủng vào 100 mL (tỉ lệ 0,1%) môi trường 

TSB. Mẫu được lắc tròn 200 vòng/phút ở nhiệt độ 

phòng thí nghiệm trong 36 giờ. Thí nghiệm được lặp 

lại 3 lần.  

Mật số vi khuẩn (MSVK) ở thời điểm 0, 6, 12, 

18, 24, 30 và 36 giờ nuôi cấy được xác định bằng 

phương pháp đếm sống nhỏ giọt (Hoben & 

Somasegaram, 1982) trên môi trường Tryptone soya 

agar (TSA: 30 g/L Tryptone soya broth; 15 g/L agar) 

như sau: Dung dịch huyền phù vi khuẩn ở từng thời 

điểm thu mẫu được pha loãng bằng dung dịch đệm 
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phosphate buffered saline (PBS) theo hệ số pha 

loãng là 1/10. Các thao tác pha loãng và trộn mẫu 

bằng vortex được thực hiện trong tủ cấy vô trùng. 

Ứng với mỗi độ pha loãng, ba giọt huyền phù vi 

khuẩn (10 µL/giọt) được nhỏ lên môi trường TSA. 

Thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Vi khuẩn được ủ ở 

32oC. Khi khuẩn lạc phát triển, độ pha loãng có các 

khuẩn lạc rời rạc trên môi trường nuôi cấy được 

chọn để đếm số lượng khuẩn lạc. MSVK trong 1 mL 

mẫu được xác định theo công thức:  

MSVK/mL = A x B x 100, trong đó, A là số 

lượng khuẩn lạc trung bình trong mỗi giọt đếm sống 

ở độ pha loãng đã chọn, B là hệ số pha loãng, 100 là 

hệ số chuyển đổi từ 10 µL sang 1 mL. 

2.2. Xác định mối liên hệ giữa MSVK và giá 

trị mật độ quang (OD600nm) của dung 

dịch huyền phù vi khuẩn Rhodococcus 

sp. XL6.2 

Mục đích của thí nghiệm là thiết lập đường 

chuẩn về mối liên hệ giữa số lượng tế bào trong dung 

dịch huyền phù vi khuẩn (bằng phương pháp đếm 

sống) và giá trị mật độ quang (OD600nm) tương ứng 

từ đó có thể định lượng nhanh mật độ vi khuẩn thông 

qua các giá trị mât độ quang (JoVE Science 

Education Database. Microbiology, 2022). Thí 

nghiệm được tiến hành như sau: Một khuẩn lạc của 

dòng vi khuẩn XL6.2 được chủng vào 4 mL môi 

trường Tryptone soya broth, mẫu được lắc tròn 200 

vòng/phút ở nhiệt độ phòng thí nghiệm trong 24 giờ. 

Sau đó, 100 µL dung dịch huyền phù vi khuẩn 

(OD600nm = 0,8) được chủng vào 100 mL (tỉ lệ 0,1%) 

môi trường TSB. Nghiệm thức đối chứng được thực 

hiện tương tự nhưng không có chủng vi khuẩn. Mỗi 

nghiệm thức được lặp lại 3 lần. Mẫu được lắc tròn 

200 vòng/phút ở nhiệt độ phòng thí nghiệm. Dung 

dịch huyền phù vi khuẩn được thu tại thời điểm vi 

khuẩn đạt mật số cao nhất dựa vào kết quả ở Mục 

2.1.  

Sau khi thu mẫu, 1,5 mL dung dịch huyền phù vi 

khuẩn được cho vào ống eppendorf và ly tâm 13.000 

vòng/phút trong 5 phút, sau đó loại bỏ phần dịch 

lỏng. Tiếp theo, 1,5 mL dung dịch đệm PBS được 

cho vào phần sinh khối tế bào và trộn đều sinh khối 

với dung dịch bằng vortex, tiếp tục ly tâm 13.000 

vòng/phút trong 5 phút và loại bỏ phần dịch lỏng. 

Bước này được lặp lại 3 lần nhằm loại bỏ các thành 

phần của môi trường nuôi cấy. Sinh khối tế bào sau 

khi rửa bằng dung dịch PBS được trộn đều trong 1,5 

mL PBS để tạo dung dịch huyền phù vi khuẩn.  

Để đảm bảo đếm được MSVK trong các dung 

dịch huyền phù tương ứng với các giá trị OD600nm 

thấp, trước tiên, dung dịch huyền phù vi khuẩn được 

pha loãng bằng dung dịch đệm PBS theo hệ số 1/2. 

Sau đó, các dung dịch huyền phù vi khuẩn tiếp tục 

được pha loãng theo hệ số 1/10, nhỏ giọt trên môi 

trường TSA, đếm sống và xác định MSVK như mô 

tả ở Mục 2.1. Mật độ quang (OD600nm) của mỗi dung 

dịch huyền phù vi khuẩn ứng với từng độ pha loãng 

trước khi đếm sống cũng được xác định.  

2.3. Tồn trữ vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 

trong chất mang 

Trong thí nghiệm này, 6 loại chất mang gồm bã 

mía, mạt cưa, cám, rơm, bột talc và bã cà phê được 

thử nghiệm để tồn trữ vi khuẩn Rhodococcus sp. 

XL6.2 nhằm tuyển chọn chất mang duy trì mật số và 

khả năng phân hủy BTX của vi khuẩn trong sáu 

tháng tồn trữ.  

Sáu loại chất mang được sử dụng đơn lẻ hoặc 

phối trộn bã cà phê với 5 loại chất mang còn lại để 

tồn trữ vi khuẩn. Như vậy, 11 loại chất mang được 

sử dụng để tồn trữ vi khuẩn XL6.2 gồm bã mía, cám, 

mạt cưa, rơm, bột talc, bã cà phê, bã mía-bã cà phê, 

cám-bã cà phê, mạt cưa-bã cà phê, rơm-bã cà phê, 

bột talc-bã cà phê (Hình 1).  

 

Hình 1. Các loại chất mang được sử dụng để tồn 

trữ vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 

A: cám, B: mạt cưa, C: rơm, D: bột talc, E: bã cà phê, 

F: bã mía, G: bã cà phê-cám, H: bã cà phê-mạt cưa, I: 

bã cà phê-rơm, K: bã cà phê-bột talc, L: bã cà phê-bã 

mía 

Chuẩn bị chất mang: Rơm, bã mía được rửa 

sạch, sấy khô 48 giờ ở 65oC và xay nhuyễn. Mạt cưa, 

cám và bã cà phê được sấy khô 24 giờ ở 65oC. Sau 

đó, từng loại chất mang được sàn qua ray (kích 

thước lỗ 0,5 x 0,5 mm) để chất mang có kích thước 

đồng đều. Talc ở dạng bột nên không qua xử lý. 

Mười một loại chất mang được chuẩn bị gồm 5 chất 
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mang đơn như bã mía, mạt cưa, cám, rơm, bột talc, 

bã cà phê và 5 chất mang hỗn hợp được phối trộn từ 

5 chất mang đơn với bã cà phê theo tỉ lệ 1:1 (Hình 

1). 

Tạo chế phẩm: Mười một loại chất mang được 

phối trộn với carboxymethyl cellulose (CMC) và 

CaCO3 theo tỉ lệ 1000 g chất mang : 10 g CMC : 15 

g CaCO3 (Vidhyasekaran & Muthuamilan, 1995). 

Sau khi trộn đều, 5g hỗn hợp từng loại chất mang 

được cho vào mỗi túi nylon nhỏ. Các túi nylon chứa 

chất mang được dán miệng túi bằng băng keo, cho 

vào túi nylon lớn hơn và cố định bằng dây thun. Các 

túi chất mang được khử trùng nhiệt ướt 2 lần, sau đó 

được sấy ở 40C trong 24 giờ và để nguội.  

Chuẩn bị dung dịch huyền phù vi khuẩn: Một 

khuẩn lạc vi khuẩn XL6.2 được chủng vào 4 mL môi 

trường TSB, mẫu được lắc tròn 200 vòng/phút ở 

nhiệt độ phòng thí nghiệm trong 24 giờ. Sau đó, 100 

µL dung dịch huyền phù vi khuẩn (OD600nm = 0,8) 

được chủng vào 100 mL (tỉ lệ 0,1%) môi trường 

TSB. Nghiệm thức đối chứng là môi trường TSB 

không chủng vi khuẩn. Mẫu được lắc tròn 200 

vòng/phút ở nhiệt độ phòng thí nghiệm. Dung dịch 

huyền phù vi khuẩn được thu ở thời điểm vi khuẩn 

đạt mật số tối ưu dựa vào kết quả của thí nghiệm ở 

Mục 2.1. Ngoài ra, 0,001 mg/L vitamin B12 (He et 

al., 2007) cũng được bổ sung vào dung dịch huyền 

phù vi khuẩn ngay trước khi phối trộn vi khuẩn vào 

11 loại chất mang để khảo sát hiệu quả duy trì mật 

số và khả năng phân hủy BTX của vi khuẩn XL6.2. 

Với cách bố trí này, vi khuẩn Rhodococcus sp. 

XL6.2 được tồn trữ và khảo sát trong 22 nghiệm 

thức chất mang: 11 nghiệm thức chất mang có bổ 

sung vitamin B12 và 11 nghiệm thức đối chứng 

không bổ sung vitamin. 

Phối trộn vi khuẩn vào chất mang: 500 µL 

dung dịch huyền phù vi khuẩn Rhodococcus sp. 

XL6.2 (mật số 2,4x108 CFU/mL) được phối trộn vào 

từng túi chất mang 5 g (tương đương 24x106 CFU/g 

chế phẩm). Mỗi loại chất mang sau khi phối trộn vi 

khuẩn được lấy ngẫu nhiên 3 túi để xác định độ ẩm 

bằng thiết bị phân tích độ ẩm (Kern DAB 100-3, 

Germany). Chế phẩm có độ ẩm dưới 20% thì đạt yêu 

cầu (Bharathi et al., 2004). Sau đó, các túi chế phẩm 

được ép chân không, dán nhãn và bảo quản ở nhiệt 

độ phòng thí nghiệm. Nghiệm thức đối chứng đối 

với từng chất mang được phối trộn với 500 µL môi 

trường TSB. Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu 

nhiên, 3 lần lặp lại. Thời gian lấy chỉ tiêu để đếm 

MSVK và khảo sát khả năng phân hủy BTX là 6 lần, 

mỗi lần cách nhau 1 tháng.  

Xác định mật số và khả năng phân hủy BTX 

của vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 trong thời 

gian tồn trữ: Sau mỗi tháng tồn trữ, đối với mỗi loại 

chất mang, lấy ngẫu nhiên 3 túi chế phẩm để khảo 

sát mật số và khả năng phân hủy BTX của vi khuẩn 

XL6.2 trong thời gian tồn trữ. Ba túi đối chứng cũng 

được kiểm tra đồng thời để khẳng định chất mang, 

môi trường TSB không bị nhiễm trong quá trình thí 

nghiệm. Mỗi túi chế phẩm được cho vào bình tam 

giác thể tích 100 mL có chứa 45 mL dung dịch đệm 

PBS. Hỗn hợp được lắc tròn 200 vòng/phút trong 30 

phút, sau đó hỗn hợp được để lắng 30 phút. Hỗn hợp 

sau khi lắc được chia làm 2 lớp, chất mang bên dưới 

và dung dịch huyền phù vi khuẩn bên trên. Dung 

dịch huyền phù vi khuẩn được sử dụng để xác định 

số lượng tế bào vi khuẩn còn lại trong chất mang 

bằng phương pháp đếm sống nhỏ giọt và khảo sát 

khả năng phân hủy BTX của vi khuẩn Rhodococcus 

sp. XL6.2.  

Khả năng phân hủy BTX của vi khuẩn sau khi 

tồn trữ được khảo sát bằng cách bổ sung 400 µL 

dung dịch huyền phù vi khuẩn thu được sau khi để 

lắng vào 3,6 mL môi trường khoáng tối thiểu (MM) 

lỏng có bổ sung hỗn hợp BTX với nồng độ từng hợp 

chất là 0,1%. Nghiệm thức đối chứng được thực hiện 

tương tự nhưng không bổ sung vi khuẩn. Môi trường 

nuôi cấy vi khuẩn có bổ sung BTX được lắc tròn 200 

vòng/phút ở nhiệt độ phòng thí nghiệm. Ở thời điểm 

24 giờ, mẫu được thu và xác định khả năng phân hủy 

hỗn hợp BTX của vi khuẩn bằng phương pháp sắc 

ký khí (Gas Chromatography - Flame Ionization 

Detector, GC-FID). Thành phần môi trường MM 

gồm 1,4196 g Na2HPO4; 1,3609 g KH4PO4; 0,3 g 

(NH4)2SO4; 0,0985 g MgSO4.7H2O; 5,75 mg 

CaCl2.2H2O; 3,2 mg Na2.EDTA; 2,75 mg 

FeSO4.7H2O; 1,7 mg MnSO4.H2O; 1,16 mg H3BO3; 

1,15 mg ZnSO4.7H2O; 0,24 mg CuSO4; 0,235 mg 

CoCl2.6H2O; 0,125 mg (NH4)6Mo24.4H2O; 1000 mL 

H2O; pH=70,2 (Nguyen et al., 2014). 

2.4. Định lượng BTX bằng phương pháp sắc 

ký khí GC-FID 

Trích mẫu: Ở thời điểm 24 giờ nuôi cấy, 500 

µL dung dịch huyền phù vi khuẩn ở từng nghiệm 

thức được thu và ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 

phút ở 4ºC để loại bỏ tế bào vi khuẩn. Toàn bộ dung 

dịch trong được chuyển vào ống eppendorf 2 mL có 

chứa sẵn 500 µL hexane. Dung dịch hexane được 

lắc tròn 200 vòng/phút trong 5 phút. Sau đó, 500 µL 

pha lỏng phía trên (BTX còn lại trong mẫu nuôi cấy 

(nếu có) được hoà tan trong hexane) được hút và cho 

vào ống eppendorf 2 mL. Các bước trích BTX được 
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lặp lại bằng dung môi hexane trong 3 lần liên tiếp 

(Tài & Oanh, 2019). 

Định lượng hydrocarbon: Hàm lượng BTX 

còn lại trong mẫu được định lượng bằng phương 

pháp sắc ký khí GC-FID (GC-2014, Shimadzu) với 

cột SPBTM-5 fused silica capillary column (30 m x 

0,25 mm, 0,25 µm). Các thông số phân tích bao gồm 

nhiệt độ bơm 250°C, nhiệt độ phát hiện 250°C, khí 

mang N2, tốc độ dòng 1,1 mL/phút, tỉ lệ chia dòng 

40, thể tích bơm 1 µL. Chu trình nhiệt độ được thực 

hiện như sau: Nhiệt độ ban đầu là 50°C (giữ 5 phút), 

sau đó nhiệt độ được tăng dần với tốc độ 10°C/phút 

cho đến 200°C thì dừng lại. Thời gian lưu của 

benzene là 3,3 phút, toluene là 5,2 phút, p-xylene là 

7,8 phút, m-xylene là 8,0 phút và o-xylene là 8,6 

phút (Tài & Oanh, 2019). Các số liệu về hàm lượng 

xylene được trình bày trong phần kết quả là tổng 

hàm lượng của 3 đồng phân p-, m- và o-xylene. 

Phần mềm Microsoft Excel 2010 được sử dụng 

để nhập và xử lý số liệu thô, tính các trung bình và 

vẽ biểu đồ. Phần mềm Minitab 16 được dùng để 

phân tích ANOVA và trung bình của các nghiệm 

thức được phân tích bằng kiểm định Tukey. 

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Đường tăng trưởng của vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2 

Sau 36 giờ nuôi cấy, MSVK Rhodococcus sp. 

XL6.2 biến thiên theo đường tăng trưởng chung của 

vi khuẩn (Hình 2). Ở thời điểm ngay sau khi chủng 

(0 giờ), MSVK đạt (0,4±0,08)x106 CFU/mL. Ở giai 

đoạn tiềm phát (lag phase), vi khuẩn gia tăng mật số 

đến (2,5±0,02)x106 và (46±5,95)x106 lần lượt tại 

thời điểm 6 và 12 giờ nuôi cấy, khác biệt không có 

ý nghĩa thống kê so với thời điểm 0 giờ. Sau đó, 

MSVK tăng nhanh (log phase), đạt (59±12,62)x106 

CFU/mL tại thời điểm 18 giờ và đạt mật số cao nhất 

là (200±28,02)x106 CFU/mL ở thời điểm 24 giờ 

nuôi cấy, khác biệt có ý nghĩa thống kê so với thời 

điểm 6, 12 và 18 giờ. Sau thời gian này, MSVK 

giảm dần tại thời điểm 30 và 36 giờ nuôi cấy, đạt 

(175±10)x106 và (130±30)x106 CFU/mL. Tuy 

nhiên, sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê. 

Như vậy, nuôi cấy 24 giờ là thời gian vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2 đạt mật số cao nhất trong 

môi trường TSB. Theo Nawawi et al. (2016), khi 

dòng vi khuẩn phân hủy phenol Rhodococcus sp. 

NAM 81 được nuôi cấy trong môi trường nutrient 

broth thì thời điểm vi khuẩn đạt mật độ quang và 

sinh khối khô cao nhất là 36 giờ. Sự khác biệt về 

thời gian đạt mật số tối đa có thể do thành phần môi 

trường nuôi cấy 2 dòng vi khuẩn này khác nhau. 

Trong nghiên cứu này, môi trường TSB dùng để 

nuôi cấy vi khuẩn XL6.2 gồm tryptone, soya 

peptone, NaCl, dextrose và K2HPO4, trong khi thành 

phần môi trường nutrient broth để nuôi cấy vi khuẩn 

NAM 81 gồm peptone, beef extract, yeast extract và 

NaCl. 

 

Hình 2. Đường tăng trưởng của vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2 

Các số liệu đi kèm chữ cái giống nhau thì khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê ở mức 5%.  

3.2. Liên hệ giữa MSVK và giá trị mật độ 

quang (OD600nm) của dung dịch huyền 

phù vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 

Từ kết quả đếm sống và giá trị OD600nm của các 

dung dịch huyền phù vi khuẩn được pha loãng tương 

ứng, đường chuẩn thể hiện mối liên hệ giữa MSVK 

và giá trị OD600nm được thiết lập. Theo đó, phương 

trình hồi quy có dạng y = 3,1419x - 0,1671. Dựa vào 

phương trình hồi quy có thể ước lượng được MSVK 

Rhodococcus sp. XL6.2 (Hình 3), chẳng hạn, ứng 

với giá trị  OD600nm = 0,8 tương đương 2,4x108 

CFU/mL. Kết quả này cho thấy khi chủng 0,1% 

dung dịch huyền phù vi khuẩn Rhodococcus sp. 

XL6.2 (OD600nm = 0,8) vào môi trường nuôi cấy thì 

MSVK ở thời điểm ban đầu tương đương 0,24x106 

CFU/mL. Ở vi khuẩn E. coli, kết quả thiết lập mối 

liên hệ giữa mật độ quang và MSVK cho thấy với 

giá trị OD600nm = 0,6350 thì MSVK là 3,6x107 

CFU/mL (JoVE Science Education Database, 

2022). Với cùng giá trị mật độ quang này thì mật số 

tế bào vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 là 1,8x106 

CFU/mL, nghĩa là MSVK E. coli cao xấp xỉ 20 lần 

MSVK Rhodococcus sp. XL6.2. Điều này có thể 

được giải thích là do sự khác nhau về kích thước tế 

bào vi khuẩn. Thật vậy, theo Shiomi et al. (2009), tế 

bào vi khuẩn Gram âm E. coli có hình que với kích 

thước dài x rộng tương ứng là 1,5 x 0,5 µm trong khi 

dòng vi khuẩn Gram dương Rhodococcus sp. XL6.2 

cũng có hình que với chiều dài x rộng tương ứng là 

6 x 1 µm. Như vậy, với cùng mật độ quang, tế bào 

có kích thước lớn sẽ có mật số thấp hơn. 
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Hình 3. Mối liên hệ giữa mật số tế bào và giá trị 

OD600nm của dung dịch huyền phù vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2  

3.3. Tuyển chọn chất mang để tồn trữ vi 

khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2 

Kết quả khảo sát MSVK Rhodococcus sp. XL6.2 

khi được tồn trữ trong 22 nghiệm thức gồm 11 loại 

chất mang: (1) bã mía, (2) cám, (3) mạt cưa, (4) rơm, 

(5) bột talc, (6) bã cà phê, (7) bã mía-bã cà phê, (8) 

cám-bã cà phê, (9) mạt cưa-bã cà phê, (10) rơm-bã 

cà phê  và (11) bột talc-bã cà phê có hoặc không bổ 

sung vitamin B12 cho thấy ở thời điểm 1 tháng tồn 

trữ, vẫn xác định được MSVK Rhodococcus sp. 

XL6.2 trong chất mang là bột talc khi dung dịch 

huyền phù vi khuẩn có hoặc không bổ sung vitamin 

B12. Tuy nhiên, 10 loại chất mang còn lại không 

đếm được vi khuẩn. Tiếp tục khảo sát MSVK ở 

tháng thứ 2, 3, 4, 5 và 6 cũng cho kết quả tương tự, 

ta chỉ đếm được vi khuẩn khi tồn trữ trong bột talc 

khi huyền phù vi khuẩn có hoặc không bổ sung 

vitamin B12.  

Khi được tồn trữ trong bột talc có hoặc không bổ 

sung vitamin B12, vi khuẩn vẫn duy trì mật số trong 

6 tháng trữ. Tuy nhiên, khi bột talc được phối trộn 

với bã cà phê có hoặc không bổ sung vitamin B12, 

kết quả cho thấy không đếm được vi khuẩn khi cấy 

trải trên môi trường giàu dinh dưỡng TSA trong 6 

tháng khảo sát. Điều này chứng tỏ bã cà phê không 

phù hợp đối với dòng vi khuẩn XL6.2. Thật vậy, 

trong chất mang là bã cà phê cũng không đếm được 

vi khuẩn trong 6 tháng tồn trữ. Thêm vào đó, trong 

các chất mang giàu carbohydrate như bã mía, cám, 

mạt cưa và rơm cũng không đếm được MSVK trong 

thời gian tồn trữ chứng tỏ các chất mang này cũng 

không phù hợp đối với vi khuẩn Rhodococcus sp. 

XL6.2.  

Ở thời điểm tồn trữ 1 tháng, MSVK trong 

nghiệm thức bột talc và bột talc có bổ sung vitamin 

B12 vào huyền phù vi khuẩn đạt lần lượt là 

27,89x106 và 174 x106 CFU/g. Từ tháng thứ 2 đến 

tháng thứ 6, MSVK giảm dần, tuy nhiên, vi khuẩn 

vẫn duy trì mật số trên 106 CFU/g, trong đó, vi khuẩn 

trong bột talc đạt 1,11x106 CFU/g và vi khuẩn có bổ 

sung vitamin B12 trong bột talc đạt 2,22x106 CFU/g 

ở thời điểm tồn trữ 6 tháng.  

Ở thời điểm phối trộn vào chất mang, MSVK đạt 

24x106 CFU/g. Khi được tồn trữ trong bột talc, 

MSVK vẫn duy trì ở tháng thứ nhất, sau đó giảm dần 

từ tháng thứ 2 đến tháng thứ 6. Đặc biệt, ở nghiệm 

thức có bổ sung vitamin B12, MSVK tăng ở tháng 

thứ nhất, sau đó giảm từ tháng thứ 2 đến tháng thứ 

6 (Bảng 1). Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy có sự 

khác biệt về MSVK khi dung dịch huyền phù vi 

khuẩn có hoặc không bổ sung vitamin B12. Ở 

nghiệm thức có bổ sung vitamin B12, MSVK luôn 

cao hơn, khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 

nghiệm thức không bổ sung vitamin B12 ở các thời 

điểm khảo sát. Theo Wang et al. (2007), vitamin 

B12 hỗ trợ hoạt động cho các enzyme nội bào nên 

có lẽ vitamin B12 cũng góp phần duy trì MSVK 

Rhodococcus sp. XL6.2 trong thời gian tồn trữ.  

Bột talc có công thức phân tử là Mg3Si4O10(OH)2 

với thành phần gồm 63,35% SiO2, 31,9% MgO và 

4,75% H2O. Theo Chiển (1961), ngoài chức năng là 

chất mang, magie trong bột talc còn có vai trò quan 

trọng trong việc ổn định ribosome, màng tế bào, 

ADN và cần thiết cho hoạt động của các enzyme. 

Như vậy, khoáng chất trong bột talc rất cần thiết cho 

tế bào vi khuẩn. Các nghiên cứu trước đây cũng đã 

chứng minh bột talc là chất mang thích hợp để tồn 

trữ vi khuẩn. Chẳng hạn, Vidhyasekaran and 

Muthamilan (1995) đã sử dụng bột talc để tồn trữ vi 

khuẩn Pseudomonas fluorescens phòng bệnh ở đậu, 

bột talc có khả năng duy trì MSVK trong 8 tháng tồn 

trữ, trong đó MSVK cũng giảm dần từ tháng tồn trữ 

thứ hai. Nghiên cứu của An và ctv. (2017) chứng 

minh bột talc có khả năng tồn trữ vi khuẩn Bacillus 

aerophilus trong 6 tháng để phòng trị bệnh cháy bìa 

lá lúa. 

Đáng lưu ý là khi phối trộn huyền phù vi khuẩn  

với vitamin B12, MSVK XL6.2 tăng cao trong giai 

đoạn đầu của quá trình tồn trữ. Theo Wang et al. 

(2007), vitamin B12 cũng có vai trò hỗ trợ hoạt động 

của các enzyme nội bào. Như vậy, khoáng chất trong 

bột talc kết hợp với vitamin B12 có lẽ đã hỗ trợ cho 

sự gia tăng MSVK ở tháng tồn trữ đầu tiên. Tuy 

nhiên, việc tiếp tục khảo sát vai trò riêng lẻ cũng như 

phối hợp giữa bột talc và vitamin B12 đối với sự 

tăng trưởng của vi khuẩn XL6.2 là cần thiết để hiểu 

rõ hơn về sự tương tác này. Như vậy, trong các loại 

chất mang khảo sát, bột talc là chất mang phù hợp 
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để tồn trữ vi khuẩn Rhodococcus sp. XL6.2. MSVK 

được tồn trữ 6 tháng trong bột talc khi dung dịch 

huyền phù vi khuẩn có hoặc không bổ sung vitamin 

B12 được minh họa ờ Bảng 1. 

Bảng 1.  Chất mang có khả năng duy trì MSVK 

Rhodococcus sp. XL6.2 qua 6 tháng tồn 

trữ 

Thời gian tồn 

trữ (tháng) 

MSVK (x106 CFU/g) 

talc talc + vitamin B12 

1 27,898,57b 174,4456,01a 

2 12,891,95b 42,678,82a 

3 6,890,69b 20,220,69a 

4 3,330,00b 8,781,50a 

5 1,440,19b 4,330,67a 

6 1,110,19b 2,220,19a 

Trong cùng 1 hàng, các số liệu đi kèm chữ cái giống 

nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5%. 

Kết quả khảo sát cho thấy vi khuẩn Rhodococcus 

sp. XL6.2 được tồn trữ trong bột talc vẫn duy trì khả 

năng phân hủy BTX trong 6 tháng khi dung dịch 

huyền phù vi khuẩn có hoặc không bổ sung vitamin 

B12. Trong thời gian khảo sát, hiệu suất phân hủy 

trung bình đối với từng hợp chất trong hỗn hợp BTX 

khi dung dịch huyền phù vi khuẩn có và không bổ 

sung vitamin B12 đạt lần lượt trên 95% và 92% ở 

thời điểm 24 giờ nuôi cấy với nồng độ từng hợp chất 

là 0,1% (Bảng 2). Kết quả nghiên cứu trước đây cho 

thấy vi khuẩn XL6.2 có khả năng phân hủy trên 97% 

từng hợp chất trong hỗn hợp BTX khi được nuôi cấy 

24 giờ trong môi trường khoáng tối thiểu có bổ sung 

0,1% nồng độ từng hợp chất (Oanh và ctv., 2022). 

Như vậy, hiệu suất phân hủy BTX của vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2 sau khi được tồn trữ 6 tháng 

trong bột talc khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

so với trước khi tồn trữ.  

Bảng 2. Khả năng phân hủy BTX của vi khuẩn XL6.2 qua 6 tháng tồn trữ trong bột talc khi huyền phù 

vi khuẩn có hoặc không bổ sung vitamin B12 

Tháng Nghiệm thức 
Nồng độ hydrocarbon còn lại (ppm) 

Benzene Toluene Xylene 

1 

ĐC 673±92,02a 735±104,33a 717 ± 102,28a 

Talc 32±3,17b 2±0b 12 ± 5,42b 

Talc+B12 30 ± 0,60b 2±0b 10 ± 5,08b 

2 

ĐC 715±23,67a 769±29,99a 750 ± 23,08a 

Talc 54±31,98b 15±22,39b 12 ± 7,19b 

Talc+B12 20 ± 0,97b 2±0b 4 ± 1,23b 

3 

ĐC 696±71,74a 756±42,5a 716 ± 19,94a 

Talc 23±0,52b 2±0b 3 ± 0,30b 

Talc+B12 22 ± 0,21b 2 ± 0b 3 ± 0,11b 

4 

ĐC 751±63,55a 748±42,54a 718 ± 24,28a 

Talc 42±37,36b 26±41,61b 23 ± 31,21b 

Talc+B12 20 ± 0,75b 2±0b 5 ± 1,11b 

5 

ĐC 708±15,60a 750±16,18a 736 ± 8,06a 

Talc 20±0,17b 2±0b 6 ± 0,52b 

Talc+B12 20 ± 0,18b 2 ± 0b 4 ± 0,41b 

6 

ĐC 698±8,66a 691±17,04a 669 ± 19,90a 

Talc 20±0,33b 2±0b 6 ± 0,59b 

Talc+B12 20±0,25b 2±0b 4 ± 0,47b 

ĐC: đối chứng không bổ sung vi khuẩn. Trong cùng một thời điểm khảo sát và đối với từng hợp chất, các số liệu đi kèm 

chữ cái giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5%. 

4. KẾT LUẬN 

Sáu loại vật liệu gồm bã mía, mạt cưa, cám, rơm, 

bột talc và bã cà phê được sử dụng riêng lẻ hoặc phối 

trộn để nghiên cứu tồn trữ vi khuẩn Rhodococcus sp. 

XL6.2 có khả năng phân hủy BTX. Trong các loại 

chất mang khảo sát, bột talc được chứng minh có 

khả năng  duy trì mật số (>106 CFU/g chế phẩm) và 

đặc tính phân hủy BTX của vi khuẩn XL6.2 (>92%) 

trong 6 tháng tồn trữ. Kết quả nghiên cứu cũng cho 

thấy khi được bổ sung vitamin B12, vi khuẩn XL6.2 

duy trì mật số cao hơn so với nghiệm thức đối 

chứng, khác biệt có ý nghĩa thống kê. Tuy nhiên, khả 

năng phân hủy BTX của vi khuẩn ở cả 2 nghiệm 

thức không khác biệt. Chính vì vậy, bổ sung vitamin 

B12 vào dung dịch huyền phù vi khuẩn 

Rhodococcus sp. XL6.2 khi tồn trữ vi khuẩn trong 
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bột talc là cần thiết nhằm đảm bảo MSVK được duy 

trì cao trong chế phẩm. 
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