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TÓM TẮT 

Màng sinh học được tạo bởi các vi sinh vật sống bám dính và liên kết với nhau trên bề mặt cơ chất. Hệ thống 

màng sinh học đã được nghiên cứu, ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau, đặc biệt là xử lý ô nhiễm môi trường. 

Nghiên cứu này nhằm tìm kiếm và xác định các chủng vi ktrahuẩn có khả năng tạo màng sinh học định hướng ứng 

dụng trong xử lý nước thải làng nghề. Từ 15 mẫu nước thải thu thập tại làng bún Khắc Niệm, Bắc Ninh, 23 chủng vi 

khuẩn có khả năng tạo màng sinh học đã được phân lập và xác định đặc tính bằng phương pháp cấy trải trên môi 

trường LB. Trong đó, 7 chủng vi khuẩn có khả năng tạo màng sinh học tốt nhất gồm B22.5, B22.8, B22.9, B22.10, 

B22.11, B22.18 và B22.20 đều có khả năng đối kháng với 4 hoặc 5 chủng vi khuẩn kiểm định; 4 chủng có khả năng 

nhũ tương hóa dầu ăn cao đạt trên 60%. Chủng vi khuẩn đại diện B22.9 đã được xác định thuộc chi Bacillus spp., vi 

khuẩn gram dương, có khả năng hình thành màng sinh học tốt nhất trong môi trường có bổ sung glucose hoặc 

fructose, ở nhiệt độ 37C, pH 7. 

Từ khóa: Màng sinh học, vi khuẩn, xử lý nước thải. 

Isolation and Characterization of Biofilm-Forming Bacteria  

for Application Potential in Wastewater Treatment 

ABSTRACT 

Biofilm is a complex structure that is formed by the adherence of living-organisms on their surfaces. The biofilm 

has been well studied and effectively applied in various-different fields, particularly in solving polluted environmental 

issues. This research aimed to find and identify the biofilm-forming bacteria which can be used in wastewater 

treatment in trade villages. Total 23 strains of formed biofilm bacterium were isolated from 15 wastewater samples 

collected from Khac Niem village (Bac Ninh province) where produced rice noodles by spreading on the agar LB 

medium. There were strains, viz. B22.5, B22.8, B22.9, B22.10, B22.11, B22.18, and B22.20, were not only composed 

of the highest ability to form biofilm but also resisted to four or five pathogenic bacterial strains. Additionally, 04 

strains (B22.5, B22.9, B22.10, and B22.18) had a high emulsifying activity of biosurfactants with an emulsification 

index above 60%. The complementary study of identifying the biological characteristics of representative strain B22.9 

showed that this strain belongs to the Bacillus spp., which is gram-positive and having the ability to form a biofilm at 

high temperatures. The optimum conditions for this strain to form biofilm are on LB medium adding glucose or 

fructose as a carbon source at 37C, pH 7, respectively. 

Keywords: Biofilm, bacteria, wastewater treatment. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Màng sinh học (biofilm) là một cấu trúc 

phức tạp, được tạo ra bởi các vi sinh vật sinh 

trưởng và bám dính trên bề mặt chất nền 

(Dunne, 2002). Màng sinh học có thể được tạo ra 
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từ các nhóm vi sinh vật khác nhau bao gồm vi 

khuẩn, nấm mốc, nấm men… nhưng phổ biến 

nhất vẫn là vi khuẩn, các nghiên cứu đã xác 

định hầu hết các loài vi khuẩn đều có khả năng 

tạo màng sinh học. Vi khuẩn có thể hình thành 

màng sinh học trên các loại bề mặt môi trường 

rắn, lỏng hoặc trên bề mặt môi trường bán lỏng. 

Quá trình hình thành màng sinh học xảy ra 

theo một trật tự: bắt đầu bằng sự hấp thụ các 

hạt dinh dưỡng hữu cơ và vô cơ trên bề mặt môi 

trường; tiếp đó là sự bám dính của những vi 

sinh vật đầu tiên vào các hạt dinh dưỡng hữu cơ 

và vô cơ đó; những vi sinh vật này sinh trưởng 

và sinh sản tạo thành những khuẩn lạc đầu 

tiên; sau cùng là sự hình thành phức hệ màng 

sinh học (Dang & Lovell, 2000). Sự hình thành 

màng sinh học được xem như là một xu hướng 

chung của vi khuẩn để sống sót trong tự nhiên 

(O’Toole & cs., 2000), bởi màng sinh học giúp 

chúng chống lại các chất kháng sinh, sát trùng, 

chống lại tác động của một số kim loại nặng, các 

cation và chất độc; đồng thời bảo vệ tế bào tránh 

khỏi nhiều yếu tố bất lợi từ môi trường như sự 

thay đổi độ pH, bức xạ tia cực tím, áp suất thẩm 

thấu và sự khô hạn (Kokare, 2009).  

Màng sinh học đang thu hút sự quan tâm 

nghiên cứu và ứng dụng của các nhà khoa học 

trong nhiều lĩnh vực như xử lý nước thải, xử lý 

sự cố tràn dầu, ứng dụng trong y học và trong 

bảo quản thực phẩm, ứng dụng trong công 

nghiệp dầu khí nhằm nâng cao hệ số thu hồi 

dầu. Trong lĩnh vực xử lý nước thải, hệ thống 

màng sinh học được phát triển dựa trên công 

nghệ mà ở đó, môi trường rắn được thêm vào để 

tạo môi trường huyền phù làm bề mặt bám dính 

cho các vi sinh vật, từ đó làm tăng nồng độ vi 

sinh vật cũng như giảm tỉ lệ tạp nhiễm trong 

màng sinh học, tạo điều kiện thuận lợi cho các 

quá trình sinh học như phân hủy, tích lũy, hấp 

thụ sinh học hoặc khoáng hóa sinh học. Cộng 

đồng vi sinh vật trong màng sinh học phân hủy 

các yếu tố dinh dưỡng khác nhau như các hợp 

chất chứa phốt pho, hợp chất chứa nitơ, các 

nguồn vật liệu carbon cũng như là khả năng bẫy 

các tác nhân gây bệnh trong nước thải. Khi các 

nhân tố gây ô nhiễm nước bị loại bỏ thì nguồn 

nước sau đó có thể đưa vào môi trường để sử 

dụng cho nông nghiệp hoặc phục vụ các mục 

đích khác (Dhumadurai & Nooruddin, 2016).  

Theo thống kê, làng bún Khắc Niệm (TP. 

Bắc Ninh) có 150 hộ làm bún, công suất trung 

bình từ 5 đến 6 tạ bún/hộ/ngày. Nguồn nước 

thải từ quá trình sản xuất bún được xả trực tiếp 

ra cống rãnh, kênh mương mà không qua xử lý 

với tổng lượng nước trên 3.000 m3/ngày, gây ô 

nhiễm không khí, ảnh hưởng đến sức khỏe con 

người và sinh vật xung quanh. Kết quả phân 

tích chất lượng nước thải làng nghề sản xuất 

bún Khắc Niệm của Chi cục Bảo vệ môi trường 

tỉnh Bắc Ninh cho thấy, các chỉ tiêu cơ bản để 

đánh giá chất lượng nước như COD, BOD, hàm 

lượng Coliform đều cao hơn tiêu chuẩn cho phép 

từ 20-30 lần (Sở TN&MT Bắc Ninh, 2017). Ở 

Việt Nam, nghiên cứu ứng dụng màng sinh học 

trong xử lý nước thải cũng đã được quan tâm, 

nhưng khả năng ứng dụng và triển khai chưa 

cao. Một trong những nguyên nhân chính là do 

chưa lựa chọn được chủng vi sinh vật phù hợp 

để tối ưu trong quá trình tạo màng sinh học. 

Nghiên cứu này được đặt ra nhằm tìm kiếm, 

phát hiện và tối ưu điều kiện tạo màng sinh học 

của một số chủng vi khuẩn định hướng ứng 

dụng trong xử lý nước thải làng nghề. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Phân lập vi khuẩn có khả năng tạo 

màng sinh học 

Mẫu nước thải sau khi thu thập được sử 

dụng để tiến hành phân lập vi khuẩn trên môi 

trường thạch LB ở điều kiện nhiệt độ 37°C. Sau 

khi phân lập, các chủng vi khuẩn này được 

đánh giá khả năng tạo màng sinh học theo 

phương pháp mô tả bởi O’Toole & cs. (2000). Vi 

khuẩn được nuôi trong bình tam giác có thể 

tích 100ml chứa 10ml môi trường LB lỏng, lắc 

200 vòng/phút ở 37°C cho đến khi mật độ tế 

bào đạt OD600 = 0,3-0,4. Bổ sung 100μl dịch 

nuôi cấy vi khuẩn vào ống eppendorf chứa 

700μl môi trường LB lỏng, ủ ở 37°C trong điều 

kiện tĩnh. Sau 24 giờ, loại bỏ dịch nuôi cấy khỏi 

ống eppendorf, bổ sung 1ml dung dịch tím kết 

tinh 1% được vào ống eppendorf và giữ ở nhiệt 
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độ phòng trong 20 phút. Loại bỏ dung dịch tím 

kết tinh và tráng ống eppendorf hai lần bằng 

nước cất, quan sát sự bắt màu của các tế bào 

bám trên thành ống với tím kết tinh, mẫu nào 

bắt màu nhiều thì mẫu vi khuẩn đó có khả 

năng tạo màng sinh học tốt.  

Mật độ tế bào trong màng sinh học tạo ra 

được đánh giá theo phương pháp của Morikawa 

& cs. (2000) như sau: các tinh thể tím bám trên 

thành eppendorf được hòa tan trong 1ml cồn 

70°, mật độ tế bào trong màng sinh học được xác 

định bằng cách đo độ hấp thụ quang ở bước sóng 

OD570 nm.  

2.2. Ảnh hưởng của điều kiện nhiệt độ và 

pH môi trường nuôi cấy, nguồn dinh dưỡng 

carbon và nguồn dinh dưỡng nitơ khác 

nhau đến khả năng tạo màng sinh học của 

chủng vi khuẩn được tuyển chọn 

Chủng vi khuẩn có khả năng tạo màng sử 

dụng trong nghiên cứu (chủng B22.9) được nuôi 

trong bình tam giác 100ml chứa 10ml môi 

trường LB lỏng, lắc 200 vòng/phút ở các điều 

kiện nhiệt độ 20°C, 30°C, 37°C, 40°C, 50°C và 

60°C. Sau 24 giờ nuôi cấy, 100μl dịch nuôi cấy vi 

khuẩn được bổ sung vào ống eppendorf chứa 

700μl môi trường LB lỏng, ủ ở 20°C, 30°C, 37°C, 

40°C, 50°C và 60°C trong điều kiện tĩnh. Sau 24 

giờ nuôi cấy khả năng tạo màng sinh học của 

chủng vi khuẩn được xác định theo phương 

pháp của O’Toole & cs. (2000). Thí nghiệm được 

tiến hành tương tự để đánh giá ảnh hưởng của 

pH môi trường với dải pH từ pH 5 đến 10. Giá 

trị pH môi trường được xác định bằng máy đo 

pH để bàn (Martini Mi150). Dung dịch NaOH 

1N và HCl 1N được sử dụng để điều chỉnh giá 

trị pH môi trường trong thí nghiệm. Nghiên cứu 

đánh giá ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng được 

thực hiện bằng cách bổ sung 1% các nguồn 

đường (Arabinose, Rhamnose, Glucose, 

Fructose, Saccharose, Lactose) hoặc 0,1% các 

nguồn nitơ khác nhau ((NH4)2SO4, NaNO3, 

KNO3, pepton, cao nấm men) vào môi trường cơ 

bản có pH 7, nuôi cấy tĩnh ở điều kiện 37°C 

trong 24h sau đó xác định khả năng tạo màng 

sinh học thông qua giá trị OD570. 

2.3. Đánh giá khả năng tạo chất hoạt động 

bề mặt  

Phương pháp được thực hiện theo Nitschke 

& cs. (2005): Các chủng vi khuẩn đã tuyển chọn 

được nuôi trong môi trường LB lỏng, lắc với tốc 

độ 200 vòng/phút ở nhiệt độ 37°C. Sau 24h, dịch 

nuôi được ly tâm với tốc độ 10.000 vòng/phút 

trong 10 phút, loại bỏ cặn tế bào, thu phần dịch 

nổi. Bổ sung 2ml dầu ăn vào 2ml dịch vi khuẩn 

thu được sau khi ly tâm trong các ống nghiệm 

nhỏ, đường kính 1cm. Vortex với tốc độ cao 

trong 1 phút. Sau 24 giờ, thực hiện đo mức độ 

nhũ tương hóa. Khả năng tạo thành chất hoạt 

động bề mặt của các chủng vi sinh vật được 

đánh giá bằng mức độ nhũ tương hóa dầu ăn 

của dịch nuôi cấy tế bào sau 24 giờ thí nghiệm 

thông qua chỉ số E24. Dịch nuôi cấy vi khuẩn có 

khả năng nhũ hóa dầu ăn được nhận biết khi 

màu của dịch nuôi cấy phía dưới chuyển sang 

màu trắng đục và làm lớp dầu ăn phía trên trên 

xuất hiện bọt trắng sữa.  

E24 (emulsion index) = [(chiều cao cột nhũ 

tương hóa)/(tổng chiều cao cột)] × 100% 

2.4. Phương pháp đánh giá khả năng  

kháng khuẩn  

Phương pháp được thực hiện theo De 

Angelis & cs. (2006): Chủng vi khuẩn tuyển 

chọn được nuôi trong bình tam giác có thể tích 

100ml chứa 10ml môi trường LB lỏng, lắc 200 

vòng/phút giờ ở 37°C. Sau 24h nuôi cấy, 1ml 

dịch nuôi được ly tâm 10.000 vòng/phút trong 10 

phút thu phần dung dịch nổi, Phần dung dịch 

nổi này được nhỏ vào giếng thạch trên đĩa petri 

đã được cấy trải vi khuẩn kiểm định, ủ qua đêm 

ở 37°C. Thể tích dung dịch nhỏ vào giếng là 

100μl. Khả năng kháng khuẩn của chủng vi 

khuẩn tuyển chọn được thể hiện qua vòng vô 

khuẩn xuất hiện quanh giếng thạch.  

ΔD = D – d  

trong đó:  

D: đường kính vòng vô khuẩn (mm);  

d: đường kính lỗ thạch (mm);  

1mm ≤ D – d < 5mm: hoạt tính đối  

kháng yếu;  
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5mm ≤ D – d < 10mm: hoạt tính đối  

kháng mạnh). 

2.5. Định danh chủng tuyển chọn bằng 

phương pháp so sánh trình tự gen mã hóa 

16S rRNA 

Gen mã hóa cho vùng 16S rRNA của chủng 

được tuyển chọn được nhân lên bằng kỹ thuật 

PCR với cặp mồi 27F (5’-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) và 1492R 

(5’- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). Sản 

phẩm PCR sau đó được gửi đi giải trình tự bằng 

phương pháp Sanger cải tiến. Trình tự hoàn 

chỉnh sau đó được so sánh với ngân hàng dữ liệu 

Gene của NCBI bằng công cụ BLAST. Nội dung 

nghiên cứu này được thực hiện tại trường đại 

học Duy Tân, Đà Nẵng. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập, tuyển chọn các chủng vi 

khuẩn có khả năng hình thành màng  

sinh học 

Từ 15 mẫu nước thải thu thập tại các địa 

điểm khác nhau tại làng bún Khắc Niệm-Bắc 

Ninh, trên môi trường LB, 23 chủng vi khuẩn 

đã được phân lập và được ký hiệu lần lượt từ 

B22.1 đến B22.23. Các chủng vi khuẩn này sau 

đó được sử dụng để tiến hành xác định khả năng 

hình thành màng sinh học. Kết quả cho thấy, 

màu tím kết tinh được phát hiện trên thành ống 

nuôi của đa số các chủng vi khuẩn phân lập 

được, đồng nghĩa với việc trên thành các ống 

này có vi khuẩn bám. Tuy nhiên, lượng vi 

khuẩn bám trên thành mỗi ống lại khác nhau. 

Điều đó chứng tỏ, đa số các chủng vi khuẩn đều 

có khả năng tạo màng sinh học nhưng khả năng 

tạo màng sinh học của mỗi chủng là khác nhau 

(Hình 1). 

Khả năng tạo màng sinh học của các chủng 

vi khuẩn đã phân lập tiếp tục được đánh giá 

thông qua tỉ lệ giữa giá trị OD600 của dịch nuôi 

cấy được loại bỏ khỏi ống eppendorf để đánh giá 

mật độ vi khuẩn sống tự do trong dung dịch 

nuôi và giá trị OD570 đánh giá mật độ vi khuẩn 

tạo màng sinh học bám trên thành trong ống 

eppendorf. Giá trị OD600/OD570 càng nhỏ, chứng 

tỏ vi khuẩn có khả năng tạo màng sinh học lớn 

và ngược lại. Kết quả nghiên cứu thể hiện trên 

hình 2 cho thấy, 07 chủng phân lập B22.5, 

B22.8, B22.9, B22.10, B22.11, B22.18 và B22.20 

có khả năng tạo màng sinh học tốt với tỉ lệ 

OD600/OD570 thấp, lần lượt là 0,50; 0,57; 0,29; 

0,36; 0,18; 0,42; 0,28. Trong đó, chủng B22.11 có 

tỉ lệ OD600/OD570 thấp nhất với giá trị 0,18 thể 

hiện khả năng tạo màng sinh học tốt nhất. Giá 

trị OD600/OD570 được xác định cũng tương đồng 

với lớp màng sinh học dày đặc bám trên thành 

trong ống eppendorf của chủng B22.11 được thể 

hiện ở hình 1. Kết quả nghiên cứu này phù hợp 

với nghiên cứu của Hoàng Phương Hà & cs. 

(2013), đã phân lập và tuyển chọn được 02 

chủng vi khuẩn từ các mẫu nước thải được thu 

thập tại Hà Nội có khả năng tạo màng sinh học 

lớn là chủng NLI-6 và NLI-7 với giá trị 

OD620/OD570 đạt lần lượt là 0,38 và 0,32. Tác giả 

Nguyễn Quang Huy & Ngô Thị Kim Toán (2014) 

cũng đã phân lập được 04 chủng vi khuẩn có 

khả năng hình thành biofilm mạnh trong số 21 

chủng vi khuẩn được phân lập từ nước thải giàu 

phospho ở Hà Nội và Thanh Hóa, bao gồm các 

chủng A4.2, A5.1, A5.2 và A5.3. Saori & cs. 

(2009) đã phân lập, tuyển chọn được 06 chủng 

Pseudoalteromonas (SB-A1/A2, SB-B1, SB-E1, 

SB-G1/G2) và 05 chủng Vibrio (SB-G3/G4, SB-

H1, SB-I1/I2) có khả năng hình thành lớp màng 

sinh học dày từ mẫu bùn ao nuôi cá. 

3.2. Khả năng tạo chất hoạt động bề mặt 

của các chủng vi khuẩn có khả năng tạo 

màng sinh học cao 

Bảy chủng vi khuẩn có khả năng tạo màng 

sinh học tốt nhất được sử dụng để đánh giá khả 

năng nhũ tương hóa dầu ăn, chủng nào có chỉ số 

nhũ tương hóa cao thì khả năng tạo chất hoạt 

động bề mặt cao. Kết quả cho thấy, trong số 07 

chủng thử nghiệm có 04 chủng gồm B22.5, 

B22.9, B22.10, B22.18 có khả năng nhũ tương 

hóa dầu ăn cao, chỉ số nhũ tương hóa của 04 

chủng này lần lượt là 72,97%, 69,44%, 68,75% 

và 82,71% (Hình 3). Kết quả nghiên cứu này 

cũng phù hợp với nghiên cứu của Abraham & cs. 

(2016) đã phân lập được chủng Acinetobacter 
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M6 vừa có khả năng tạo màng sinh học vừa có 

khả năng sinh chất hoạt động bề mặt tốt. 

Chất hoạt động bề mặt sinh học là hợp chất 

trao đổi thứ cấp không độc hoặc có độc tính thấp 

được sinh ra bởi vi sinh vật như vi khuẩn, nấm 

mốc, nấm men trong môi trường nuôi cấy chứa 

hợp chất hữu cơ là nguồn carbon (Wael & cs., 

2019). Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng các 

phân tử chất hoạt động bề mặt có thể tạo điều 

kiện thuận lợi cho sự gắn kết và phát triển của 

vi sinh vật trên một bề mặt. Bởi chúng làm 

giảm sức căng bề mặt và nhờ đó tăng cường khả 

năng lan rộng và bám dính của vi sinh vật, hình 

thành màng nổi hay màng bám dính với bề mặt 

rắn. Đồng thời, chất hoạt động bề mặt cũng tạo 

phức với các phân tử kim loại nặng, làm giảm 

độc tính cho vi sinh vật trong môi trường sống 

của chúng. Như vậy, chất hoạt động bề mặt sinh 

học có liên quan tới khả năng tạo màng sinh học 

của vi sinh vật. 

  

Hình 1. Màng sinh học của các chủng vi khuẩn phân lập hình thành trên thành ống khi 

nhuộm bằng tím tinh thể 
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Hình 2. Khả năng tạo biofilm của các chủng vi khuẩn phân lập 
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Hình 3. Khả năng nhũ hóa dầu ăn của các chủng vi khuẩn 

có khả năng tạo màng sinh học cao 

3.3. Khả năng kháng vi sinh vật kiểm định 

của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

Với mục tiêu sử dụng các chủng vi khuẩn có 

khả năng tạo màng sinh học để ứng dụng trong 

xử lý nước thải cũng như giảm ô nhiễm môi 

trường, các chủng vi khuẩn đã tuyển chọn được 

sử dụng để đánh giá khả năng đối kháng với 

một số chủng vi khuẩn có khả năng gây bệnh 

thường xuất hiện trong môi trường nước thải 

như Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Salmonella typhi, Aeromonas hydrophila và 

Micrococcus sp. Hoạt tính đối kháng của các 

chủng vi khuẩn tuyển chọn được xác định bằng 

phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch, được 

mô tả như trong nội dung phương pháp. Kết quả 

cho thấy, các chủng vi khuẩn nghiên cứu đều có 

khả năng đối kháng với các chủng vi khuẩn 

kiểm định. Tuy nhiên, mỗi chủng vi khuẩn có 

khả năng tạo màng sinh học khác nhau có khả 

năng ức chế sinh trưởng với mỗi chủng vi khuẩn 

kiểm định khác nhau. Trong đó, chủng B22.5 và 

B22.8 ức chế sinh trưởng yếu với các chủng vi 

sinh vật kiểm định. Chủng B22.10 ức chế sinh 

trưởng mạnh với các chủng Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhi và 

Aeromonas hydrophila. Chủng B22.18 có khả 

năng ức chế sinh trưởng tốt với các chủng 

Escherichia coli, Aeromonas hydrophila và 

Micrococcus sp. Chủng B22.20 có khả năng đối 

kháng mạnh với chủng Staphylococcus aureus 

và ức chế sinh trưởng yếu với 04 chủng vi khuẩn 

kiểm định còn lại. Trong khi đó, chủng B22.11 

có khả năng ức chế sinh trưởng mạnh với cả hai 

chủng vi khuẩn kiểm định là Escherichia coli và 

Staphylococcus aureus. Chủng B22.9 có khả 

năng ức chế sinh trưởng yếu với Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus và Salmonella typhi 

nhưng lại có khả năng ức chế sinh trưởng mạnh 

với cả hai chủng Aeromonas hydrophila và 

Micrococcus sp. 

3.4. Ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy đến 

khả năng hình thành màng sinh học của 

các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

Các kết quả nghiên cứu bên trên cho thấy 

03 chủng vi khuẩn gồm B22.9, B22.10, B22.18 

vừa có khả năng tạo màng sinh học cao, vừa có 

khả năng sinh chất hoạt động bề mặt tốt, vừa có 

khả năng đối kháng với vi sinh vật kiểm định 

tốt và phổ rộng. Đánh giá sơ bộ về hình thái đã 

xác định, cả ba chủng vi khuẩn được lựa chọn 

này đều là trực khuẩn gram dương, có khuẩn 

lạc màu trắng sữa, nhăn, bề mặt khuẩn lạc lõm. 

Nghiên cứu tiếp theo nhằm xác định các điều 

kiện môi trường thích hợp để tối ưu hóa việc tạo 

màng của các chủng đã tuyển chọn. Do 03 chủng 

đã lựa chọn có nhiều đặc điểm chung nên chủng 

B22.9 được sử dụng làm chủng đại diện cho các 

nghiên cứu tiếp theo. 
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 Bảng 1. Hoạt tính kháng vi khuẩn gây bệnh của các chủng vi khuẩn tuyển chọn (mm) 

Chủng 
tuyển chọn 

Chủng vi khuẩn kiểm định 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonella typhi Aeromonas hydrophila Micrococcus 

B22.5 - - - - - 

B22.8 2 - 1 - - 

B22.9 4 - 2 5 6 

B22.10 7 6 3 4 4 

B22.11 5 5 1 2 2 

B22.18 7 8 - 3 6 

B22.20 2 7 1 3 2 

  

    

Escherichia coli Staphylococcus aureus 

    

Salmonella typhi Aeromonas hydrophila 

  

Micrococcus sp. 

Hình 4. Khả năng ức chế sinh trưởng của 07 chủng có khả năng tạo màng sinh học  

đối với các chủng vi khuẩn kiểm định 
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3.4.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ và pH  

môi trường 

Chủng vi khuẩn B22.9 được đánh giá khả 

năng hình thành màng sinh học ở các mốc nhiệt 

độ nuôi cấy 20C, 30C, 37C, 40C, 50C và 

60C cũng như trên môi trường có pH từ pH 5 

đến pH 10, việc thực hiện đánh giá được mô tả 

như nội dung phương pháp.  

Kết quả cho thấy, chủng vi khuẩn B22.9 có 

khả năng tạo màng sinh học tốt ở điều kiện môi 

trường có nhiệt độ từ 30C đến 40C và pH từ 5-9. 

Tuy nhiên, nhiệt độ và pH tối ưu để tạo màng 

sinh học của chủng này là 37C và pH 7 (Hình 

5). Trên thực tế, pH môi trường nước thải làng 

nghề thường có pH thấp, trong khi đó khả năng 

tạo màng sinh học của chủng B22.9 ở pH5 và 

pH7 có sự khác biệt không đáng kể do đó hoàn 

toàn có thể sử dụng chủng này khi ứng dụng để 

xử lý nước thải 

Nghiên cứu của Nguyễn Quang Huy &Trần 

Thúy Hằng (2012) cũng cho thấy chủng U1.3 và 

U3.7 có khả năng hình thành màng sinh học tốt 

ở điều kiện môi trường có nhiệt độ từ 30C đến 

40C. Chủng U1.3 có thể phát triển ở nhiệt độ 

cao trên 45C. Nghiên cứu của Kaustubh & 

Vidya (2015) cũng cho thấy các chủng vi khuẩn 

có khả năng hình thành màng sinh học tốt nhất 

ở điều kiện môi trường 37C, ở môi trường có pH 

7 và pH 10 các chủng này có khả năng sinh 

trưởng và hình thành biofilm tốt. 

  

Hình 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ và pH môi trường  

đến khả năng tạo màng sinh học của chủng vi khuẩn B22.9 

  

Hình 6. Ảnh hưởng của carbon và nitơ trong môi trường  

đến khả năng tạo màng sinh học của chủng vi khuẩn B22.9 
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3.4.2. Ảnh hưởng của môi trường dinh dưỡng 

Với mục đích đánh giá, kiểm tra điều kiện 

môi trường dinh dưỡng phù hợp cho sự hình 

thành màng sinh học của chủng B22.9 để cung 

cấp thông tin cho nghiên cứu ứng dụng sau này, 

chủng B22.9 đã được nuôi trên các môi trường 

có chứa nguồn đường và nitơ khác nhau, sau đó 

xác định mức độ hình thành màng sinh học 

thông qua chỉ số OD570. Kết quả cho thấy khả 

năng hình thành màng sinh học của chủng 

B22.9 là khác nhau khi nuôi trên các nguồn 

đường khác nhau, tuy nhiên hiệu quả nhất vẫn 

là trên nguồn glucose và fructose (Hình 6). Điều 

này hoàn toàn phù hợp với điều kiện môi trường 

nước thải làng nghề, đặc biệt là nghề bún vì 

trong môi trường có chứa nhiều tinh bột có thể 

chuyển hóa nhanh thành glucose và fructose, 

cung cấp dinh dưỡng cho chủng B22.9. Với kết 

quả xác định ảnh hưởng của nguồn nitơ có thể 

rõ ràng nhận thấy sự ảnh hưởng của các nguồn 

nitơ khác nhau là không khác nhau đáng kể đối 

với việc hình thành màng sinh học (Hình 6), do 

vậy khi ứng dụng chủng vi khuẩn này, hoàn 

toàn có thể tận dụng các nuồn nitơ vô cơ sẵn có 

trong môi trường. 

3.5. Kết quả định danh chủng B22.9 

Gen mã hóa 16S rRNA có tính bảo thủ cao, 

được ứng dụng rộng rãi trong việc định loại vi 

sinh vật. Sản phẩm PCR 16s rRNA của chủng 

B22.9 sau khi tinh sạch được gửi đi giải trình 

tự bằng phương pháp Sanger. Trình tự thu 

được sau đó được so sánh mức độ tương đồng 

với các trình tự trong ngân hàng dữ liện Gene 

bằng công cụ BLAST, kết quả được thể hiện 

trên hình 7. 

Kết quả so sánh trình tự cho thấy, chủng 

B22.9 có mức độ tương đồng cao từ 96-97% với 

trình tự các loài thuộc chi Bacillus. Do vậy, 

Chủng B22.9 được xác định là vi khuẩn thuộc 

chi Bacillus. Đây là chi vi khuẩn được biết đến 

với nhiều ứng dụng trong lĩnh vực xử lý môi 

trường. Trần Đức Thảo & cs. (2018) đã ứng 

dụng vi khuẩn Bacillus với mật độ 108 CFU/ml 

để xử lý nước thải sinh hoạt ở ký túc xá đã cho 

chất lượng nước đầu ra đạt tiêu chuẩn QCVN 

14:2008/BTNMT. Vũ Thị Dinh & cs. (2018) 

cũng đã phân lập được chủng vi khuẩn 

Bacillus subtilis TD từ mẫu nước thải tại nhà 

máy giấy có tiềm năng ứng dụng trong xử lý 

nước thải. 

  

Hình 7. Cây phân loại chủng B22.9 

Bacillus strain B22.9 

Bacillus velenzensis strain 2656 

Bacillus methylotrophicus strain Nk5-1 

Bacillus sp. strain CBE330.AF 5 

Bacillus methylotrophicus strain RY1 

Bacillus velenzensis strain HSB1 

Bacillus sp. strain BM1 

Bacillus sp. strain WN015 

Bacillus sp. strain RJW5-5 

Bacillus sp. strain BN2 

80% 
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96% 
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96% 

97% 
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4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cứu này, bảy chủng vi khuẩn 

có khả năng tạo màng sinh học tốt đã được phân 

lập từ 15 mẫu nước thải được thu thập ở làng 

bún Khắc Niệm-Bắc Ninh. Các chủng vi khuẩn 

này đều có khả năng đối kháng với 4-5 chủng vi 

khuẩn kiểm định. Trong số đó đã xác định 04 

chủng có khả năng nhũ tương hóa dầu ăn cao. 

Đồng thời nghiên cứu cũng đã xác định được 

điều kiện môi trường nuôi cấy thích hợp đến khả 

năng tạo màng sinh học của chủng vi khuẩn 

B22.9 là ở nhiệt độ môi trường 37C, pH 7 và 

nguồn dinh dưỡng có chứa glucose hoặc frutose. 

Chủng B22.9 đã được xác định thuộc chi 

Bacillus spp. 
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