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Ph©n hñy sinh häc dÇu diesel vµ hydrocarbon th¬m ®a nh©n cña mét sè  
chñng vi khuÈn ph©n lËp tõ n−íc th¶i nhiÔm dÇu kho C¶ng B12, Qu¶ng Ninh 

NguyÔn B¸ H÷u - TrÇn ThÞ T−êng Vi - Nghiªm Ngäc Minh - §Æng ThÞ CÈm Hµ 
(ViÖn C«ng nghÖ Sinh häc - ViÖn Khoa häc vµ C«ng nghÖ ViÖt Nam) 

1. Më ®Çu 

 Hiện nay, dầu mỏ được coi là một trong những nguồn năng lượng chÝnh cho c¸c ngành 
sản xuất c«ng nghiệp và đời sống xT hội. Do nhu cầu kinh tế và xT hội, hằng năm nước ta phải 
nhập l−îng lín xăng dầu, tuy nhiªn nhiều doanh nghiệp kinh doanh và sử dụng dầu mỏ ch−a cã 
hệ thống xử lý nước thải, cặn nhiễm xăng dầu .v.v. những loại phế thải này khi th¶i ra m«i 
trường sẽ g©y « nhiÔm, ¶nh h−ëng ®Õn søc khoÎ con ng−êi vµ ®éng vËt. Hiện nay, c«ng nghệ 
ph©n huỷ sinh học (Bioremediation) được ¸p dụng rộng rTi trong viÖc xử lý « nhiễm dầu, chất 
độc hãa học cũng như c¸c chất « nhiễm kh¸c do cã hiệu quả cao, chi phÝ thấp và an toàn với m«i 
trường. C«ng nghệ này đT được Viện C«ng nghệ Sinh học ¸p dụng thành c«ng xử lý nước thải 
nhiễm dầu tại kho Cảng B12, C«ng ty xăng dầu B12 tõ 1999 [4]. Tuy nhiªn, để ph¸t triển và nh©n 
rộng c«ng nghÖ xö lý, cần thiết cã c¸c đ¸nh gi¸ về số lượng, khả năng ph©n huỷ dầu tæng sè, 
hydrocarbon thơm đa nh©n (polycyclic aromatic hydrocarbon - PAH) của vi sinh vật (VSV) trong 
hÖ thèng xö lý n−íc th¶i nhiÔm dÇu ë kho Cảng B12. Xuất ph¸t từ những yªu cầu trªn, chóng t«i 
đT ®iều tra số lượng mét sè nhãm VSV dị dưỡng, VSV sử dụng dầu, VSV sử dụng n-hexadecan 
và VSV vật sử dụng PAH, ph©n lập, nghiªn cứu khả năng sử dụng dầu diesel, hexadecan và PAH 
của một số chủng vi khuNn ph©n lập từ kho Cảng B12. X¸c định vị trÝ ph©n loại của chủng vi khuNn míi 
BPQ1 sö dông dÇu vµ PAH dựa trªn so s¸nh một phần tr×nh tự gen 16S rARN vµ b−íc ®Çu x¸c ®Þnh 
đoạn gen mT hãa enzym catechol 2,3-dioxygenaza từ chủng vi khuNn nµy.  

2. VËt liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

2.1. MÉu n−íc th¶i 

Mẫu n−íc th¶i lấy từ bể chứa thuéc hÖ thèng xö lý n−íc th¶i nhiÔm dÇu tại kho Cảng B12, 
Quảng Ninh.  

2.2. Phương ph¸p nghiªn cứu 

- X¸c định số lượng VSV dị dưỡng trªn m«i tr−êng hiÕu khÝ tæng sè (HKTS), VSV sử 
dụng dầu DO, n-hexadecan, PAH trªn c¸c m«i tr−êng muèi kho¸ng theo phương ph¸p x¸c định 
số lượng cã thể nhất (MPN-most probable number) [14]. 

- Ph©n lập và ®¸nh gi¸ khả năng sử dụng dầu DO, n-hexadecan và PAH của c¸c chủng vi 
khuNn theo c¸c ph−¬ng ph¸p ®T m« t¶ tr−íc ®©y [14]. Quan s¸t h×nh th¸i tế bào vi khuNn dưới 
kÝnh hiển vi điện tử quÐt JEOL 5410 LV. 

- Nh©n đoạn gen 16S rARN và gen mT ho  ̧catechol 2,3-dioxygenaza của chủng  vi khuNn BPQ1 

2.3.1. T¸ch ADN tổng số 

Chủng BPQ1 được nu«i lắc qua đªm trªn m«i trường LB lỏng, li t©m thu sinh khối và 
t¸ch chiết ADN tổng số theo m« t¶ cña Sambrook vµ céng sù [17].  
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2.3.2. Nh©n đoạn gen 16S rARN 

   Đoạn gen 16S rARN được nh©n lªn bằng kỹ thuật PCR sử dụng cặp mồi 341F: 5’ - CCT 
ACG GGA GGC AGC AG - 3’ (vị trÝ 341-357 16S E. coli) vµ mồi 907R:  5’- CCG TCA ATT CMT 
TTR AGT TT - 3’ (vị trÝ 907-926 16S E. coli). Hỗn hợp phản ứng PCR 25µl gồm ADN khu«n (5-10 
ng), Taq polymeraza (2 ®¬n vÞ), dNTPs (0,25 mM), dung dịch đệm 1X, MgCl2 (3 mM) và cÆp mồi 
341F và 907R (0,5 µM). Ph¶n øng PCR ®−îc thùc hiÖn víi chu tr×nh nhiÖt 95oC - 5 phót; 4 chu kú 
(95oC - 1 phót, 50oC - 1 phót, 72oC - 1 phót);  30 chu kú (95oC - 1 phót, 55oC - 1 phót, 72oC - 1 
phót); 72oC - 10 phót; gi÷ mÉu 4oC. 

 2.3.3. Nh©n đoạn gen mP hãa catechol 2,3-dioxygenaza từ chủng BPQ1 

 Đoạn gen mT ho¸ enzym catechol 2,3-dioxygenaza được nh©n lªn bằng kỹ thuật PCR sử 
dụng cặp mồi như miªu tả của Meyer và cộng sự [10].  

 2.3.4. X¸c định tr×nh tù ®o¹n gen 16S rARN 

 Sản phNm PCR được gắn vào vector pCR2.1 nhờ enzym ligaza ở 14oC, biến nạp vào tế bào 
E. coli INVαF’, t¸ch chiết và kiểm tra ADN plasmid theo Sambook và cộng sự [17]. Đoạn gen 
16S rARN chủng BPQ1 được nh©n lªn bằng phản ứng PCR sử dụng mồi M13, tinh sạch và x¸c 
định trªn m¸y đọc tự động ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer. Tr×nh tự nucleotid được 
xử lý bằng phần mềm ABI PRISM 3100 Avant Data Collection v.1.0 và ADN sequencing 
analysis, so s¸nh với c¸c tr×nh tự gen 16S rARN trªn GenBank và dữ liệu trong dự ¸n về ribosom 
(RDP). C©y ph¸t sinh loài của chủng BPQ1 và c¸c chủng đại diện được x©y dựng dựa trªn phần 
mềm Cluxtal X, Bioedit, Blast, và NJ tree. 

3.  KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

3.1. Số lượng một số nhãn VSV trong mẫu nước thải kho cảng B12 

Bảng 1. Số lượng một số nhãn VSV trong nước thải nhiễm xăng dầu kho Cảng B12 (MPN/ml) 

VSV hiếu khÝ dị dưỡng VSV sử dụng DO VSV sử dụng hexadecan VSV sử dụng PAH 

2 x 103 1,1 x 102 1,5 x 101 1,1 x 102 

 Kết quả bảng 1 cho thấy trong mẫu nước thải nhiễm dầu kho Cảng B12 số lượng vi sinh 
vËt (VSV) hiếu khÝ dị dưỡng là 2 x 103 MPN/ml, VSV sử dụng DO là 1,1 x 102 MPN/ml, VSV sử 
dụng hexadecan là 1,5 x 101 MPN/ml và VSV sử dụng PAH là 1,1 x 102 MPN/ml. Kết quả đợt 
khảo s¸t năm 1998 đối với mẫu tại kho Cảng B12 cho thấy số lượng của hai nhãm VSV dÞ dưỡng 
và sử dụng dầu lµ 2,3 x 105 CFU/ml và 104 MPN/ml cao hơn đợt khảo s¸t này [4], [15] l−u l−îng 
vµ thµnh phÇn dÇu trong nước thải của mỗi kho phụ thuộc chủ yếu vào hoạt động kinh doanh của 
đơn vị, do đã ë c¸c thêi ®iÓm kh¸c nhau mức độ « nhiễm cũng như thành phần và số lượng của 
c¸c nhãm VSV cụ thể trong n−íc th¶i còng kh¸c nhau. Nghiªn cứu trước đ©y ở phßng C«ng nghệ 
sinh học m«i trường cho thấy cã thể ¸p dụng thành c«ng xử lý nước thải nhiễm dầu tại nhà m¸y 
Z151 khi số lượng VSV sử dụng dầu chỉ đạt 102 MPN/ml [3][13]. Hơn nữa, tại kho Cảng B12 ®T ¸p 
dụng thành c«ng c«ng nghệ ph©n huỷ sinh học [4]. ViÖc ®¸nh gi¸ thường xuyªn số lượng một số nhãm 
VSV quan trọng sẽ gióp c¸c nhà khoa học và c«ng nghệ n©ng cao hiÖu qu¶ xử lý « nhiÔm dÇu.  
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 C¸c nghiªn cøu ở trong và ngoài nước cho thÊy nhãm VSV sử dụng dầu chiÕm khoảng 
10% tổng số vi sinh vật dị dưỡng [11]. Mặc dầu số lượng VSV dị dưỡng kh«ng phản ¸nh trực 
tiếp số lượng VSV sử dụng dầu, tuy nhiªn thời gian nu«i cấy nhãm VSV dị dưỡng ngắn hơn so 
với nhãm VSV sử dụng dầu. Do đßi hỏi về thời gian trong qu¸ tr×nh xử lý « nhiễm dầu nªn việc 
®¸nh gi¸ số lượng nhãm VSV sử dụng dầu th«ng qua nhãm VSV dị dưỡng cã ý nghĩa rất quan 
trọng, th«ng qua sù biÕn ®éng VSV cã thÓ quyÕt ®Þnh kÞp thêi vµ chÝnh x¸c c¸c yÕu tè cÇn bæ 
sung cho qu¸ tr×nh ph©n hñy dÇu. 

 Trong thành phần dầu c¸c alkan mạch thẳng chiếm hàm lượng lớn nhất và dễ sử dụng 
hơn cả, trong ®ã alkan tõ C10 đến C24 là những hydrocarbon mà VSV dễ ph©n huỷ nhất [11]. 
Trong số c¸c n-alkan mạch thẳng, n-hexadecan (C16H34) được sử dụng làm cơ chất đại diện cho việc 
®¸nh gi¸ ph©n huỷ sinh học n-alkan của vi sinh vật. Trong c¸c thành phần của dầu mỏ PAH được quan 
t©m đặc biệt do những ảnh hưởng của chóng đến sức khoẻ con người và động vật, do ®ã một trong 
những ưu tiªn của xử lý « nhiễm dầu là loại bỏ PAH. Trong tự nhiªn « nhiễm PAH thường gặp với hỗn 
hợp của nhiều PAH kh¸c nhau. Trong nghiªn cứu này, hỗn hợp PAH được sử dụng như c«ng bố trước 
®©y của Nguyễn B¸ Hữu và cộng sự nhằm tối  ưu khả năng ®¸nh gi¸ ph©n huỷ sinh học PAH [14].  

 C¸c nghiªn cứu trước ®©y tại Việt Nam chưa tập trung nhiều về ph©n tÝch số lượng hai 
nhãm VSV sử dụng n-hexadecan và PAH trong nước thải nhiễm xăng dầu. Kết quả ph©n tÝch số 
lượng hai nhãm VSV sử dụng n-hexadecan và PAH sẽ gióp chóng ta hiểu râ hơn bức tranh về 
VSV trong nước thải nhiễm dầu tại kho Cảng B12.  

3.2. Nghiªn cứu khả năng sử dụng dầu DO, hexadecan và PAH của một số chủng vi khu(n 
ph©n lập từ nước thải kho cảng B12 

 3.2.1 Ph−¬ng ph¸p ph©n lËp vi sinh vËt sö dông DO, hexadecan vµ PAH  

 Vi sinh vËt sö dông DO, hexadecan vµ PAH ®−îc ph©n lËp theo ph−¬ng ph¸p lµm giµu trªn 
m«i tr−êng muèi kho¸ng chøa c¸c nguån carbon trªn nh− nguån carbon vµ n¨ng l−îng duy nhÊt. 
§T ph¸t hiÖn ®−îc bèn nhãm vi khuÈn sö dông DO, c¸c nhãm nµy ®−îc ký hiệu từ BDQ1 đến BDQ4, 
trong ®ã loại cã khuÈn l¹c vàng đục, nhớt, lồi, trßn chiếm ưu thế. Vi sinh vật sử dụng PAH từ mẫu 
nước thải « nhiễm kh«ng đa dạng, chỉ ph¸t hiện được hai loại khuNn lạc trong ®ã loại chiếm đa số 
BPQ1 cã thể ph©n huỷ được PAH. Kết quả tương tự cũng được ghi nhận đối với mẫu làm giàu VSV 
sử dụng n-hexadecan. Hai loại khuNn lạc nhỏ, vàng và to, da cam được ký hiệu là BHQ1 và BHQ2. 

 Kết quả ph©n lập cho thấy sự tồn tại của 8 chủng vi khuNn sử dụng dầu DO, hexadecan và  
PAHs kh¸c nhau trong bể thu gom ở kho xăng dầu B12. Sự tồn tại c¸c nhãm VSV bản địa nãi 
trªn cho thấy cã thể ¸p dụng c«ng nghệ ph©n huỷ sinh học và thực tế c«ng nghệ này đã và đang 
được ¸p dụng thành c«ng xử lý nước thải nhiễm dầu kho Cảng B12.  

 3.2.2. Khả năng sử dụng dầu DO, hexadecan và PAH của c¸c chủng vi khu n 

 Khả năng sử dụng DO, PAH và n-hexadecan cña 8 chñng vi khuÈn ®T ®−îc nghiªn cøu. KÕt 
qu¶ ë b¶ng 2 cho thÊy, 8 chủng đều ph©n huỷ DO, trong đã 3 chủng BDQ4, BHQ1, BHQ2 ph©n 
huỷ dầu DO mạnh nhất. Ba chủng BPQ1, BHQ1 vµ BHQ2 sử dụng rất tốt hexadecan, trong ®ã 
BHQ1 vµ BHQ sö dông m¹nh h¬n BPQ1. Trong sè 8 chñng trªn, chỉ hai chủng BPQ1 và BDQ4 cã thể 
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ph©n huỷ PAH, trong đã BPQ1 sử dụng PAH tốt hơn, m«i trường chuyển sang mầu n©u. Chñng BPQ1 
cã thÓ sö dông phenanthren, fluoren vµ kh«ng sö dông fluoranthren, anthracen vµ pyren. 

Bảng 2. Khả năng ph©n huỷ dầu DO, hexadecan và hỗn hợp PAH của 8 chủng vi khu n ph©n lập                        
từ nước thải nhiễm dầu kho Cảng B12 

Chủng  Nguồn carbon và năng lượng duy nhất 

vi khuNn Hỗn hợp PAH DO Hexadecan 
BDQ1 - + ND 
BDQ2 - + ND 
BDQ3 -               ++ ND 
BDQ4 + +++ ND 
BPQ1             +++ ++ ++ 
BPQ2 - + ND 
BHQ1 - +++ +++ 
BHQ2 - +++ +++ 

Chó thÝch: +++ :   Ph©n huỷ mạnh nhất,  + :  Ph©n huỷ yếu,       ND :  Kh«ng thử  
  ++   :  Ph©n huỷ trung b×nh,    - :  Kh«ng ph©n huỷ 

 Th«ng thường, trong tự nhiªn mỗi vi sinh vật đảm nhận một kh©u nào đã trong qu¸ tr×nh 
ph©n huỷ sinh học c¸c chất « nhiễm. Cã rất Ýt c«ng bố về ®¬n chủng vi khuNn mang cả hai gen 
tham gia vào qu¸ tr×nh chuyển hãa n-alkan và hydrocarbon thơm . C¸c chủng vi sinh vật mang cả 
hai gen như vậy cã thể ®ãng vai trß quan trọng trong qu¸ tr×nh làm sạch « nhiễm dầu. Trong 
nghiªn cứu này chủng BPQ1 sử dụng cả dầu DO, n-hexadecan và hỗn hợp PAH, chñng nµy ®−îc 
lùa chän nghiªn cứu s©u về định loại cũng như gen mT hãa catechol 2,3 dioxygenaza. 

3.3. Định loại chủng vi khu n BPQ1  

 Sau 24 giờ nu«i cấy trªn m«i trường HKTS, khuÈn l¹c chủng BPQ1 dạng lồi, trßn, trơn, 
hơi ướt, trắng đục vµ cã kÝch thước 2-5 mm (h×nh 1). Chñng BPQ1 thuộc nhãm vi khuNn Gram 
©m, tế bào dạng que, hơi phNy, kÝch thước từ 0,4 - 0,46 µm  x 1 - 1,7µm (h×nh 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

  Gen rARN cã tÝnh bảo thủ cao nªn được sử dụng rộng rTi trong nghiªn cứu đa dạng vi 
sinh vật cũng như là một trong c¸c th«ng tin quan trọng để định loại vi sinh vật. Kết quả phản 
ứng nh©n đoạn gen 16S rARN từ ADN tổng số chủng BPQ1 và với cặp mồi 341F và 907R cho 

H×nh 1: Khu n lạc chñng BPQ1 trªn m«i 

trường HKTS 

 H×nh 2: H×nh th¸i tế bào chủng vi khu n  BPQ1 
dưới kÝnh kiển vi điện tử quÐt ở độ phãng đại 

15.000 lần 
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H×nh 5: C©y ph¸t sinh 
loài dựa trªn so s¸nh 
tr×nh tự đoạn gen 16S 
rARN chủng BPQ1 và 
một số chủng đại diện 
 

thấy sản phNm PCR cã kÝch thước như tÝnh to¸n lý thuyết (kÕt qu¶ kh«ng tr×nh bµy ë ®©y). TiÕp 
theo, sản phNm PCR ®−îc g¾n vào vectơ pCR2.1, biến nạp vectơ t¸i tæ hîp vào tế bào E. coli 
INVαF’, t¸ch, lµm s¹ch plasmid vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotide.  Tr×nh tự đoạn gen 16S rARN 
(585 nucleotid) của chủng BPQ1 được đăng ký trªn Genbank với số đăng ký là DQ494194.  

Bảng 3: So s¸nh tr×nh tự đoạn gen 16S rARN chủng BPQ1 và một số chủng đại diện 

Chủng vi khuNn % tương đồng Số nucleotid so s¸nh 

Bacterium G5 99,82 585*/586# 

Chromobacterium sp. MBIC 3903 99,48 582*/585# 

Chromobacterium sp. 70 97,77 572*/585# 

Chromobacterium violacea 07 96,58 565*/585# 

Rastonia solanacearum MAFF211475 92,64 542*/585# 

Iodobacter fluvitilus ATCC 33501 89,38 522*/584# 

Sphingobium yanoikuyae  IAM 14225  80,40 361*/449# 

Chó thÝch: * - số nucleotid đoạn gen 16S rARN chủng BPQ1                             
                  # - số nucleotid đoạn gen 16S rARN của c¸c chủng đại diện 

  KÕt qu¶ so s¸nh với c¸c tr×nh tự gen 16S rARN trªn GenBank vµ RDP cho thấy, chủng 
BPQ1 cã mức tương đồng cao với c¸c chủng thuộc lớp β-proteobacteria và chi 
Chromobacterium (Bảng 3, H×nh 3). Chủng BPQ1 cã mức tương đồng cao nhất 99,82% với 
chủng vi khuNn G5, 99,48% với chủng Chromobacterium sp. MBIC 3903 vµ 97,77% với chủng 
Chromobacterium sp. 70.  

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 C¸c nghiªn cứu trước ®©y cho thấy vi khuNn thuộc chi Chromobacterium thuộc nhãm Gram 
©m, tế bào h×nh que, di động, ph©n lập ®−îc từ m«i trường đất, nước và mẫu bệnh phNm từ động vật. 
Dựa trªn một số đặc điểm h×nh th¸i và so s¸nh tr×nh tự đoạn gen 16S rARN cho thấy chủng BPQ1 cã 
thể được xếp vµo chi Chromobacterium và được đặt tªn là Chromobacterium sp. BPQ1.  
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H×nh 6: Điện di sản ph m PCR nh©n đoạn gen mP hãa 
catechol 2,3-dioxygenaza chñng BPQ1. M: thang ADN 
chu n kÝch thước 1 kb 

HiÖn nay, cã kho¶ng 39 chi vi khuÈn, nÊm [8]; [1], [11], [20], [12], [16], [5] sö dông dÇu 
vµ 61chi vi khuÈn, nÊm sö dông PAH th−êng gÆp ph©n lËp ®−îc tõ m«i tr−êng [8], [1], [2], [11], 
[18], [6]. Hiện chưa, cã tài liệu nào c«ng bố về khả năng sử dụng dầu và PAH của c¸c vi khuNn 
trong chi Chromobacterium. Kết quả trong nghiªn cứu này một lần nữa phản ¸nh sự đa dạng của vi 
sinh vật sử dụng dầu và PAH trong m«i trường tự nhiªn. Tuy nhiªn, để cã kết luận chÝnh x¸c hơn về vị 
trÝ ph©n loại của chủng BPQ1 cần cã thªm c¸c kết quả sinh lý-sinh hãa, đọc toàn bộ tr×nh tự gen 16S 
rARN cũng như lai ADN:ADN với c¸c chủng vi khuNn đại diện trong chi Chromobacterium. 

3.4. Nh©n đoạn gen mP hãa catechol 2,3 dioxygenaza bằng kỹ thuật PCR   

 Trong m«i trường tự nhiªn, PAH thường tồn tại ở dạng hỗn hợp gồm nhiều PAH kh¸c nhau. Do ®ã 
việc ®¸nh gi¸ khả năng sử dụng hỗn hợp c¸c PAH bởi vi sinh vật bản địa cã ý nghĩa rất quan trọng ®èi víi 
®¸nh gi¸ tiềm năng của chóng trong qu¸ tr×nh làm sạch « nhiễm dầu và PAH bằng phương ph¸p ph©n huỷ 
sinh học. Ph©n huỷ sinh học của hydrocarbon thơm ở điều kiện hiếu khÝ th−êng xảy ra qua c¸c bước cắt 
vßng thơm và tạo thành catechol, ®©y là sản phNm trung gian phổ biến nhất của qu¸ tr×nh ph©n hñy c¸c 
hợp chất hydrocarbon thơm [2], [19]. Qu¸ tr×nh cắt vßng của catechol bởi enzym dioxygenaza cã thể xảy 
ra tại hai vị trÝ meta và ortho. Tuy nhiªn, cắt vßng tại vị trÝ meta được thực hiện bởi enzym C23O được coi 
là qu¸ tr×nh phổ biến nhất ở c¸c giai đoạn tiếp sau của ph©n hñy PAH [2], [19], [9].   

 Xuất ph¸t từ vị trÝ quan trọng của gen mT hãa enzym C23O nªn việc nghiªn cứu sự tồn tại của 
gen này trong tự nhiªn cũng như trong c¸c chủng vi khuNn sử dụng PAH gióp chóng ta hiểu râ thªm 
qu¸ tr×nh làm sạch dầu « nhiễm cũng như đa dạng gen chức năng tại kho Cảng B12 và ở c¸c điểm « 
nhiễm dầu kh¸c. Trong nghiªn cứu này, sù tån t¹i ®o¹n gen mT ho¸ C23O trong chñng BPQ1 sö dông 
dÇu vµ PAH ®−îc kiÓm tra b»ng phản ứng PCR sö dông mồi C23OF vµ C23OR. Theo Wikstrom và 
cộng sự [19], nhiệt độ gắn mồi là 63oC, tuy nhiªn, c¸c nghiªn cứu trước ®©y cho thấy với nhiệt độ 
gắn mồi 63oC sẽ kh«ng thu được sản phNm PCR [7]. Trong nghiªn cứu này, nhiệt độ gắn mồi được 
điều chỉnh giảm xuống 55oC, sản phNm PCR được điện di kiểm tra trªn gel agaroz 1,5% (H×nh 6). 

 
 

 
 
 

 
 

 Kết quả điện di cho thấy, cã băng cã kÝch thước gÇn 750 bp vµ sản phNm PCR kh«ng đặc 
hiệu. Theo tÝnh to¸n lý thuyết [10], sản phNm đoạn gen mT ho¸ C23O là 722 bp. Như vậy, cã thể 
băng ADN gÇn 750 bp là sản phNm nh©n đoạn gen mT hãa C23O ë chñng BPQ1. Kết quả này 
cũng phï hợp với c¸c nghiªn cứu tr−íc ®©y của c¸c t¸c giả kh¸c [14], [7], [6]. Khi sử dụng cặp 
mồi C23OF và C23OR ®T thu ®−îc s¶n phÈm PCR kh«ng ®Æc hiÖu, b¨ng ADN gÇn 750 bp ®T 
®−îc x¸c ®Þnh lµ đoạn gen mT hãa C23O ë c¸c chi vi khuÈn Pseudomonas, Sphingomonas [6], 
[7], [19]. Tuy nhiªn, để cã kết luận chÝnh x¸c hơn cần tiến hành tinh s¹ch vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù s¶n 
phÈm PCR nh©n lªn tõ chñng BPQ1. 

 BPQ1    M 
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4. KÕt luËn 

 - Số lượng một số nhãm VSV trong mẫu nước thải kho Cảng B12 kh«ng cao: sè VSV dị 
dưỡng là 2 x 103 MPN/ml, VSV sử dụng DO là 1,1 x 102 MPN/ml, VSV sử dụng PAH là 1,1 x 
102 MPN/ml và VSV sử dụng hexadecan là 1,5 x 101 MPN/ml. 

 - ĐT ph©n lập được 8 chủng vi khuNn sử dụng DO, PAH, hexadecan, trong ®ã BPQ1 cã khả 
năng sử dụng DO, hexadecan và sử dụng mạnh hỗn hợp PAH. BPQ1 cã khả năng sử dụng 
phenanthren và fluoren  

 - BPQ1 thuộc nhãm vi khuNn Gram ©m, khuNn lạc trßn, ướt, lồi, trơn, trắng đục, đường 
kÝnh 2-5 mm. Tế bào chñng BPQ1 h×nh que, hơi phNy, kÝch thước 0,4 - 0,46 µm x 1 - 1,7 µm. So 
s¸nh tr×nh tự đoạn gen 16S rARN cña chủng vi khuNn BPQ1 cho thấy, chủng này cã độ tương 
đồng cao với c¸c chủng vi khuNn thuéc chi Chromobacterium, 99,82% với chủng vi khuNn G5; 
98,42% với chủng Chromobacterium sp. MPIC 3903 và 97,77% với chủng Chromobacterium 
sp.70. Dựa trªn một số ®ặc điểm h×nh th¸i vµ so s¸nh tr×nh tự gen 16S rARN, chủng BPQ1 cã thể 
được xếp vào chi Chromobacterium và được đặt tªn là Chromobacterium sp. BPQ1. 

 - Bước đầu ®T thu được sản phNm PCR sử dụng cặp mồi nh©n đoạn gen mT hãa catechol 
2,3-dioxygenaza của chủng vi khuNn BPQ1, tuy nhiªn cần cã nghiªn cứu tiếp để t¸ch dßng và 
đọc tr×nh tự đoạn gen này� 

Summary 

Biodegradation of diesel oil and polycyclic aromatic hydrocarbon of some bacterial strains 
isolated from oil contaminated wastewater of oil-gasoline storage B12, Quang Ninh 

Nguyen Ba Huu, Tran T.T. Vi, Nghiem Ngoc Minh, §ang T.C. Ha 
Institute of Biotechnology, Vietnamese Academy of Science and Technology 

 Bioremediation technology has been successful applied in oil contaminated wastewater 
treatment plant at B12 oil-gasoline Company in Quang Ninh province since 1999. In order to improve 
this technology, a microbial survey on oil contaminated wastewater tank of oil-gasoline storage B12, 
Quang Ninh ben was carried out. The numbers of heterotrophs, diesel oil (DO) degrading 
microorganisms, polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) degrader and hexadecane degrading 
microorganisms are 2 x 103 MPN/ml, 1.1 x 102 MPN/ml, 1.1 x 102 MPN/ml and 1.5 x101 MPN/ml 
respectively. Eight DO and/or PAH and/or hexadecane degrading bacterial strains were isolated, among 
those BPQ1 strain was able to degrade diesel oil, hexadecane and strongly utilise PAH mixture. BPQ1 
strain was also utilise phenanthrene and fluorene. BPQ1 colony is round, convex, smooth, white cream 
and 2-5 mm diameter. The BPQ1 cells are Gram negative, rod shape and 0.4-0.46 µm x 1-1.7 µm size. 
The comparison as a part of 16S rRNA gene sequence of BPQ1 (585 bp) shown that this strain had high 
similar levels to bacteria of genus Chromobacterium, 99.82% to bacterium G5; 98.42% to 
Chromobacterium sp. MPIC 3903 and 97.77% to Chromobacterium sp.70. Based on some 
morphological characteristics and 16S rRNA analysis, the BPQ1 strain should be placed in genus 
Chromobacterium and named as Chromobacterium sp. BPQ1. The sequence as a part of 16S rARN 
gene of BPQ1 strain has been deposited in GenBank with assession number DQ494194. Primary result 
showed that PCR product was amplified from DNA total of BPQ1 and specific primers for C23O gene 
encoded catechol 2,3-dioxygenase, however, further studies on cloning and sequence analysis of this 
PCR product are necessary to confirm present of this gene in Chromobacterium sp. BPQ1. 
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