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MO DAU
1. Ly do lwa chon dé tai

Cong nghé c¢b dinh vi sinh vat da dugc phat trién nhanh chéng va dugc
st dung dé loai bo cac chét & 0 nhiém trong méi trudng trong nhitng nim gan
day, do tinh 6n dinh cao, tdc do phan tmg nhanh va hoat dong cao. Céc
phuong phap vat ly, héa hoc, sinh hoc va cac phuong phap két hop da duogc
dé xuat va tng dung vao cdng nghé xu Iy & nhiém moi trudng. Trong d6, X
ly sinh hoc 1a cong nghé xur ly 1am sach dat dwoc cong nhan rong rai, qué
trinh nay str dung cac hoat dong trao doi chat, hé enzyme cua vi sinh vat dé
giam thiéu hozc loai bo chat 6 nhiém trong dat. Trong cong nghé nay, chat
gay 0 nhiém khong dugc Chuyén tr moi truong nay sang moi trueong Khac nén
cong nghé xu 1y nay tuong dbi an toan, than thién véi moi truong va cé tinh
kinh té cao. Chat mang cb dinh vi sinh vat co chi phi thap va hiéu qua loai bo
cao la chia khoa cua cong nghé¢ xur ly 6 nhlem moi truong. Than sinh hoc
(TSH) duogc coi la chat mang hiu qua dé cb dinh vi sinh vat do d§ x6p cao va
hiéu tng hap phu tot c6 thé cung cAp méi trudng sdng cho vi sinh vat. Viéc
sir dung vi sinh vt ¢ dinh than sinh hoc dé xtr Iy cac chat 6 nhiém khac nhau
trong nudc thai la mot phuong phap xur ly day hira hen. So véi cac cong nghé
xt 1y sinh hoc khéac, vi sinh vét ¢ dinh than sinh hoc c6 thé cai thién su
phong phu cua vi khuan, ty 1é sir dung 1ap lai, kha nang trao (1‘01 chat cta vi
khuan,... Tuy nhién, nghién ctru hién tai vé phuong phap nay van con trong
giai doan so khai. Nguoi ta it chu y dén co ché tuong tac giira than sinh hoc
va vi sinh vat va nhiéu nghién ctu chi dugc thyc hién trong phong thi
nghi¢m. Van con nhimg van dé nhu khé phuc hdi sau khi sir dung va o nhiém
thtr cap do cac chit 6 nhiém con s6t lai sau khi hap phu TSH, can duoc lam ro
thém.

Phenanthrene duoc dai dién 1a ddi tuwong nghién ciu cho hop chat 6
nhiém da vong thom trong bai nghién ctru nay. Phenanthrene duoc biét dén
trong tong hop céc chat hiru co nhu thudc nhuom, thudc trir sau,.. va 1a mot
trong nhitng tac nhan hay 6 nhiém khé phan huy nhat. Lua chon phenanthrene
dai dién cho hop chét 6 nhiém da vong thom nham nghién ctu xem vi khuan
cd dinh TSH c6 thé ting cuong, thiic day qua trinh phan hay sinh hoc phe
trong dat hay khong va su két hop gitta TSH va vi khuan c6 tac dung hd trg
nhau trong qua trinh loai bo sinh hoc hiéu khi cia phenanthrene hay khéng.
Piéu nay s& gop phan vao nghién cau va khac phuc dat 6 nhiém PAHS.

TSH la vat liéu giau cachbon dugc tao ra bang qué trinh nhiét phan ky khi
sinh khéi. N6 c6 dién tich bé mat riéng 16n va xép, cho phép n6 hap thu va cb
dinh hop chat 6 nhidm trong dat. Khi dugc thém vao dat, TSH s& bo sung ham
lwgng cacbon hitu co cho dat, diéu chinh d6 pH caa dat va ting kha ning trao
d6i cation cua dat, tao diéu kién 1y twong cho sy song sot cua vi khuan. Ngoai
ra, TSH cung cép noi tra an va dinh dudng cho vi khuan, tham chi con kich



thich ching phan hay chat 6 nhiém. Do d6, viéc tich hop TSH va vi khuan
ngay cang duoc su dung nhu mét phic hop xu ly hiéu qua, dé thich tng va
bén vimg hon d6i véi dat bi 6 nhiém. Vai nam gan day, tng dung TSH dé xu
ly 6 nhiém mdi trudng mang lai duoc nhiéu sy chd y véi wu diém 1a ham
lwgng cacbon cao, ting kha ning trao doi cation, d6 xdp, d6 6n dinh va nhoém
chtrc ning bé mat phong phd. Vai ban chét 12 hé cacbon hitu co véi cac dic
tinh vuot troi, khi dua vao dat, TSH c6 tac dung nhu mot chat cai tao dat gip
nang cao luwong mun, ting cuong hoat dong vi sinh vat, kha nang gitr nudc,
gitt am, chat dinh dudng, tir d6 tac dong tich cuc dén suc khoe nén dat canh
tac. Hiéu qua cua TSH trong viéc quan Iy chat gay 6 nhidm phu thudc vao su
phan bé kich thudc 16 rdng, nhém bé mit va kha ning trao d6i ion. Thanh
phan phan tir va cau tric vat Iy caa TSH c6 thé rat quan trong khi ap dung
thuc té vao nudc va dat. Cong nghé sir dung TSH ¢d dinh vi sinh vat nhiam xu
Iy méi trudng tuy da duoc &p dung nhung nghién ctru ddi véi xa khuan con
nhiéu han ché. Tai Viét Nam, TSH da dugc nghién ctu ang dung trong xu ly
moi truong vi du nhu xa Iy 6 nhiém dau. Hop chat 6 nhiém da vong thom (vi
du nhu phenanthrene) 13 hop chat ton tai lau dai trong dét, ching anh hudng
truc tiéng dén sic khoe con nguoi va cd thé gay ung thu. Viéc tim ra cong
nghé phan hay, loai bo 1a rat can thiét doi véi tinh hinh hién tai. St dung TSH
¢ dinh vi sinh vat da c6 nhiéu nghién ctu trude ddy chi ra dugc nhitng uwu
diém vuot troi caa nd. Khdng chi phan hity hop chat 6 nhiém ma TSH ¢6 dinh
vi sinh vat con 1am tang kha ning sinh vi khuan c6 loi, gop phan vao viéc hd
tro Xt Iy 6 nhiém moi trudng.

Trong tinh hinh hién tai, viéc tim ra mot phuong phap phu hop vé ca mat
hiéu qua ciing nhu kinh té 14 rat can thiét, do d6 viéc tién hanh nghién cau dé
tai “Nghién civu ting cwong khd ndang phén hiiy hep chét da vong thom béi
xa khudn cé dinh trén than sinh hgc dinh hwéng ng dung trong X Iy moi
trwong” duoc thuc hién véi muc dich xac dinh kha nang phan hiy chét hiu
co da vong thom ctia chung xa khuan dugc ¢ dinh trén than sinh hoc, tir d6
dinh hudng nghién cau, phét trién va tng dung trong Xt 1y moi truong, dac
biét 1a 6 nhidm cac hop chat 6 nhiém hop chét hitu co da vong thom.

2. Muc dich nghién curu

sang loc, xac dinh xa khuan c6 nguon goc tir dat 6 nhiém chat doc héa hoc
co kha nang phén huy hop chét 6 nhiém da vong thom phenanthrene; va khao sat
kha nang tang cuong xur ly sinh hoc bai t6 hop xa khuan ¢o6 dinh trén TSH.

3. Ngi dung nghién ciru
- Nghién ctru kha ning c¢6 dinh xa khuan 1én TSH.
- Nghién ctru kha nang phan huy hop chat 6 nhiém da vong thom cia
chung xa khuan.
- Nghién ctu kha nang phan huy hop chét 6 nhiém da vong thom bai xa
khuan duoc c6 dinh trén than sinh hoc.



4. Nhirng déng gop cia luan van

Xac dinh duoc tiém ning tng dung vao Xt ly cac chat 6 nhidm da vong
thom théng qua kha ning phan hay phenanthrene caa cac chung xa khuan X3,
X8.5, X9.1 dugc phan lap tir dat 6 nhidm chit doc hoa hoc dioxin tai san bay
Aso, tinh Thtra Thién Hué. Chung X3 cho thdy kha niang phan huy
phenanthrene cao va da chirng minh dugc vai tro tich cuc cua TSH trong qua
trinh phan hay phenanthrene.



Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Hop chit 6 nhiém hydrocacbon da vong thom (PAHs — Polycyclic
Aromatic Hydrocacbons)

Cac chat hydrocachon da vong thom (PAHs — Polycyclic Aromatic
Hydrocacbons) 1a cac hop chat hitu co c6 chta it nhat hai vong benzene va c6
thé c6 thém cac nhom thé. Cac hop chit PAHs thuong duoc hiéu 1a nhiing
hop chat chi chia hai loai nguy@n t6 1 cacbon va hidrohydro. PAH dugc chia
lam hai nhdm: nhdm hop chat c6 khéi lwgng phan tir thap 1a cac PAH c6 sé
vong benzen nho hon 4 vong, va nhom hop chét ¢ khéi lugng phan tir cao 1a
cac PAH cd tur 4 vong trong phéan ta tro 1én [1]. Naphthalene duoc coi la dang
don gian nhat cia PAH theo US EPA Hoa Ky va US CDC [2]. Nhung ciing
c6 tac gia cho rang PAH don gian 14 dang ba vong phenanthrene va
anthracene [3]. Cac PAHs dugc phan tich phé bién thé hién trong hinh 1.1.

Naphthalene Acenaphthylene Acenaphthene Fluorene
Phenanthrene Anthracene Fluoranthene Pyrene
Benz[a]anthracene Chrysene Benzo[b]fluoranthene Benzo[k]fluoranthene

Benzo[a]pyrene Indeno[ 7,2, 3-c,d]pyrene Benzo[g,h,ilperylene Dibenzo|a,/ilanthracene

Hinh 1.1: C4u tric héa hoc cua 16 PAHSs dai dién theo quyét dinh cua Co
quan Bao vé Moi truong Hoa Ky (US EPA) [2]

Phenanthrene

Phenanthrene 1a mot hydrocacbon thom da vong bao gdm ba vong
benzen hop nhat. Tén ‘phenanthrene’ 1a mot hdn hop cua phenyl va
anthracene. O dang nguyén chit, no duoc tim thay trong khoi thuéc 1a va
duogc biét dén kich thich, nhay cam anh sang véi anh sang. Phenanthrene hién
dién dudi dang bot tring c6 mau xanh huynh quang [4].



Phenanthren gan nhu khong hoa tan trong nudc nhung hoa tan trong hau
hét cac dung mdi hiru co c6 do phan cuc thip nhu toluene, cachon tetraclorua,
ether, chloroform, axit axetic va benzen.

Phenanthrene dugc st dung trong tong hop céc chat hitu co nhu thudc
nhudm, thudc trir sau,.. va 1a mét trong nhitng tac nhan hay 6 nhiém kho phan
hay nhat. Lya chon phenanthrene dai dién cho hop chit & nhiém da vong
thom nhdm nghién ctu xem vi khuan ¢ dinh TSH c6 thé ting cuong, thic
day qua trinh phan hiy sinh hoc phe trong dat hay khong va sy két hop giira
TSH va vi khuan c6 tac dung hd tro nhau trong qua trinh loai bo sinh hoc hiéu
khi cua phenanthrene hay khong. Diéu nay s& gop phan vao nghién ctu va
khic phuc dat 6 nhiém PAHS.

1.2. Pgc tinh ctia PAHs

Tinh doc ciia PAHs d3 dugc con ngudi biét dén tir nhimg nam 30 cua thé
ky XX, khi Hieger va Cook cung nhitng cong sy khac nghién cau va thay tinh
thé benzo(a)pyren mau vang gay khéi u & dong vat thi nghiém. Véi con
nguoi, PAHSs €0 thé 1a tac nhan gy dot bién dan dén ung thu. Cac PAHs co
khéi lwong phan tir nho, cau tao phan ta chi c6 mot, hai, ba vong thom 1a rat
doc, trong khi cac PAHSs c6 khoi luong phan tir 16n lai c6 thé gay doc & muc
do gen, hodc gay ra dot bién, boi chling c6 kha niang gan vao cac phan to
ADN, ARN, hoic protein, gay nén nhiing bién doi & mac phan ti. Khi xam
nhap vao co thé, PAH nhanh chong xam nhap vao cac mé ma va tiép tuc di
chuyén dén nhimg co quan khac. Tuy ting loai PAH véi lidu luong va thoi
gian tic d6ng ma muc do anh huong dén co thé khac nhau [5]. PAH [a mot
trong nhing chat hiru co 6 nhiém pho bién nhat. Ngoai cac ngudn gdc tir moi
truong do qué trinh dét nhién liéu, PAH ciing duoc tim thay trong thuc pham.
Cac nghién ctru da chi ra rang thie an nhiém PAH dén tir ngii cdc, cac loai
dau va chat béo. Mot lwong nhé dén tir rau va thit ndu chin. Cac hop chat
PAH da duoc xac dinh 1a tac nhan giy ung thu, gy dot bién, va quai thai [4].
Trong sb cac PAH, nguoi ta dac biét chii y dén benzo[a]pyren vi tinh doc hai
cua nd. Benzo[a]pyren 1a mot thanh phan c6 trong khoi thudc 14, va 1a mot
trong nhitng nguyén nhan dan dén ung thu phoi. Nhiéu nghién ctru da chung
minh benzo[a]pyren c6 thé chuyén hoa thanh céac loai oxit véi su x(c tac cua
phirc hé cytochrome Pusp, ma nhitng oxit nay cé thé phan ung véi cac ADN
gy dot bién [4].

1.3. Cac ngudn phat sinh PAHs
1.3.1. Nguén tw nhién

Chat nay chu yéu tim duoc trong tu nhién nhu nhwa dudng hay qua qua
trinh bién doi thanh cac loai nhu than, dau, théng qua cac qua trinh tram tich,
ndi lira phun trao. Ngoai ra, PAH c6 thé phét sinh tir viéc dét chay khong
hoan toan cac chat hiru co trong hang loat dam chay ring ty nhién [5].



1.3.2. Nguén nhan tago

Cac nguon phat thai do con ngudi gay ra l1a yéu té chinh quyét dinh 6
nhiém PAH. Qua trinh d6t chdy khong hoan toan Ia nguén phat thai PAH
chinh boi cac hoat dong cdng nghiép khac nhau nhu dbt rac thai, san xuat sat
thép, san xuat nhom, san XUat xi mang, than da, thuoc nhuom, cong nghiép
nhya duong, san xuat 1p cao su, san xuét thudc diét nam va thudc trir sau, khi
thai tir cac nha may loc dau va san xuat dién [6]. Cac ngudn phat thai cong
nghiép khéc 1a khi héa than, 10 hd quang dién, 1o oxy, dong co diesel va dong
co chay bang xang cua cac may moc 16n [7]. Cac ngudn phat thai di dong bao
gom khi thai tir nhiéu phuong tién nhu may bay, tau thuy, tau hoa va cac
phuong tién giao thong duong bo [8].

1.4. Anh hwéng ciia PAHs
1.4.1. Anh hwéng dén con nguoi

Doc tinh cia PAHs phu thudc vao ciu tric, véi cac ddng phan khac
nhau doc tinh thay d6i tir trang thai it doc dén cuc ky doc hai. Vi vay, PAHs
c6 thé gay ung thu véi muc do it hoic nhiéu. Mot trong nhiing hop chat
PAHs, benzo [a] pyrene, dang chu y la chat giy ung thu hoa hoc dau tién
dugc phét hién (va 1a mot trong nhiéu chat gay ung thu dugc tim thay trong
khoi thuéc 18). Cuc bao vé méi truong My ( EPA) da phan loai bay hop chat
PAHs la chat c6 thé giy ung thu cho con nguoi: Benz[a]anthracen,
benzo[a]pyrene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene, chrysene,
dibenz[a,h]anthracen, va indeno [1,2,3-cd] pyrene [9]. Cac PAHs gay ung thu
la benz[a]anthracen va chrysene, benzo[b]fluoranthene, benzo[j]fluoranthene,
benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene, benzo[g,h,i]perylene, coronene,
dibenz[a,h]anthracen (CxH14), indeno[1,2,3-c,d]pyrene (C2, Hi,) va ovalene
[9].

PAHSs gay ra mot s biéu hién anh huéng ngin dén sic khoe nhu budn
ndn, non, kich ttng mét va tiéu chay ciing nhu cac anh huong lau dai dén stc
khoe nhu giam s6 luong hong cau, tén thuong gan va than va ting nguy co
mac bénh hen suyén, bénh tim mach va ung thu phoi & tré so sinh, tré em,
ngudi gia va phu nit mang thai [10].

1.4.2. Anh hwéng dén méi trwong sinh thai

Péi véi sinh vat duéi nudc, PAHs gay anh huéng truc tiép dén qua trinh
trao d6i chat va qua trinh oxy hoa. Dat bi 6 nhiém niang PAHs ciing gay tac
dong xau dén dong vat khong xwong sdng trén can nhu sinh san, hinh thanh
khéi u [11].

Pong vat ¢6 vl ¢6 thé hap thu PAHSs bing nhiéu con dudng khac nhau
nhu hit phai, tiép xGc qua da hoic nudt phai. Mat khac, thuc vat c6 thé hap
thu PAHS tir dat qua ré va di chuyén téi cac bo phan khac nhau cua cy. Ty 1¢
hap thu phu thudc vao ndng do, do hoa tan trong nudc va trang thai ly hoa cua
dat. Tuy nhién, mét s6 loai thuc vat c6 chtra chat chéng lai doc té caa PAHS.
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Cac loai thuc vat khac co thé tong hop PAHs va dung chung nhu mot
hormone tang truong [11].

1.2. Tong quan vé than sinh hoc (TSH)
1.2.1. Gigi thi¢u chung
1.2.1.1. Lich si hinh thanh

Cach day 7000 ngan nam ¢ khu vuc song Amazon ngudi ban dia ¢ day
da tao ra dugC mot I6p dat den gitp nang cao nang suat va luu gitr o mau mé
cua dat. Sau nay nhitg ngudi dinh cu Chau Au goi 16p dat nay la Terra Preta
[12].

Lop Terra Preta nay duoc tao ra tu viéc nguoi ban dia Amazon thai ra
moi trudng dat cac chat thai sinh hoat nhu: thtrc dn, xwong dong vat, chat thai,
d6 gom va,... trai qua qua trinh phan hay lau dai ching da tao ra mot 1op dat
den dem lai Sy mau m& cho cay trong cia ngudi ban dia [12].

Cac nha khoa hoc hién dai da nghién ctu thanh phan cua 16p dat nay vi
nhin thay nhitng tac dung v cling quy bau cua né dbi véi ndng nghiép. Hién
nay, con nguoi da tao ra dugc TSH, mot loai than sinh hoc ma sau mét thoi
gian duoc chon dudi dat nd s& phan hay va cling voi méi trudng xung quanh
tao ra 16p Terra Preta.
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Hinh 1.2: Su khéc nhau gitta dat chtra 16p Terra Preta va dat thuong [12]
1.2.1.2. Khai niém

TSH hay con duoc goi 1a TSH 1a mot chét gidng than cui duoc tao bang
cach dot chat hitu co tir chat thai ndng nghiép va 1am nghiép (hay con goi la
sinh khdi) trong mot quy trinh dugc kiém soat goi la nhiét phan va duogc tng
dung dé cé dinh cacbon nham giam thiéu khi CO, vao khi quyén [13]. Trong
qua trinh nhiét phan, cac vat liéu hitu co nhu vo trau, dam gd, rac 14 hoic thuc



vat chét s& dugc dbt trong thung chua rét it oxy. Khi vat liéu chay ching thai
ra rat it hoac khéng c6 khoi gay 6 nhidm. Trong qua trinh nhiét phan, vat liéu
hitu co duoc chuyén thanh TSH, mét dang cacbon 6n dinh khong thoét ra
ngoai khi quyén. Ning lugng hoic nhiét sinh ra trong qua trinh nhiét phan co
thé duoc thu gitt nhu mot dang ning luong sach.

San pham tao bai su nhiét phan cua nguyén liéu sinh hoc trong diéu kién
nong do khi O, thap hodc hoan toan khong c6. Thong thuong qua trinh nhiét
phan sinh khéi cho ra 20% TSH, 20% khi tong hop dung lam nhién liéu va
60% dau sinh hoc thay thé dau mo trong san xuit cac vat dung nhu dd nhua.
Nhung khi can khéi luong 16n dé cai tao dat, nguoi ta thay d6i cach dbt cham
hon dé c6 ty 18 TSH Ién trén 50% [14]. Piéu khac biét gitta TSH véi than cui
la muc dich chinh sir dung ctia no, nod dugc san xuat nhu mot chat phu gia cho
dat, chu yéu dé cai thién luu gitr chat dinh dudng va luu trir cachon. TSH 1
chat 6n dinh vitng chic va giau cacbon, do dé, co thé duoc sir dung dé khoa
cacbon trong dat. Su quan tdm vé TSH ngay cang tang vi nhiing lo ngai vé
bién doi khi hau gay ra boi luong khi thai cacbon dioxide (CO,) va cac khi
nha kinh khéc.

. Hardwood Rice hulls Switchgrass | ' Bagasse |

' 

Hinh 1.3: M6t s6 dang TSH dugc san xuat tir cac nguyén liéu khac nhau [14]

3

(Ter tréi qua phai: Cay phong, vé trau, cé Switch, ba mia)

1.2.2. Nguyén ligu sd@n xudt than sinh hec

San xuat TSH dugc md hinh héa sau khi tim hiéu cac qua trinh bat dau
tir hang nghin nim trudc & luu vuc séng Amazon. Nguoi ta cho rang hia tir
viéc nau an va déng rac bép cling vai viéc cb y dat than vao dat dan dén cac
loai dat c6 d6 mau md va ham luong cacbon cao. CAc loai dat nay tiép tuc
“giiy”” lai cachon va van con rat giau dinh dudng, tham chi con duoc dao lén
va ban dudi hinh thtc cac chau dat tai thi truong Brazil.

Do loi ich ma TSH mang lai ma tir d6 dén nay cac nha khoa hoc di
khéng ngung nghién ctu va tim ra rat nhiéu cac nguon nguyén li¢u dé s



dung ,
trong san xuat TSH.

TSH Ia mét chat ran xp duoc tao ra tir nhiéu loai nguyén liéu sinh khoi.
N6 ¢6 nhém chirc bé mat &m va céau tric x6p [15]. TSH véi nhiéu mac do
hemicellulose, cellulose va lignin khac nhau cd thé c6 nhiéu dic tinh hoa ly
khac nhau [15]. Ngay nay, ngudi ta thé sir dung bat ky vat liéu sinh khéi thuc
vat, dem di nhiét phan trong diéu kién thiéu hogc khong co oxy dé tao ra
TSH, sinh khéi d6 c6 thé 1a du luong cay trong g va chat thai 9o, hodc cac
vat liéu hitu co khac nhau. Tuy nhién, mot sé vat liéu c6 ngudn cung cap rat
phong phu ciing nhu gia thanh ré da duoc dé xuat 1am nguyén liéu sinh khéi
cho TSH, bao gom vo trau, vo hat, du luong phan bén va du lugng cay tréng,
nhiing nguyén liéu ndy duoc str dung rong rai hon. Cling c6 nhiéu nguyén liéu
khéc c0 tiém nang san co dé san xuat TSH, trong d6 c6 biowaste (vi du nhu
bun thai, rac thai dé thi, phan gia cdm) va phan compost. Tuy nhién, st dung
nhitng loai nguyén liéu nay c6 su nguy hiém do c6 sy ton tai cac thanh phan
nguy hai (vi du nhu cac chat hiru co 6 nhiém, kim loai nang,...).

Vé nguyeén tac, bat ky vat chat hitu co nao ciing c6 thé nhiét phan, tuy
nhién mdi loai nguyén liéu khac nhau thi cho ty I& san pham chét ran (than)
va san pham chat long, chat khi cung véi dic tinh 1& héa cua TSH 1a khac
nhau. Do thanh phan hoa hoc cau tao nén sinh khéi vat chat hitu co 13 thanh
phan quan trong trong san xuat TSH.Theo nghién ctu cua Rajarathnam and
Bano nam 1989 lignocellulosic 1a nguyén liéu hitu co phong phu nhat trén
trai dat chiém 50% tong so sinh khéi thuc vat va san xuat ude tinh hang nam
la 50 - 109 tin. Phan Ién céc chét thai lignocellulose truéc day thuong chi
dugc xur ly bang cach ddt sinh khéi, diéu nay gay ldng phi tai nguyén va 6
nhiém mdi truong boi lugng khi phat thai ra. Hién nay, nguoi ta chl y téi viéc
st dung vo trau 1am nguyén li¢u san xuat TSH. Cung véi san lugng thoc gao
ngay cang tang thi luong trau thai ra cling ngay cang cao, nhat 12 & hhimng vya
lGa I6n nhu Thai Lan, An Do, Trung Qudc hay nhu Pong bang sdong Hong va
Pong bang séng Ciu Long ¢ nudc ta. Ngay chi & huyén Co Do, truc thuoc
thanh phb Can Tho, lugng trau thai ra hang nim Ién dén 500.000 tan. Luong
trau nay nhiéu khi khong dugc st dung ma dugc xu ly bang hai phuong phap
la dot truc tiép, hoac do thang ra song. Viéc nay co thé gay 6 nhiém moi
truong tram trong. Trong khi d6, str dung vé trau nhiét phan thanh TSH dem
lai ngudn lgi 16n. TSH san xut tir vo trau ¢6 ham luong khoang cao, dic biét
1a silic. Luong tro trong TSH c6 thé 1én dén 24% hoaic tham chi 41% theo
khéi luong [16].

1.2.3. Tinh chdt héa - Iy cia than sinh hec
1.2.3.1. Thanh phan cdu tgo

7 Qellulose b1 nhiét phan & nhiét do tu 250 - 350 °C khi b1 nhi{;t phan céc
tieu cau tric cau thanh cellulose sé& bi phan cat va tach ra, hau hét chung la
nhitng phan ti hiru co phan tir thap nén dé bay hoi, hay bi phan hay thanh
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CO2, dan dén 1am giam khéi luong dang ké cua sinh khéi dudi dang cac chat
dé bay hoi, dé lai dang sau mot ma tran C v6 dinh hinh cang chac. Khi lam
tang nhiét d6 nhiét phan, ty 1& cachon thom trong TSH bét dau thay doi theo
hudng tang 1én, do viéc mat cac chat dé bay hoi va viéc chuyén héa cac nhoém
ankyl va O-ankyl. 0 khOang 330 °C, tAm graphene polyaromatic bat dau phat
trién ‘theo chiéu ngang va cudi cung két lai. Chinh diéu nay da lam cho TSH
c6 cau truc 16p, do xop va dién tich bé mat 16n ma TSH c6 duoc la do qua
trinh ndy. O nhiét do trén 600 °C, cachon héa s& tré thanh chiém uu thé.
Cacbon hoa danh dau sy loai bo cac nguyén ta khong chia C con lai va két
qua 1a ting ham luong C (theo khéi lwong caa TSH duoc san xuat tir gb) [17].

1.2.3.2. Thanh phdan héa hoc va bé mdt hda hoc

Thanh phan TSH rat khong déng nhat, nd chta ca thanh phan bén va
khong bén [18]. Cacbon, vat chat dé bay hoi, khoang chat (tro) va do am
thuong duoc coi nhu 13 thanh phan chinh cua n6 [17]. Bang 1.2 tom tat pham
Vi ty 1€ twong dbi cua cac thanh phan trong TSH duoc san xuat tir rat nhiéu
ngudn vat lidu va cac diéu kién nhiét phan [17].Ty lé twong d6i cua cac thanh
phan trong TSH xac dinh tinh chat hoa hoc, vat Iy va chirc ning cia TSH noi
chung [17]. Vi du, TSH duoc tao ra bang cach nhiét phan nguyén li¢u g6 [19]
thi viing chic. Nguoc lai, TSH san XUat tir phe pham nong nghiép (nhu lua
mach den, ngd, vo trau) phan sdc vat va rong bién noi chung la tét hon nhung
it bén (sic bén co hoc thap) do d6 chung gidu dinh dudng va tét cho khu hé vi
sinh vat phan huay trong méi truong [18]. Ham Iuong tro caa TSH phu thuoc
vao ham lugng tro cua cac nguyén liéu dau vao. Co, vo hat, b rom ra va phan
thuong san xuat TSH c¢6 ham lugng tro cao trai nguoc SO voi nguyén liéu go
[20]. Vi dy, cac TSH dugc san xuat tir phan ga c6 thé chua 45% tro (theo
trong luong) [21]. Po am 14 mot thanh phan quan trong khac cua TSH, do am
cao s& lam tang chi phi san xuét va van chuyén TSH di voi cac don vi san
xuat TSH [17]. Giit thanh phan d6 am khoang 10% (theo khéi lugng) la diéu
mong mudn. Bé co thé dat duge diéu nay, can 1am khé nguyén liéu sinh khoi
truéc khi nhiét phan (ddy c6 thé 1a mot thach thire khi san xuat TSH).

1.2.3.3. Ddc diém cdu trdc xép va nhém bé mat cua than sinh hoc

TSH c¢6 ham lugng cachon cao va dac tinh xdp giup dat gitr nude, dudng
chat va bao vé vi khuan c6 loi cho dat. TSH duoc san xuat bang cach d6t go
hoic céc vat liéu thuc vat khac trong budng han ché oxy. B khung cacbon
tinh khiét dé lai sau qua trinh nay c6 dién tich bé mat rong voi kha ning trao
d6i cation rat cao, do vay khi dugc thém vao dat, dic biét 1a loai dat bj thoai
do han han va nhiét do cao, n6 co thé nhanh chéng cai thién kha ning luu giir
va sau d6 giai phong céc chat dinh dudng [14].

TSH c6 dién tich bé mat rat Ion va c6 kha nang trao dbi cation cao, do d6
n6 c6 kha nang luwu gitr cac chat dinh dudng cua thuc vat nhu N*, K*, Ca**,...
Tinh chét x6p cua vat liducling c6 nghia 1a né chia dugce nuéc va khong khi.
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Do d6 n6 cung cap tat ca cac nhu cau chinh cho sy ton tai cua vi sinh vat
trong dat, dong mot vai tro quan trong trong dinh dudng thuc vat [16].
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Hinh 1.4: Cau trac duéi kinh hién vi caa TSH [14]

Cdu trdc xap cua bé mat TSH: TSH véi sy sap xép ngau nhién caa cac vi
tinh thé va lién két ngang, bén giira chiing 1am cho TSH ¢6 cau trac 13, xép
kha phét trién. Cac 16 rong trén bé mat TSH c6 cuong do sap xép lon, mang
lai gid tri quan trong Ion hon so vé&i sinh khoi khong bi chay [22]. Chlng co ti
trong twong d6i thap (nhoé hon 2g/cm®) va muc do graphit hoa thap. Cau tric
vi 16 xop cua bé mat quyét dinh cha yéu tir ban chat nguyén liéu ban dau,
duoc tao ra trong qua trinh than hoa va phat trién hon trong qua trinh hoat hoa
TSH.

CAu trdc xop cua TSH c6 tac dung to 16n trong néng nghiép. N6 c6 thé
chtra mot lugng nudc 16n, khi bon trén dat cat giup chung ning cao ning luc
gitt nudc cua dat, cai thién dang ké d6 am dat. Bong thoi no ciing c6 kha ning
gitr khi rat tot, khi bon cho dat sét, nd c¢6 anh huong dang ké dén do xdp
thodng va kha ning trao ddi khi caa loai dat nay. Cau tric xop caa TSH ciing
1a noi hap phu hiru co, 13 noi tra ngu va nhan sinh khdi caa céc vi sinh vat
trong dat. Trén thé gisi da c6 nhiéu nghién ctu vé tng dung TSH trong ndng
nghiép, 1am 3 cac tac dong tich cuc dén ting loai dat va cay trong dac thi
cling nhu phan tich nhitng han ché cia TSH tir nhing loai phé phu pham khac
nhau, duoc tao thanh tir nhiing ché do nhiét phan khac nhau. Tong quan lai
cac két qua nghién cau nay, chung ta s& co b giai phap hoan chinh gilp tng
dung TSH trong thyc té dat hiéu qua cao, phi hop véi dic diém cua ting
ving, mién. C6 thé ké dén cac nghién ciru nhu: Abrishamkesh va cong su
(2015) da chang minh TSH c6 tac dong tich cuc khi dua vao dat phén, gidp
tang ham luong cacbon hitu co trong dat, kha nang trao ddi cation, kali giira
dat va cay trong, dong thoi tang do toi xop cho dat, va kich thich sy ting
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treong cdy ho dau. Con Satriawan va Handayanto (2015) da chi ra tdc dung
cai tao dat bac mau cua TSH, mic du khong lam ting photpho trong dat
nhung lai 1am gia tang kha nang hap thu photpho khi thir nghiém trén cay ngd
[23]. M6t s6 nghién ctru di cho thay, TSH gitip lam ting dang ké ham luong
dinh dudng trong dat nhu P, K, Ca, Mg; gitip cai thién rd rét chat lugng céc
loai dét co dic tinh kho nhu dét thit pha cat va dét thit pha dat sét [24]. Khong
chi gilp nang cao chat luong dat, TSH con c6 tac dung giai doc cho dat,
thdng qua viéc hip phu kim loai ning, tranh 1am phét tan xudng ngudn nudc
ngam. Theo nghién cau cua Nigussie va cong sy (2012), TSH da han ché viéc
trao d6i va tich tu crém trong cay trong [25].

Nhém Cacbon - Oxy trén bé m¢gt TSH: Nhém cacbon - oxy bé mat 13
nhém quan trong nhat anh hudng dén dic trung bé mit (tinh ua nude, d6 phan
cuc, tinh a xit,... ), ddc diém héa Iy (kha ning xuc tac, dan dién,... ) va kha
nang phan &ng cua céc vat liéu nay. Thuc té, oxy da két hop thudng duoc biét
la yéu t6 1am cho than tré nén hitu ich va hiéu qua trong mot so linh vyc ¢ng
dung nhat dinh. Vi du, oxy c6 tac dong quan trong dén kha nang hap phu
nudc va cac khi va hoi co cuc khéac, anh huéng dén su hap phu ion, kha nang
bam dinh,... Theo Kipling, cac nguyén tir oxy va hydro la nhitng thanh phan
can thiét cua than hoat tinh véi dic diém hap phu tét, va bé mit cua vat liéu
nay duoc nghién ctru nhu mot bé mat hydrocacbon bién doi & mot sé tinh chét
bang nguyén tir oxy. Ban chat va lwong nhém oxy - cacbon bé mat phu thudc
vao ban chit bé mat than va céch tao ra no, dién tich bé mit caa nd, ban chat
chét oxy hoa va nhiét do qua trinh.

Déi nhitng than ¢ dic trung axit - bazo, nhiéu nha khoa hoc da nghién
ctru nguyén nhin va co ché than cé ban chat axit hay bazo. Mot vai thuyét, vi
du thuyét dién hoa caa Burstein va Frumkin, thuyét oxit cua Shilov va truong
phai cua dng, thuyét pyron cia Voll va Boehm d3 dugce dua ra dé giai thich
cho dic trung axit - bazo cua than. Bay gid nguoi ta di chap nhan rang dac
trung axit - bazo cua than 1a két qua cta qua trinh oxi héa bé mat, phu thuoc
vao cach tao thanh va nhiét @6 cua qua trinh oxi hoa.

Dang nhém cacbon - oxy bé mit (axit, bazo, trung hoa) da duoc xac
dinh, cac nhém axit bé mat 1a rat dic trung va duoc tao thanh khi than dugc
xu ly voi oxy & nhiét do trén 400 °C. Cac nhom chic axit bé mat nay 1am cho
bé mat than ua nudc va phan cuc, cac nhom nay la caboxylic, lacton, phenol.

Tac dung cua nhdm cacbon - oxy trén bé mat cua TSH trong ndng
nghiép rat phong phi, ‘trong do6 quan trong nhét I 1am cai thién kha niang hap

phy, luu tri va trao ddi khoang lam tang tinh dém, do phi hiéu dung cua dat,
tang hé s sir dung va hiéu qua caa phan bon.

1.2.4. Vai tro caa than sinh hgc

Than sinh hoc trong sir dung 1am phan hitu co c¢6 nhitng yéu té quan
trong doi vai dat, nhu sau:
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- Cung cap cac nguyén t6 c6 loi cho qua trinh phat trién va truong thanh
cua cay, cai thién tinh chat vat ly, héa hoc cua dat, tao diéu kién thuan logi kich
thich cho vi sinh vat c6 loi phat trién.

- TSH khong nhitng cai thién ham luong dinh dudng dé tiéu ma con ting
ca kha nang gitr dinh dudng va nude trong dat do cac yéu td nay duoc hap thu
vao trong céc khe ha cua TSH. Ngoai viéc cung cap cac chat dinh dudng can
thiét, trong TSH c6 cac axit humic chira cac hdc mon c6 kha néng tang trusng
cay trong [26]. Mot sb nghién cuu con cho thay tac dung cua TSH dbi voi
sinh truong va ning suit cay trong con cao hon néu bon két hop vai phan
khoang [27].

- TSH duoc cho la ¢6 kha nang hap thu cac amoni tir dung dich dat. Su
co dinh dam Ién bé mat TSH gitp lam giam luong dam bi mat do tham xuong
dat.

- Lam téng ty I¢ nitrat hda ¢ dét rimg ty nhién (dat loai nay c6 ty I¢ nitrat
hoa tu nhién rat thap).

- CO kha nang lam giam sy bay hoi amoniac, bai vi nd lam giam amoni
c6 trong dung dich dat va lam tang pH cua dat, ca hai diéu kién giup khong
hinh thanh amoniac va bay hoi. Ngoai ra, TSH dugc cho la cd kha nang xtc
tac khtr oxit nito (khi gay hiéu tng nha kinh) thanh khi nito.

- Khir mui va khtr trung tai cac trai chan nu6i. Nguoi ta co thé sir dung
TSH ket hop voi ché pham vi sinh dé lam 16p tham sinh hoc cho cac trai chén
nuoi gia cam.

- Nang cao chat Iu’O’ng dat tir 80% dén 220%, tang kha nang héap thy chat

dinh dudng cua cay va chéng x6i mon cho dat, dic biét 1a dat ¢ nhimg dia
hinh khéng 6n dinh.

- Lam cho cht thai hitu co thoi riva, giai phong khi CO, ¢6 hai vao khi
quyén, va cho phep cay trong luu trir CO, ma né hap thu tir khéng khi trong
qua trinh quang hop, mot cach an toan.

- Than sinh hoc hap thu 50% CO; tir sy hd hap cia ciy dé luu giit tao ra
cac dang nang lugng, dac tinh nay cua than sinh hoc l1a mét huéng di trong
cudc cach mang bao vé moi truong, giam thiéu hiéu trng nha kinh.

- Nhiéu nghién ctru cho thay khi bén TSH vao dat acid va dat nghéo dinh
dudng két hop voi bon phan thi cho ning suit cao hon so véi bon ting thi
riéng lé. Piém chinh khi bon TSH vao dat 1a 1am tiang hiéu qua st dung phan
dam cua cay trong. Nhiéu bang chung cho thay nang suat khong doi khi giam
luong phan dam dang ké ddng thoi bon TSH.

- O nhiing ving dat bi nhiém doc Cyanua do viéc khai théc cac mo kim
loai thi bon TSH sé gbp phan gilp tai to va loc chat doc trong dat.
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1.2.5. Ung dung cia than sinh hoc

TSH 14 mét vat liéu chaa cacbon duge diéu ché thong qua xu Iy nhiét
sinh khéi trong ngudn cung cap oxy han ché va duoc s dung cho mot loat
cac tng dung bao gém quan ly chat thai, giam thiéu bién ddi khi hau, cai
thién do phi nhiéu cua dét, san xuat nang luong sinh hoc va xt 1y chat gay 6
nhiém.

TSH da trd nén pho bién nho vai trd va tiém ning cta nd trong cai tao
dat, méi trudng va giam nhu bién d6i khi hau. TSH rat giau cacbon va phu
thudc vao muc dich stir dung ma TSH c¢6 kha niang c¢6 dinh cacbon, do d6 né
can tro hodc ngan chan hoan toan su phét tan caa cacbon tro lai bau khi quyén
dudi dang khi CO,. Nhitng loi ich ma TSH mang lai nhiéu hon nhiing gi da
néu & trén, tuy nhién, pham vi cua nd chu yéu I1a phuc vu cho céc khu vuc
ndng nghiép va cac nganh quan I chat thai. Hon nita, nhu da trinh bay & trén,
quéa trinh san xuat d6 con tao ra hai loai ning luong tir mot ngudn, do 1a
ngudn nang lugng tai tao bén viing.

TSH c6 thé sir dung nhu mot sy bo sung thém vao dat dé tang san lugng
cay trong, cai thién chat lugng nudc, duy tri d6 am cho dat, giam lwong phéat
thai khi nha kinh, 1am giam sy rua tréi cac chat dinh dudng, 1am giam do
chua cho dat, cai thién tinh chat vat I& cta dat, giam su tudi tiéu va cac nhu
cau vé phan bon. Cac tinh chat d6 phu thudc rat nhiéu vao cac dic tinh cua
TSH va c¢6 the phu thugc vao ca diéu kién cua khu vie do (dat can coi hay dat
t6t).

1.3. Tong quan vé xa khuan
1.3.1. Gidi thigu vé xa khudn

Xa khuan thuoc lép Actinobacteria, phan 16p Actinobacteridae, bo
Actinomycetales, bao gom 10 phan b, 35 ho 110 chi va 1000 loai trong dé c6
478 loai thuoc chi Streptomyces va hon 500 loai thudc cac chi con lai duoc
xép vao nhém xa khuan hiém [45, 46]. Xa khuan 1a mot nhdm vi sinh vat rat
da dang trong d6 da so sinh truong hiéu khi va tao khuan ty phan nhanh tuong
ty nhur nam. Tén xa khuan (Actinomycete) bat nguon tir tieng Hy Lap “Actys”
(tia) va “mykes” (nam) ban dau xa khuan dugc coi la vi nam vi ching sinh
trrong gidng véi nam. Xa khuan cé cau tric té bao tuong tu nhu vi khuan
Gram (+), toan bd co thé chi 1a mot té bao bao gom céc thanh phan chinh:
thanh té bao, mang sinh chat, chat nguyén sinh, chat nhan va cac thé an nhap
[30]. Xa khuan 14 vi khuan G (+) co ty 16 G + C cao (> 55%) trong AND.

Xa khuan phan b rét rong réi trong tu nhién: trong dat, nudc, mot phan
trong bin va trong cac chat hitu co khac, tham chi trong ca co chat ma cac vi
sinh vat khac khong sinh truéng dugc. Sy phan bé cua xa khuan phu thudc
vao khi hau, thanh phan dat, mic d6 canh tac va tham thyc vat. Ching sinh
treong va phat trién tot & nhiét do 28 - 30 °C, do am khoang 40 - 55%. Nhiing
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noi c6 néng do pH kiém, axit thuong it xa khuan, dic biét noi dat qua kiém
lai cang it xa khuan.

Xa khuan phan b chu yéu trong dat va dong vai trd rat quan trong trong
chu trinh tuan hoan vat chat trong tu nhién. Theo Waksman, trong mot gam
dat ¢4 khoang 29.000 - 2.400.000 mam xa khuan, chiém 9 - 45 % tong sé vi
sinh vat. Chang st dung axit humic va céc chat hiru co kho phan giai khac
trong dat. Nhiéu chung xa khuan c6 kha ning hoa tan lignhin bang céch sinh
cac enzyme thuy phan cellulose, hemicellulose va cac peoxidase ngoai bao
[31].

1.3.2. M4t sé vai tro cia xa khudn trong xi Iy méi truwong

Xa khuan 1a nhém vi sinh vat phan bd rong rai trong dat, chlng tham gia
vao cac qua trinh phan giai cac hop chat hitu co trong dat nhu cellulose, tinh
bot... gop phan khép kin vong tuan hoan vat chat trong tu nhién. Dic tinh nay
con duoc ¢ng dung trong qué trinh xir Iy phan hay réc... Xa khuan ciing duoc
coi la nhdm vi sinh vat cdé vai tro quan trong trong nhiéu linh vuc nhu cham
soc suc khoe, duoc pham... Nhom nay c6 kha ning sinh tong hop da dang cac
chat chuyén hda cé hoat tinh sinh hoc khéac nhau cting véi nhiéu loai enzyme
c6 gia tri kinh té. Laccase duoc cho 1a mot trong cac enzyme c6 gia tri cong
nghiép cia xa khuan. Enzyme nay tir xa khuan cé céc dic diém noi troi so Voi
cac nguon khac nhu kha ning chiu nhiét, chiu dung moi, do bén cao [59, 60].

Xa khuan con dong vai trd quan trong trong hé vi sinh vat cua dat 6
nhiém chat doc héa hoc, chung thuong duoc thay Ia mot trong nhiing nhém
chiém wu thé [34]. Xa khuan cho thay vai tro quan trong trong qua trinh xu ly
sinh hoc chat & nhiém do ching duy tri su wu thé trong qué trinh xi ly 6
nhiém [35]. Ching hoat dong nhu mot chat “tay ria méi truong” nham lam
sach nhimg vung dat 6 nhiém ciing nhu giai phong cac enzyme tiém nang dé
thuc hién viéc do. Tuy nhién, cac nghién ctu vé kha ning phan huy cac chat 6
nhiém da vong thom khéac chu yéu tap trung vao cac chung vi khuan, sé lugng
chung xa khuan dugc cong bd it hon nhiéu so véi cac dai dién vi Khuan. Viéc
st dyng céc sinh vat trong dat dé phan huy cac hop chat 6 nhiém thanh cac
hoa chat vo hai duoc goi 1a xt 1y sinh hoc. Xa khuan d3 duoc nghién ctu va
noi tiéng voi kha nang xu ly sinh hoc. Thude khang sinh, hop chat hda hoc,
thudc hitu co hay kim loai nang. .. dugc xa khuan xir ly mét cach hiéu qua.

Xa khudn x@ ly 6 nhiém PAH

Dau mo hay dau thd 12 mot hdn hop phuc tap caa cac hop chat ¢ trong
luong phan tir khac nhau va thanh phan cha 30% PAH. Dau thé chtra nhiéu
PAH khéc nhau tap trung vao cac con dudng trao d6i chat dé phan huy vi sinh
vat. Trong diéu kién hiéu khi hoic ky khi, cac chung vi khuan c6 thé xu 1y,
phan huy PAH mét cach hiéu qua va than thién véi moi treong.

Cac xa khuan thudc cac c‘hi vi khuan Mycobacteria, Rhodqcoccus ya
Gordona da dugc nghién cttu vé kha nang phan huy PAH. Mot s6 xa khuan
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mai duoc nghién ciru nhu Sphingomonas paucimobileis BA2, Gordona sp.
BP9, Mycobacteria sp. VF1 c6 thé phat trién trén anthracene, pyrene hoic
fluoranthene 1a ngudn cacbon duy nhit va PAH khoang héa véi t6i da bon
vong [36]. Xa khuan c6 kha ning chuyén hoa phenanthrene c6 & dat ven
duong bi 6 nhidm PAHSs va hai loai dat bi & nhiém PAH cao tir cac khu cong
nghiép [37]. Rhodococcus va Gordonia la hai xa khuan cé kha ‘nang duoc lya
chon dé xir Iy PAH trong moéi trudng nudi cay long va dat. Chat hoat dong bé
mat sinh hoc phan hay phenanthrene khi nudi cdy trén méi trudng chta
glucose, hexadecane va dau hat cai & 30 °C. Gordonia sp. APB va G.
rubripertincta tao ra nhii twong tir dau hat cai trong khi Rhodococcus sp.
DSM44126 phan hay va st dung phenanthrene va anthracene nhu 1a ngudn
cacbon duy nhit.

Cac té bao cua Rhodococcus opacus 412 va Rhodococcus rhodnii 135
thich nghi véi phenanthrene va anthracene trén mai trudng khoang ran. Su
thich nghi so bo cua cac ching di day nhanh qua trinh chuyén hoa
hydrocachon da thom va tao diéu kién cho vi sinh vat c6 kha nang phat trién
trén pheanthrene nhu mot ngudn cachbon va ning luong duy nhat trong moi
truong khoang long. Nguoi ta ching minh rang phenanthrene duoc cac chiing
khoang hoa théng qua 7,8-benzocoumarin, 1-hydroxy-2-naphthoaldehyde,
axit 1-hydroxy-2-naphthoic, salicylaldehyde, salicylate va catechol thanh cac
chat trung gian cia chu trinh axit tricacbonic va duoc chuyén hda mot phan
véi sy tich tu cic san pham cua qua trinh monooxy hoéa tiép theo (3-
hydroxyphenanthrene va phenanthrene dihydroxyl héa khdng & vi tri truc
giao ). Do su thich nghi cua cac chung véi anthracene trén moi truedng khoang
ran, bién thé thu duoc cua chung R. opacus 412 c6 thé chuyén hoa anthracene
trong moi treong khodng long thanh anthraquinone va 6,7-benzocoumarin
[38].

Xa khudn phan hay thuéc trir siu

Trong nhitng nam qua, da c6 nhiéu két qua nghién cau vé sy phan hay
thudc trir sdu boi xa khuan. Streptomyces va xa khuan khdng phai
Streptomyces thudc cac chi Arthrobacter, Frankia, Gordonia, Kocuria,
Nocardioides va Rhodococcus 1a mét trong nhitng loai xa khuan c6 nhiéu
cong bd vé kha nang phan hay thude trir sdu. Nhitng vi sinh vat nay thé hién
kha niang phat trién, chuyén hoa va phan hay mét s6 ho thubce trir su, bao gom
hop chat hitu co (chlor-pyrifos, dimethoate), organochlorine (endosulfan,
lindane, pentachlorophenol, pentachloronitrobenzene, hexachlorobenzene),
triazine (atrazine, simazine, terbuthylazine), cac hop chét pyrethroid tong hop
(deltameth-rin, cypermethrin) va benzimidazole (carbendazim). Ngoai ra mot
s6 nhom xa khuan con c6 kha ning phan hay thudc trir sdu duoc sir dung trong
qua trinh phan hay sinh hoc cho dat bi 6 nhidm thudc trir sau nhu: Arthrobacter
sp. phan huy o-endosulfan va B-endosulfan 1én dén 70% trong 6 tuan [39],
Streptomyces vang HP-S-01 loai bo 81,1% cypermethrin va 73,5% 3-PBA sau
10 ngay (thi nghiém thuc dia) [40]. Xa khuan ciing c6 kha ning khang va loai
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bo kim loai nang. Xa khuan da duoc tim thiy 1a nhém chinh tht hai hoic thi
ba trong dat bi 6 nhiém va do do, n6 duoc coi la nhom tiém nang co6 thé duoc
sir dung dé lam sach 6 nhiém kim loai nang cung vai cac vi sinh vat trong dat
[41].

Xa khudn phan hay dioxin

Chung Sphingomonas wittichii RW1 la loai dwoc nghién clru rong rai ¢6
kha nang phan huy dioxin dya trén qua trinh ddng trao (1‘01 chat. Chung vi
sinh vat phan 1ap tir méi truong nudi cdy duge lam gidu va cdy vao mau nudc
lay tir song Elbe. Vi sinh vat nay thuc hién qua trinh dehydroxylation goc va
catechol thu duoc 12 san pham bi phan hiy boi chung Sphingomonas wittichii
RW1[42]. Saibu va cong su phan 1ap dugc chung vi khuan phan huy dioxin tir
dat 6 nhiém. Trong s6 17 ching phan lap duoc, hai ching c6 kha ning trao
d6i chét tot hon dd duoc chon loc va xac dinh sinh vat 1a Bacillus sp. SS2 va
Serratia sp. SSA1 va ty 1¢ loai bo dibenzofuran duoc tim thay 1a 93,87% dbi
véi SS2 va 2,8-dichlorodibenzo-furans va 2,7-dichlorodibenzo-p-dioxin tuong
ung la 86,22% va 82,30% [43].

1.4. Vi sinh vt c6 dinh trén than sinh hoc ng dung trong xir Iy 6 nhiém
moi truong

Cay vi sinh vat vao méi truong bi 6 nhiém 14 mot qua trinh dugc goi la
tang cudng sinh hoc, day 1a mot phuong phap cé nhiéu hira hen trong cong
cudc xir Iy moi truong. Phuong phap nay duoc cho 1a vuot tréi hon han so véi
cac quy trinh xur Iy thong thuong. Cac vi sinh vat cé kha nang phan huy hoac
loai bo céc chat gay 6 nhiém khac nhau thong qua cac co ché khac nhau trong
qua trinh xt 1y sinh hoc. Tuy nhién xir Iy sinh hoc bang vi sinh vat ciing ¢6
mot s han ché nhit dinh nhu: ndng do chat & nhiém cao c6 té gy doc cho Vi
sinh vat, su canh tranh véi hé sinh vat ban dia, thiéu dinh dudng trong mai
truong bi 6 nhidm, su ton tai va séng sét cua vi sinh vat. Bé khic phuc nhiing
nhuoc diém nay, vi sinh vat c6 thé duoc ¢b dinh trong cac nén chat ran khac
nhau nhu silica, diatomite, bentonite, alginate, hat nano, zeolit, than sinh
hoc,... mang lai su 6n dinh hon cho quy trinh xir Iy méi trudng, ngoai ra con
cai thién kha ning thu hdi va tai st dung caa vat liéu vi sinh vat.

Than sinh hoc 1a mét loai vat liéu giau cacbon c6 do 6n dinh cao, c6
ngudn goc tir qua trinh nhiét phan cac sinh khdi khac nhau, noi bat nhu mot
loai vat liéu van chuyén day haa hen cho vi sinh vat. Viéc ¢é dinh vi sinh vat
trén TSH c6 thé giai quyét hiéu qua van dé hap phu bio hoa va giai phong cac
chat gay 6 nhiém, gilp cai thién kha ning tai st dung caa TSH.

C6 dinh vi khuan trén TSH 12 mot phuong phép day haa hen dé dat duoc
nong do cao va tinh 6n dinh cua té bao vi sinh vat cho mot s wng dung. Céc
vi sinh vat cd thé duoc ¢ dinh bang cach han ché ching trong cac vat liéu, c6
thé nang cao hiéu suat cua chlng trong qua trinh xu 1y hoc sinh bang céch
giam d6 nhay cam véi cac chat doc hai va cac diéu kién bat loi (vi du: pH va
nhiét do), mang lai su 6n dinh cho té bao vi sinh vat [44]. Su két hop giita
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TSH va vi sinh vat nham két hop uu diém caa hai phuong phép nay va tranh
duoc mot sé khuyét diém khi chi st dung TSH hodc vi khuan, do d6 c6 thé
dat dugc hiéu qua phan hay hop chat 6 nhidm PAHs nham cai thién chat
luong moéi truong va su séng s6t cua vi khuan ngoai sinh va lam giau céc vi
khuan dic biét [45].

1.4.1. Ky thudt ¢é dinh vi khudn trén than sinh hec

Vi khuan sau khi dugc nudi cdy, tang sinh, tiép tuc dugc dua vao méi
truong c¢6 chira TSH dé tiép tuc sinh truong va phat trién. Tir d6, vi khuan
duoc ¢ dinh trén bé mat than sinh hoc. Sy ¢6 dinh cua vi khuan trong TSH bi
chi phdi boi co ché hap phu vat Iy va hinh thanh mang sinh hoc (hinh 1.6).
TSH c6 cac nhdm chire nang va dic tinh Ky nudce s& thu hit vi khuan, dan dén
hinh thanh mang sinh hoc véi cac nhém chic lién két véi TSH.

IV v ENT = 1500w BN A S N3 00 Owte 24 My 2002 ZEIEX
| WO B8am Proa Mo = 1119 Tome 221304

Hinh 1.5: Anh hién vi dién tir quét SEM su xam nhap cua vi khuan trén bé
mat TSH [46]

Quaé trinh ¢6 dinh bao gom su lién két cua vi khuan véi TSH duoc cho la
xay ra theo hai giai doan: hap thu va hinh thanh mang sinh hoc. Nghién ctu
d3 chi ra rang su ¢b dinh ban dau cua vi sinh vat [én TSH chu yéu do sy hap
phu vat 1y va lyc hat tinh dién. Lyc hat tinh dién phét sinh tir sy twong tac yéu
giira phan tir hitu co va cac nhém chic chira oxy trén bé mat TSH, trong khi
su hap phu vat ly xay ra thong qua luc Van der Waals va lién két hydro gitra
vi sinh vat va TSH. C4u tric xop caa TSH cho phep vi khuan bam vao bé mit
bén trong va cac 16 ctia TSH [46]. Hinh 1.6 cho thay hai giai doan ¢ dinh vi
khuan trén TSH.
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1.4.2. Ung dung vi khudn cé dinh trén than sinh hegc trong X 1y moi
truong

TSH ¢6 loi thé 1a cung c4p cac chit dinh dudng thiét yéu nhu N, P, K dé
nudi dudng vi sinh vat. C4c chat dinh dudng nay kich thich sy phét trién cua
ching, nang cao toc do trao ddi chat va tan cudng bai tiét enzyme, tir d6 thiic
day qua trinh phan huy cac hop chat gay 6 nhiém [47].

Trong linh vuc Xt Iy sinh hoc bang than sinh hoc, vi khuan chiém wu thé
duogc sir dung cho muc dich ¢6 dinh trén TSH trong nhitng nghién ciu khac
nhau. Ly do dang sau viéc két hop ¢o dinh vi khuan trong cau tric TSH nam
muc dich bao vé vi sinh vat khéi doc tinh tiém an cua céc chat gay 6 nhiém
trong qua trinh xu Iy sinh hoc. Bang 1.3 tong hop mot s nghién loai bo chét
gay 6 nhiém bang céach cb dinh vi khuan trén TSH.

Bang 1.1: Su dung vi khuan ¢ dinh trén TSH dé loai bo hop chit gay o

nhiém
g Ao A A Lx Kétqua | Nguon
Vi khuan TSH | Chat gay 6 nhiém loai bé (%) | tai ligu
Pseudomonas Vo dau Phenol 99% [48]
phong
: Giam .
Streptomyces violarus 96 Mangan trong nu6c 78% [49]
Mycobacteria gilvum Rom ra Hyd rocacbon da 62.6% [50]
vong thom
Enterobacter asburiae, Vo Cadimi va chi + 50% [49]
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Enterobacter tabaci, ngo, Xo
Klebsiella variicola dua
Brevundimonas sp.,
Bacillus Firmus,
Rhodococc_us _ Rom ra Nudc thai Qha may > 90% [44]
erythropolis, Bacillus loc dau
cereus, Bacillus
aquimaris
Rhodococcus
rhodochrous, Bacillus x Metribuzin trong 0RO
tequilensis, Bacillus Trau | i trong khoa tay 82-96% [51]
aryabhattai
Brevibacillus parabrevis | Xo dua | Nudc thai dét may 91.75% [52]
Bacillus cereus WHX-1 | YO | cromtrong dét | 63.38% | [53]
phong
Pseudomonas, .
Acinetobacter va g:am\ H¥dr°9a°b°” troAng 58.31% [54]
: . ldami | dau mo (trong dat)
Sphingobacteria
Hydrocacbon da
Pseudomonas aeruginosa | Bottre | vong thom (trong 97% [55]
nuaoe)
Pseudomonas aeruginosa | Romra Acenaphtfe ntrong 76-78% [56]
nudc
Uranium

ili 67.4%
B'. subtilis, B. cereus, ROIP Uranium va Cadimi o [47]
Citrobacter sp. ngd Cadimi

54.2%
Alcaligenes faecalis WZ-2 Bom‘ Tebucona}zol trong 41% [57]
lUa my dat

Zhang va cong su (2023) da nghién cau su dung TSH co dinh
Sphingobium abikonense dé xtr 1y dat dong nhiém phenanthren - Cu, nghién
ctru cho thay tbc d6 phan huy phenanthrene cao nhat, dat khoang 98%, duoc
phat hién trong thoi gian o twong ddi ngan (6 ngay) khi xir ly bang vién TSH
c6 dinh vi khuan. Ngoai ra TSH c6 thé hap thu céc chat 6 nhiém Ién bé mat va
bén trong thong qua cac co ché khac nhau, do d6 lam giam tac dong sinh hoc
cua cac chat 6 nhiém ddi voi quan thé vi sinh vat dat va cung cap chat dinh
dudng cho cac vi khuan ban dija trong dat, tao diéu kién cho vi khuan chuc
nang phat trién dé phan hay cac chat 6 nhiém mot cach truc tiép va gian tiép
[58]. Trong nghién ciru nay ciing cho thdy TSH cd thé cung cip chat dinh
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dudng cho vi khuan cé dinh, ciing nhu 1am giam doc tinh cua cac chat chuyén
hoa trung gian hoic Cu, do d6 duy tri hoat dong caa vi khuan. Khong chi vay,
cac vién TSH van con nguyén ven sau khi u trong dat trong 12 ngay, diéu nay
rat quan trong dé duy tri d6 6n dinh co hoc cua ching nhiam bao vé cac hoat
dong cb dinh cuaa vi khuan.

Wahla va cong su (2023) [51] cling dé chirng minh dugc TSH cb dinh vi
khuan 1am giam nong d6 Metribuzin (MB), mot loai thudc diét co triazinone
dugc phun rong rai dé kiém soét co dai trong ndng nghiép, da dugc bao céo 1a
gay 6 nhiém dat, nuéc ngadm va nudc mat. Nghién cau nham danh gia hiéu
qua cua tap doan vi khuan MB3R ban dia va ¢b dinh bang TSH trong viéc xir
ly dat bi 6 nhiém MB ciing nhu phuc hdi thanh phan cong dong vi khuan
trong khu vuc dat bi nhiém MB. Kha niang phan huy MB tai chd cia MB3R
duogc tang cuong dang ké khi ¢ dinh vao than sinh hoc. Biéu nay cé thé la do
d6 x6p va dién tich bé mit cao caa TSH cung cép cho vi khuan ¢é dinh mot
moi truong an toan trong 16 chan 16ng ciia no, dong thoi tang kha ning song
sot va hoat dong cua chung bang cach tang cuong kha niang cung cap chat
dinh dudng va bat hoat cac chét c6 thé can tro su phat trién caa vi sinh vat.

Pt bi 6 nhiém bai cac chat 6 nhiém hitu co do hoat dong canh tac, quan
ly chat thai kém va céc hoat dong cong nghiép va nhan tao. Nhiéu chat gay 6
nhiém hitu co ¢ kha ning gdy dot bién hodc gay ung thu, va mot s khé phan
hay [59]. Theo T6 chuc Y té Thé gisi (WHO), cac chat gay 6 nhiém hitu co
khé phan hay ndi tiéng bao gom biphenyl polychlorin héa, dibenzo-p-dioxin
polychlorin hoa, PAH va dibenzofuran polychlorin hoa [60], [61]. TSH da
duoc quan sét 12 rat hiéu qua trong viéc loai bo céc chat & nhiém hitu co tu
nhién va nhan tao khac nhau. Ngoai ra, TSH c6 thé lam giam kha dung sinh
hoc ctia hop chit hitu co bang qua trinh hap thu va giam thiéu nguy co cac
chat gay 6 nhiém gay & nhiém chudi thtrc n cua con nguoi va nudc ngam.

1.5. Tinh hinh nghién ciru tai Viét Nam

Tai Viét Nam, img dung TSH trong viéc xt 1y 6 nhiém cling da duoc st
dung trong nghanh nong nghiép do kha nang cai tao dat trong va tang ning
suat ctia chung. Nguyen Khoi Nghia cong su (2017) da nghién ctru chi ra hiéu
qua phan hily hoat chét thudc trir sdu Propoxur trong dat ctia dong vi khuan
Paracoccus sp. P23-7 ¢ dinh trong ba ca phé [62]. TSH c6 kha ning ¢6 dinh
vi khuan phan huy thudc trir sau Propoxur, Paracoccus sp. P23-7 trong mOI
truong khoang t6i thiéu long. B6 sung TSH vao trong moi trudng nudi cdy
khoang t01 thiéu long chira 50 ppm hoat chat thudc trir sdu Propoxur gitip gia
tang mat sb vi khuan Paracoccus sp. P23-7 tur do trong 1 mL moi truong long
vao thoi diém ban dau cua thoi gian nudi cay va tong mat sb vi khuan (trong
25 mL méi truong nudi ciy va trong 1,5 ¢ TSH). TSH rac d6 thi c6 kha ning
c¢b dinh vi khuan Paracoccus sp. P23-7 cao hon so véi hai vét liéu TSH con
lai (than cti va than dudc). Vat liéu san xuat TSH khac nhau thé hién kha
nang ¢ dinh vi khuan phéan hity thudc trir sdu Propoxur, Paracoccus sp. P23-
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7 khac nhau. Ngoai ra, sy phat trién va phong thich vi khuan Paracoccus sp.
P23-7 ra ngoai mdi truong nudi cay long gitta cac vat li¢u TSH cling khéc
nhau.

Lé Thi Nhi Cong va cong su (2023) da nghién clru ché tao thanh cong
ché pham xu ly 6 nhiém dau bang vi khuan tao mang sinh hoc trén than sinh
hoc ¢ ngudn gbe tir vo trau. Két qua, da sang loc dugc bén ching vi khuin
gdm Acinetobacter baumannii QNO1, Rhizobium sp. DG2, Rhodococcus sp.
BNS5 va Stenotophomonas maltophilia QNGO02. Nhiét d6 1én men phu hgp xac
dinh 14 40 °C va d6 4m ctia ché pham 1a 40%. Ché pham c6 mat do vi sinh vt
dat >109 CFU/g va hi¢u qua xu ly dau sau 6 thang bao quan dat > 90% trong
7 ngay thir nghiém v6i ndng do hydrocacbon thom ban dau 1a 250 ppm, ty 1é
ché pham xir 1y 1a 10%. Ngoai ra, tac gia va cong sy da tao ra mo hinh xur ly
quy md phong thi nghiém str dung ché pham xir 1y 6 nhlem dau (50 lit) bang
vi khuan tao mang sinh hoc trén than sinh hoc ¢ nguén gc tir trau. Hiéu qua
thu duoc ciia mo hinh 1a > 90% sau 7 ngay thir nghiém [63]. Viéc tao ra ché
pham c6 thé sir dung ca moi truong dat va moi truong nuoc. Mot trong sO bon
chung vi khuan st dung dé 1am ché pham xir Iy 6 nhiém dau nay da dugc cap
Bang Sang ché (s6 37596) voéi tén sang ché la: “Ching vi khuan
Acinetobacter baumanni QNO1 thuan khiét vé mat sinh hoc ¢6 kha ning tao
mang sinh hoc va phan huy dau diezen, toluen, naphthalen, phenol va pyren
c6 trong dau mo”. Cac ché pham cua dé tai d3 duoc thir nghiém ap dung dé
xu ly 6 nhiém dau tai cac khu vuc bi nhidm dau tai Viét Nam nhu: Van
Phong, Khanh Hoa, Thuong Tin...
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Chuwong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vit liéu, héa chit, dung cu va thiét bi
2.1.1. Vit li¢u, déi twong nghién ciru
> Chung xa khuan
,Chﬁng~xa kh,uén X3, X8.5, X9.1 co hoat tinh laccase cao duoc phén 1ap
tur dat 6 nhiém chat doc hoa hoc tai san bay Aso, tinh Thtra Thién Hué.
» TSH
- TSH duoc sé}n Xudt tir phong thi nghi¢m Trong diém loc hoa dau, Pham
Ngii Lao, Hoan Kiém, Ha Noi.
- Cac chi tiéu vat Iy khao sat TSH c6 ngudn gdc tir vo trdu bao gdm kich
thudc, mau sac, hinh dang cu thé nhu sau:
+ Kich thudc: chiéu dai 8-9 mm, chiéu rong 1-2 mm, dién tich bé mat
riéng khong dudi 120 m?/g.
+ Mau sdc: mau den.
+ Hinh

dang: dang hat, hinh bau duc va 2 dau nhon.

— =~ o —

N i

Hinh 2.1: Kich thudc chiéu dai va chiéu rong cta hat trau

» Mlu dat 7
Mau dat thi nghiém thu thap tai Ha Noi c6 pH 5.5, d6 am 22,7%.

2.1.2. Héa chit, méi truong
2.1.2.1. Héa chdt

Céac hoéa chat sir dung trong tach chiét, phan tich phenanthrene va diéu
ché 1000 mL méi truong Gause cai tién phuc vu nghién ctru dugc thu thap &
phong thi nghiém tai Ha No6i. Thanh phan chi tiét duge miéu ta trong bang 2.1
va bang 2.2.
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Bang 2.1: Hoa chat sir dung trong tach chiét, phan tich phenanthrene

Tén dung moi, héa chat Nong do Hing san xuat
Phenanthrene (CraHio) 98% Sigma-AIdricggchemie GmbH,
Acetonitrile > 99.8% Deajggqf?;r?i}clgf Saulg/letals
Hexan [CH,(CH3)sCHs] > 95% JHD, Trung Qudc
Methanol (CH;OH) >99.5% JHD, Trung Qudc

Bang 2.2: Thanh phan cho 1000 mL moi truong Gause cai tién

Tén mé6i truwdng Thanh phan Pinh lwong Pon vi
KNOs 2.6 gam
MgSO, 0.45 gam
KH,PO, 0.24 gam
o, Na;HPO, 0.56 gam
Gause cai tién
NaCl 1 gam
K>HPO, 0.1 gam
FeSO4 1% 200 ML
Tinh bot 4 gam

2.1.2.2. Trang thiét bi
Bang 2.3: Trang thiét bi va hoa chét sir dung trong nghién ctru

Tén thiét dung cu, thiét bi Hing/ nwéc san xuat
Can k¥ thuat BJ 610C Precisa, Thuy Si
Kinh hién vi dién tir quét S-4800 Hitachi, Nhat Ban
Ta 4m va ta lac nubi cay NB205QF N — Biotek, Han Quéc
Ta ciy vo tring AVC-4A1 Esco, Singapore
May c6 quay chan khong Hei-VAP Core XL-Heidolph Heidolph, Dtic
ﬁe l_;[llgiigr rr]l:zﬁ gﬁglﬁy long Agilent HPLC 1290 Infinity Agilent, M§
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2.2. Phuwong phap nghién ciru
2.2.1. So dé thi nghi¢m

Ba chung xa khuan da dwgc phan lap tir d¢at 6 nhidm chat doc hoa hoc
dioxin tai san bay Aso, tinh Thira Thién Hué 1a X3, X8.5, X9.1. Sau khi xéac
dinh duoc mat d6 chung gidng va dem ¢ dinh trén TSH, tién hanh thi nghiém
phan tich sy phan hay phenanthrene cua ba ching xa khuan trén hai moi
truong khac nhau gdm mai trudng dich thé va moi truong dat co chira chat 6
nhiém 1a phenanthrene. Ddi véi méi trudng dich thé, chia thanh hai nhém thi
nghiém 1a: xa khuan va TSH ¢6 dinh xa khuan twong (ng véi hai nhom dbi
chtng 1a: méi truong dich khdng chira xa khuan va TSH khdng c¢é dinh xa
khuan. Dbi v6i moi truomg dat gdm mot nhém thi nghiém 1a: TSH ¢b dinh xa
khuan tuong @ng 1a mot nhom dbi ching TSH khong ¢b dinh xa khuan. Sau
khi tién hanh tach chiét, phan tich luong du phenanthrene bang phuong phap
UPLC, ta thu duoc két qua xac dinh kha ning phan huy cta ba chang xa
khuan néi trén. So do thi nghiém duoc thé hién rd hon trong hinh 2.2.
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Ching xa khuan X3,
X8.5,X9.1

Than sinh hgc cé
nguon goc vo trau

|

C6 dinh xa khuin trén than sinh hoc

v '

Xac dinh mat do xa khuan Chup anh SEM

A 4

|

R Phén huy trong mé1 Phan huy trong moi
g truong dich thé truong dat
Déi chimg o Khudn Than sinh hoc Than sinh hoc Than sinh hoc Than sinh hoc
(Khoéng xa khuan) . c0 dinh xa khuan khong co dinh xa khuan co dinh xa khuan khong co dinh xa khuén

I |
|

Xac dinh du luong phenanthrene bang phuwong phap UHPLC

!

Xac dinh kha nang phan huy

Hinh 2.2: So d6 tom tat thi nghiém
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2.2.2. Phuong phdp xdc dinh mgt dp theo phwong phdp xdc dinh don vj
hinh thanh xa khudn

Nguyén tic: Pon vi hinh thanh khuan lac CFU (viét tat tir cia Colony
form units) 1a don vi dugce dung dé ude tinh sd luong vi sinh vat trong 1 mau
thr nghiém nhat dinh. Khi kiém tra vi sinh vat trong mot mau thir nghiém
bang cach dém khuan lac c6 trén dia petri hodc dia méi trudng chudn bi sin
(vi du dia Compact Dry), don vi thé hién khuén lac thuong 1a CFU/mL,
CFU/g [64].

Cdch tién hanh: Trude khi xac dinh mat d6 xa khuan, can phai pha loéng
mau vi sinh va cay mau 1én dia thach. D¢ tranh viéc cac khuan lac phat trién
chdng 1én nhau can phai trai qua budc pha loang ndy. Sau khi di G mau, thuc
hién dém khuén lac thu cong. Trong do, moi chiAm trén mau chinh 13 mét
khuan lac. St dung don vi tinh CFU/mL. Pé tinh s6 luvong CFU/mL can ap
dung cong thirc sau:

A (CFU/mL) =N/ (nl.V.fl +...+ n2.V.f2)
Trong d6: A: S6 lugng vi khuan c6 trong ImL mau.
N: Téng s6 khuan lac dém duoc.
ni: S6 lugng dia cdy véi do pha lodng thi i.
V: Thé tich mau ciy vao timg dia (mL).
fi: B pha loang.
2.2.3. Phwong phdp chup dnh kinh hién vi di¢n tiv quét (SEM)
Phuong phap kinh hién vi dién tir quét (SEM) su dung mot dau do 1a
chum dién tir (electron), quét trén bé mit mau, xudng do phan giai thang nm

(nanomet): [1 nm = 10 97 ] duge do trén may S-4800. Kinh hién vi dién tur
quét (SEM) duogc dung dé xac minh hiéu qua cia viéc ¢o dinh xa khuan [65].

2.2.4. Phwong phdp c6 dinh vi sinh Vit trén than sinh hoc

Nguyén tac: Co ché ¢6 dinh vi sinh vat chil yéu 1a hap phu va hinh thanh
mang sinh hoc trén than sinh hoc. Giai doan dau tién dua vao qua trinh hép
phu hinh thanh lién két Van Der Waals, nho vay vi sinh vat thim thau va c6
dinh vao bé mat TSH tir d6 hinh thanh mang sinh hoc. Cac dac tinh thuan loi
clia qua trinh ¢6 dinh TSH phu thudc vao phuong phap nhiét phan, nguyén
liéu thé va tinh chit cta than sinh hoc, nhu dién tich bé mat, kich thudc 15
rong, pH, thé zeta, tinh ky nuéc, nhom chic va chat dinh dudng.

Cdch tién hanh: Sinh khdi cia 3 ching xa khuan (X3, X8.5, X9.1) thu
sau khi nudi 16ng dugc tron déu cung v6i TSH ¢6 bd sung dinh dudng la méi
truong ting sinh (modi trudng Gause cai tién). Cac thao tic dugc thuc hién
trong box cay vé trung.

- TN1: 26g TSH khu trung + 20ml mdi truong téng sinh + 10ml sinh
khoi
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- TN2: 26g TSH chua khir tring + 20ml moi truong tang sinh + 10ml sinh
khdi
- BC1: 26g TSH chua khtr trung
- bC2: 26g TSH da khu trung

Mau dém duoc u & 30 °C trong trong 14 ngdy, sau 14 ngay tién hanh
dém mat do vi sinh vat co trong cdc mau bang phuong phap cay trai trén moi
truong Gause cai tién. Mau duoc @ ¢ 30 °C trong 2 ngay sau do tién hanh doc
két qua. Xa khuan trén bé mat TSH duoc kiém tra bang phuong phap chup
anh bé mat véi kinh hién vi dién tir quét.

2.2.5. Thiét ké thi nghiém phdn hiiy phenanthrene

Thiét ké thi nghiém phén huy phenanthrene sir dung 3 chung xa khuan
X3, X8.5, X9.1 va xa khuan c¢b dinh trén TSH nham khéo sat kha nang phan
huy phenanthrene ciia xa khuan trong méi truong dich thé va dat co chira
phenanthrene. Cac mau thi nghiém va doi ching duogc xac dinh du lugng
phenanthrene, su khac biét giita mau thi nghiém va d6i chung 13 co s& xac
dinh kha nang phan hay sinh hoc boi chung xa khuan nghién ctru. Thi nghiém
duogc 1ap lai hai lan.

Phén hiiy phenanthrene trong moi truong dich thé

St dung xa khuan phan huy phenanthrene trong moéi truong dich thé
dugc tién hanh voi mau khong c0 dinh va mau duoc ¢ dinh trén than sinh
hoc. Méu khéng ¢ dinh dugc tién hanh nhu sau: B6 sung 100 pl dung dich
phenanthrene ( ndong d chuan 15000 ppm) vao cac binh tam giac chira 30 ml
moi trudng Gause dich dé dat ndong d6 phenanthrene trong méi trudng nudi
cdy 1a 500 ppm. B6 sung cac ching xa khuan X3, X8.5, X9.1 v&i mat do cudi
|2 1,6.10" CFU/ml lan luot vao cac binh. Mau ddi chimg dugc chuan bj tuong
tu nhung khong bd sung chiing glong Céc mau phan tich duoc u ¢ 30 °C, tbc
d6 1ac 150 vong/phut trong 2 tuan. Sau d6 tién hanh chiét tach thu du luong
phenanthrene 1am co s& xac dinh kha nang phan huy.

Str dung xa khuén cé dinh trén TSH trong moi truong dich thé duoc thiét
ké vai d6i ching 12 mau c6 bo sung TSH khong cb dinh vi sinh vat. Cac budc
cu thé nhu sau: B6 sung dung dich chuan phenanthrene (néng d6 15000 ppm)
vao cac binh tam giac chra 30 ml mdi truong Gause long (ndng dd
phenanthrenen trong moi truong 1a 500 ppm) B sung TSH ¢6 géin cac chung
xa khuan X3, X8.5, X9.1 v&i mat do cubi 1a 1,6.107 CFU/mI lan luot vao cac
binh. Chuan bi twong ty v6i 2 binh dbi chimg con lai nhung bd sung TSH
khong cb dinh ching giéng 1am ddi ching. Cac mau phén tich duoc ky hiéu
nhu trong phu luc. Cac mau phan tich dugc nuéi ¢ 30 °C, tdc do lac 150
vong/phut trong 2 tuan. Sau d6 tién hanh chiét tach thu du luong
phenanthrene.

Phén hiiy phenanthrene trong méi truong dit
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B sung 200 pL phenanthrene (ndng do chuan 15000ppm) vao trong 60g
mau dat dé nong d6 phan ung dat 500 ppm, tron 1an TSH ¢ gan cac chung xa
khuan va 3g ché pham DHS1 (b6 sung dinh dudng cho chang xa khuan).
Chuén bi twong ty véi 2 binh dbi ching con lai nhung bo sung TSH khong ¢
dinh chung giéng lam d6i chimg. Cac mau phan tich dwgc danh ky hiéu trén
tung binh nhu trong phu luc va dugc dem di u & 30 °C, tbc d6 1ic 150
vong/phut trong 2 tudn. Sau d6 tién hanh chiét tach thu phenanthrene con du
sau qud trinh phan huy.

2.2.6. Phwong phdp phdn tich phenanthrene
2.2.6.1 Phwong phdp chiét mau thu nhédn dw lirong phenanthrene
Déi véi méi truwong dich thé

Mau nudi cdy dugc dem chiét phan Iop vai 30 mL dung moi hexane theo
ti I¢ 1:1. Lac trong 30 pht, gan, hit pha trong phia trén, lap lai budc chiét voi
hexane 3 lan. Gop dung dich thu dugc dem ¢ quay thu duoc cao chiét. Binh
lugng phenanthrene trén UPLC theo phuong phap sau: Cao chiét thu dugc
dem hoa tan v&i Iml dung moi acetonitrile; st dung cot phéan tich ACQUITY
UPLC® BEH C18 véi cac diéu kién nhu nhiét ¢ cot 30 °C; téc do dong 0,1
mL/phut; thé tich bom mau: 2,0 uL; pha dong acetonitrile/nudce theo ti 1¢ 7:3;
thoi gian chay 40 phut va do bang dau do DAD buéc séng 254 nm [64]. Nong
d6 phenanthrene duoc xac dinh dya vao duong chuan dugc xay dung trong
khoang nong do 10-200 pg/mL. Su khéc biét vé nong do phenanthrene gitta
mau thi nghiém va ddi chtng 1a co sé xac dinh kha nang phan huy sinh hoc
bai chung xa khuan nghién ctu. Thi nghiém dugc lap lai hai lan.

Déi véi méi truwong dit

Dung dich gébm methanol va H,O theo ti 16 4:1 dua vao hoa tan trong
mau dat (muc dich 1am ngimg qua trinh phan huy phenanthrene cua chiing xa
khuan va kéo phenanthrene con lai ra khoi dat va TSH). Sau dé, siéu am trong
vong 30 phut, lic trong 30 phut, dem loc 1ay dich bang hut gan va gidy loc,
thao tac duoc lap lai ba lan. Dich loc thu dugc dem co quay chan khong dé
loai bo hoan toan methanol (dich thu duoc dem cho vao 6ng dong, ding con
ké dé kiém tra sy c6 mit ciia methanol bang cach nhung vao 6ng). Mau dich
con lai tiép tuc bd sung nudc cit sao cho thé tich dung dich dat 70 ml. B
dung hexane voi ti I€ 1: 1, 1ap lai thi nghi€ém nhu da thuc hién & moi truong
dich thé.

2.2.6.2 Khao sat khoang tuyén tinh va dung dwong chudn phenanthrene trén
thiet bi phdn tich UPLC

Khoang nong d6 chét phan tich phu thudc tuyén tinh vao chiéu cao hay
dién tich peak goi 1a khoang tuyén tinh. Méi quan hé tuyen tinh gitra nong do
chat phén tich véi tin hiéu do dugc goi la duong chuan. Chi tiéu dau tién cua
mét dudng chuan dat yéu cau 1 hé s6 twong quan hoi quy R phai dat theo yéu
cau sau:
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0,995 <R <1hay0,99<R?*<1

Vi cac dleu kién chay UPLC da chon, chung t6i tién hanh khao sat su
phu thudc tuyén tinh cua dién tich peak sic ky vao ndng d6 ctia phenanthrene.

Chuén bi 4 mau co n6ng dd 1an luot la 10; 50; }OO;,2OO ‘ Hg/ml cua
phenanthrene bang cach pha loang tir dung dich chuan goc c6 néng do 1000
png/ml. Tién hanh sac ky moi mau ba lan véi diéu ki¢n da chon.

2.2.6.3. Phdn tich phenanthrene bang sdc ky Iong hiéu ning cao
Pinh lugng phenanthrene trén UPLC voi cac diéu kién nhu sau:
- Cot: ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 um, 2.1 x 150 mm
- Detector: DAD budc song 254 nm

- Pha dong gom 2 kénh: kénh A 13 Acetonitrile va kénh B 1a H,O theo
chuong trinh rtra giai gradient nhu sau:

Bang 2.4: Chuong trinh rira gidi gradient UPLC

Théi gian Thanh phan pha dng (%) Théi gian luu
(phat) Kénh A = Acetonitrile | Kénh B = H,0 (phat)
0 70 30
20 90 10
40
25 70 30
40 70 30

- Toc d6 dong: 0,1 mL/phut
- Thé tich bom mau: 2Ml
2.2.7. Lap phwong trinh dwong chuin phan tich phenanthrene

Véi cac diéu kién chay UPLC nhu miéu ta trong muyc 2.2.3.8, tién hanh
khao sat su phu thudc tuyén tinh ctia dién tich peak sic ky vao néng do cua
phenanthrene. Khoang ndng d6 chét phan tich phu thudc tuyén tinh vao chiéu
cao hay dién tich peak goi 1a khoang tuyén tinh. Mdi quan hé tuyén tinh gitra
noéng do chat phan tich voi tin hiéu do dugc goi 1a duong chuan. buong chuan
duogc sir dung véi hé sb tuong quan h01 quy R phai dat theo yéu cau sau: 0,99
< R? < 1. Chuan bi 5 mau c6 nong do lan luot 1a 10; 20; 50; 100;

200 Hg/mL cua phenanthrene bang cach pha loang tir dung dich chuan
gbc co nong do 1000 pg/mL. Két qua do mdi mau s€ bao gom: sac ky do phd
UV cua cac peak nhan dién chat co trong sac ky d6 va cac thong sd quan
trong khac: thoi gian luu (phut), dién tich peak (mAu), chleu cao cua peak.
DPuong chuan phenathrene duoc dung 1€n dya vao 5 diém nong do trén, phd
sac ky cua cac diém nong do duoc thé hién tai hinh 3.2.
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Hinh 2.3: Két qua chay UPLC & cac nong d6 phenanthrene khac nhau
(A. 10 pg/mL; B. 50 pg/mL; C. 100 pg/mL; D. 200 pg/mL)

Dua vao cac thong sb: thoi gian luu, dién tich peak cua cac diém nong
do ¢ trén, cd thé thay thoi gian phenanthrene ra ¢ phat thar 6,18. Dién tich
peak cua tirng chét ting tuyén tinh theo nong do. Khao sat khoang tuyén tinh
cua phenanthrene theo bang 3.4 dudi day:

Bang 3.1: Khao sat khoang tuyén tinh cta phenanthrene

STT Nong d6 (ng/mL) Thoi gian hru (phut) Dién tich peak (MAU.S)

1 10 6,190 3351,568
2 20 6,184 7406,779
3 50 6,182 17112,611
4 100 6,180 30831,216
5 200 6,182 59119,545

Dua vao thdng s6 bang 3.3, ta dung dugc duong chuan duoc thé hién
trong hinh 3.3.

Trong khoang tuyén tinh vira x4c dinh, thiét 1ap phuong trinh trong quan
giita nong d6 va dién tich peak theo phuong trinh hoi quy tuyén tinh, thu duoc
phuong trinh dudng chuan y = ax + b véi R? = 0.99830, do d6 phuong trinh
duong chuan c6 dang:
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y = 293,1660x + 1069,7717

Calibration Curve
, 6.180 min
293.1660x + 1069.7717 Resid

PAH

R=

Hinh 2.4: Phuong trinh dudng chuan phenanthrene phan tich trén may
UPLC

2.2.8. Phwong phdp xir Iy 56 ligu
S6 lieu duoc tinh gia tri trung binh va dg 1éch chuén béng chuong trinh

Excel Microsoft Win 10 va GraphPad Prism 6.0.
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Chwong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. C6 dinh xa khuén trén than sinh hoc

Cac chung xa khuan duoc c¢b dinh trén hai moi trqbng la TSH da khur
trung va TSH chua khtr trung. Viéc khtr trang TSH nham muc dich loai bo
nhimg vi sinh vt la lam giam hi¢u suat gan chung xa khuén 1én TSH ciing
nhu dé so sanh hi€u suat gan chung 1én TSH gitra hai dicu kién khur trung va
khong khtr trung.

Bang 3.2: SO luong xa khuan phat trién trén TSH khir tring va khong khir tring

Mat d9 khuan lac phat trién Mat d6 khuan lac phat trién

Chung trén TSH chwa khir trung trén TSH da khir trung
(CEU/mI) (CEU/mI)
X3 1,7.107 £0,14 1,7.108+0,07
X8.5 8,6.107+0,64 1,7.108+0,49
X9.1 1,3.10%+0,14 1,4.108+0,00

Tur bang 3.1, dé dang nhan thay thay doi v6i nhém xa khuan gan trén TSH
da dugc khir tring dem lai hiéu suat gan cao hon so v6i nhom gan trén TSH
chura dugc khir tring. Nhin s6 liéu thong ké c6 thé thay, chung X3 va X8.5 ¢6 su
thay d6i rd rét vé hiéu suat gan ching. Déi véi ching X3 hiéu suat gan ching lan
luot thay d6i tir 1,7.107 +0,14 1én 1,7.108+0,07 khi chuyén tir ¢6 dinh trén
TSH chua khtr tring sang ¢b dinh trén TSH di khir triung. Tuong ty d6, doi
v6i ching X8.5, hiéu sudt gin chung ciing dugc ting lan luot tir 8,6.107+0,64
1,7.108+0,49. Tuy nhién, ching X9.1 lai khong thiy sw khac biét, hiéu suét
gan chiing chi gilr nguyén 1a 1,4. 108+0,00.

C6 thé thay cdu tric xop va bé mat rong cua TSH gitp vi khuan c6 thé
bam chat trén bé mat TSH, gitr lai dang ké s6 luong té bao xa khuan dugc
nudi cay, do do nang cao hiéu qua xur ly sinh hoc ciing nhu bao vé vi khuan
khoi doc tinh tiém an cua cac chat gay 6 nhiém trong qua trinh xir ly sinh hoc.
Tuy nhién TSH nén dugc khir trung trudc khi duogc tién hanh cb dinh xa
khuan nham lam tang kha niang gitr lai s6 luong xa khuan nhiéu nhat co thé,
tranh 1am nhiém cac loai vi sinh vét khac trong qué trinh nudi ciy tir d6 giup
cho viéc xtr 1y chat 6 nhiém dugc hiéu qua hon va két qua danh gia duoc
chinh xéc.

Ba chung xa khuan X3, X8.5, X9.1 duoc cb dinh trén TSH nham phuc
vu cho nghién ctru phan huy phenanthrene duogc kiém tra su gin két caa sinh
khéi xa khuan trén bé mat vat liéu TSH bang phuong phap chup anh SEM,
két qua chup kinh hién vi dién tir dugc thé hién tai hinh 3.1.
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Hinh 3.1: Anh chup SEM hinh thai cau tric cua ba chiing xa khuan
duoc co dinh trén TSH

(A. Déi chitng; B. X3; C. X8.1; D. X9.1)

Nhin vao hinh 3.2 thdy, bao tir hinh ciu ¢ gai nhon, moc riéng 1¢ hodc
chudi bam dinh vao nhau phan nhanh thanh dang soi. Phan gai cim sdu vao
moi truong dinh dudng. Kich thudc ba ching xa khuan duogc thé hién trong
bang 3.2.

Bing 3.3: Trung binh chiéu dai duong kinh va chicu dai gai cua ba
chung xa khuan

Chiing Chiéu dz‘l(in?nu;‘rng kinh Chié;] :]z‘)ui gai
X3 947+9,90 159+17,15
X8.5 970,5+40,31 189.5+26,89
X9.1 1100456,57 192.75+36,07

3.2. Kha niing phan hily phenanthrene ciia ba chiing xa khuan X3, X8.5,
X9.1 trong méi trwong dich thé

Trong nghién ctru hop tac gitta Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé
Vi¢t Nam va Vién hoa hoc moi truong quan su/Binh chiing héa hoc vé chung
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xa khuén c6 kha nang nudi cdy trong moi trudng chtra chat 6 nhidm dioxin va
kha ning sinh laccase ciing d3 chi ra duoc tiém ning tmg dung trong xir 1y
sinh hoc cua ching. Trong 26 chung xa khuan di dugc khao sat, cho thiy 5
chung sinh laccase v6i hoat tinh 16n hon 20 U/L, trong d6 cao nhat 14 ching
X3 (Streptomyces sp. XAS3) dat 468,06 U/L. Trong nghién ctru nay, ching
t6i khao sat thir nghiém kha nang phan huy phenanthrene vé6i chiing tiém nang
X3 trudc khi tién hanh cac nghién ctru véi nhiéu ching hon va cac diéu kién
phan huy khac nhau. Chung X3 co6 kha nang phén huy phenanthrene 1én dén
42,04% sau 3 tuan nudi cdy trén moi truong co bo sung phenanthrene. Ham
luong phenanthrene con lai trong mau nudi cdy v6i X3 sau 3 tuan la
91,74+3,439 pg/mL, trong khi mau dbi chung dat 158,3+14,06 pg/mL. Két
qua thu dugc cho thdy tiém nang ung dung vao xu ly phan huy sinh hoc cac
chit 6 nhiém cta nhém xa khuén tir dat 6 nhiém tai san bay A So, do do6 cac
nghién ctru siu hon da duoc tién hanh véi 3 ching xa khuan dai dién 1a X3,
X8.5 va X9.1.

Trude khi tién hanh khao sat kha nang phan hitly phenanthrene, ba chung
xa khuan dugc nudi cdy trong moi trudong trong 30 mL Gause cai tién, mat do
hinh thanh bao tir ctia ba chiing xa khuan du diéu kién dé dem di phan tich va
dam bao miu nudi ciy khong bi nhiém cac loai vi sinh vat khac. Khuan lac
hinh thanh c6 dang hinh cau, ro1 rac, khong moc chong 1én nhau, lan duoi day
binh tam gidc. Thi nghiém duogc lap lai hai lan. Két qua nudi cdy duoc thé
hién trong phu luc hinh I1.2.

Sau khi nudi cdy trong méi truong dich Gause, dam bao dich sau khi
nudi cdy khong bi nhiém, tién hanh dem di phan tich ndng d6 phenanthrene.
Dya vao phuong trinh dudng chuan di 1ap ra ¢ trén, tién hanh phan tich
UPLC, noéng dd phenanthrene con lai trong mau phan tich duoc tong hop
trong bang 3.4.

Bang 3.4: Nong do phenanthrene con lai va phan trdm phan huy trong méi
truong dich thé cua ba ching xa khuan (pug/mL)

Nong d9 du hrong trung binh con lai Phan tram phan

Ching (ug/mL) o0
X3 227,23+24 87 35,19
X8.5 287,70+30,63 12,68
X9.1 306,17+53,11 17,95
bC 350,62+0,3 0

Tir bang s6 liéu néu trén, nhan thay nong d phenanthrene dat trung binh
la 350,62+0,3 pg/mL ¢ mau dbi ching. Méc du c6 sy phan huy phenanthrene
& ca ba chiing xa khuan tuy nhién nong do du lugng trong mau phén tich con
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lai kha nhiéu. Kha nang phan huy phenanthrene cua ba chung xa khuén dugc
thé hién rd hon trong bi€u do6 hinh 3.4.
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Hinh 3.2: Biéu do thé hién phan trim phan hay caa 3 chung xa khuan duogc nudi
cay trong mdi truong dich thé

Nhin vao biéu d6 hinh 3.4, c¢6 thé nhan thidy néng d6 phan hiy
phenanthrene ¢ 03 ching xa khuan 1a hoan toan khac nhau. Tuy giéng nhau
vé cdu trac nhung ching X3 lai cho thiy kha ning phan huy phenanthrene
vuot trdi hon so véi chung X8.5 va X9.1. Theo két qua nghién ctru chi ra,
chiung X3 c6 kha ndng phan huy 1a 35,19% trong khi do 2 chung X8.5 va
X9.1 chi phan hity lan luot véi nong d6 giam 1a 12,68% va 17,95%.

Mic du kha ning phan hiy phenanthrene trong méi truong dich thé con
han ché tuy nhién, trong mot vai nghién ctru ciing da chi ra kha ning phan
huy hop chat 6 nhiém hitu co khac cia xa khuan trong cac diéu kién méi
truong khac nhau. Khong chi phenanthren ma mot sé hop chit hitu co da
vong thom nhu naphthalene, acenaphthene, fluorene, fluoranthene, pyrene,
acenaphthylene... cing da dugc chimg minh rang bi loai bo khoi moi truong
6 nhiém boi xa khuén. Nhitng loai xa khuan méi nay nhu Sphlngomonas
paucimobilis BA2, Gordona sp.BP9, vi khuan Mycobacterium sp.VF1 c6 thé
phat trién trén anthracene, pyrene hodc fluoranthene nhu nguodn cacbon duy
nhat va khoang hoa PAH voi tdi da bén vong [65]. Rhodococcus va Gordonia
c6 kha nang 1a cac loai vi khuan Actlnomycetes duoc chon dé phuc hoi
hydrocacbon da vong thom trong nudi cay léng va dat. Chat hoat dong bé mat
sinh hoc hodc phan hiy phenanthrene khi nudi ciy trén méi truong chua
glucose, hexadecane va dau hat cai ¢ 30°C. Gordonia sp. APB va G.
rubripertincta tao ra nhii twong tir dau hat cai trong khi Rhodococcus sp.
DSM44126 ¢6 kha ning phan hiy phenanthrene nhu ngudn cacbon va
anthracene duy nhét [66].
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Mot dic diém noi trdi khac cua xa khuan 1a phan huy thude trir sdu. Chét
gy 6 nhiém 4-chlorophenol (4-CP), hop chét doc hai va kho phan huy duoc
hinh thanh tir qua trinh clo hoa nudc thai, trong cac nha may bot gidy, tir qua
trinh phan huy thudc diét co nhu axit 2,4-dichlorophenoxyacetic va tir qua
trinh phan huy ky khi ctia cac phenol c6 ham luong clo hoa cao hon, chang
han nhu pentachlorophenol va 2,4,6-trichlorophenol. Trong qué trinh xtr 1y
sinh hoc, mot s6 ching vi khuan c6 thé phan huy 4-CP. Chung méi
Arthrobacter chlorophenolicus sp. cé kha nang phan huy téi 350 ppm (2,7
mM) ndng do cao ctia 4-CP [67].

Mic du vay, khi so sanh vé mot sé vi khuan khac vé kha nang phan hiay
phenanthrene, xa khuan lai khéng c6 su ndi troi trong méi truong dich. Vi
khuan Pseudarthrobacter sp. LISW duoc nghién ctu la loai bo dén 97%
trong moi truong dich nudi cay [68] hay vi khuan PR-N10 loai bo 89% néng
d6 phenanthrene trong ré cdy ngam man [69]. Tuy nhién, theo mot s6 nghién
ctru vé kha nang phan hay phenanthrene cua mot sb loai vi khuan khac, két
qua chi ra phan tram phan huy ciing kha thap so véi xa khuan [69].

Viéc str dung cac san pham goc xa khuan va noi chung 1a cac san pham
g6c vi khuan cho cac ung dung trong mdi trudng dat c6 ca wu diém va nhuoc
diém. So véi cac loai hoa chat ndng nghiép va cac phuong phap xu ly vat ly
va hoa hoc khac dugc su dung cho ndng nghié¢p hoéc phuc hoi, khic phuc, céc
san pham géc xa khuan 1a bén viing. Cac san pham géc xa khuan hoan toan
than thién véi mai truong va khong gay hai cho sinh vat. So véi cac san pham
g6c vi khuan khéc, xa khuan c6 tinh linh hoat cao va cac dic tinh té bao dic
biét. Tuy nhién hiéu qua cua lai phu thudc vao cac yéu tb sinh hoc va phi sinh
hoc do kiém soat trong méi trudng dat cd tinh bién dong cao. Bén canh do,
mot phan 16n xa khuan tir moi truong khéng thé nudi cay duogc, bao gom céc
loai van chua duoc biét dén va van chua cd cach thuc nudi cay dang tin cay
va hiéu qua. Mot sb nghién ciru da chitng minh rang cac san pham hitu co va
v co tir qua trinh trao doi chat cua xa khuan anh huang tiéu cuc dén tinh chat
hang dong va cac tram tich tha Cap, chang han nhu nhii da va ming da [70].
Tuy nhién, nhiing han ché nay c6 the duoc khac phuc, vi cac nghién ciu ve vi
khuan xa khuan con dang phat trién trong nhiing nam gan day, voi téc do
tuong du:()’ng Vi Cac Cong ngh¢ mai. Do do, néu nhiing nhuge diém nay duoc
khic phuc va thém vao tiém ning to 16n cua vi khuan xa khuan, nhing tinh
chat quan trong nay sé lam ting thém dong luc dé dao sdu nghién ctu Xa
khuan tao ra co hdi dau tu ngudn luc vao linh vuc day hira hen va da dang
nay.

3.3. Kha niing phan huy phenathrene cia cac chiing xa khuan dwoc co
dinh trén than sinh hoc trong mdi truwong dich thé

Trude khi tién hanh phan tich, xac dinh kha nang phna huy phenanthrene
cua ba chung xa khuan, thuc hién phu’O’ng phap ¢ dinh xa khuan trén TSH.
TSH c6 dinh xa khuan dugc dem di nudi ciy trén hai méi trudng khac nhau 13
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moi truong dich Gause va moi truong dat. Pbi vai moi truong dich thé, nhan
thay bao tor mau trang moc 1én sau khi nudi cay, dam bao diéu ki¢n khong
nhiém ban dé dem di phan tich, két qua thé hién trong phu luc hinh I11.2.

Tuong tu nhu véi thi nghiém phén tich xa khuan trong méi truong dich
thé, tién hanh do va xac dinh ndéng d§ phenanthrene con lai trong mau dung
dich. Két qua thu dugc thé hién trong bang.

Bang 3.5: Nong do phenanthrene con lai va phan tram phan huay trong
moi truong dich chira xa khuan géan trén TSH (pg/mL)

Chiing Nong do du lwgng trung binh conlai  Phan tram phan

(Mg/mL) hiy (%)
X3 36,3+30,25 90,08
X8.5 35,67+11,95 90,25
X9.1 102,44+29,84 72
PC 365,89+21,89 0

Dua vao so lidu bang 3.5, dung biéu do thé hién phan trim nong do
phenanthrene con lai trong mau phan tich.
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Hinh 3.3: Biéu db thé hién phan trim phan huy cua 3 chung xa khuan c6 dinh
trén than sinh hoc duoc nui ciy trong méi trudng dich thé

Pau tién, khang dinh dugc sy khac biét rd rang vé kha nang phan hay
phenanthrene gitta ba nhom mo6i truong. Péi voi moi truong chi chira dich
Gause, xa khuan van phat huy duoc kha ning phan huy phenanthrene, tuy
nhién nong do phan huy kha thap, kha nidng phan huy so véi ndong do trung
binh dbi chung chi dat cao nhat 14 35,19% & X3.

Trong d6 dbi v6i moi truong dich thé chira xa khuan dugc gan trén TSH,
ba chiing xa khuan lai cho thay hiéu qua phan huy phenanthrene vugt troi hon
han so v6i khi khong dugc ¢d dinh trén TSH. Pau tién c6 thé 1y giai rang,
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TSH di 1am rat tot nhiém vu c¢6 dinh xa khuén trén bé mat cta nd, ciu tric
x6p va bé mit chira nhiéu 15 r5ng cua TSH da giup xa khuan duoc ¢b dinh
chat, lam giam sy trc ché cua nong do chat 6 nhiém qua mtrc d6i v6i sy phat
trién ctia xa khuén, tir d6 sd luong xa khuan dugc giir lai dang ké, gia tang
hiéu qua phan huy phenanthrene cua chung. Diéu thr hai c6 thé khang dinh
TSH c6 thé hoat dong nhu mot chét trung gian chuyén dién tir giita cic xa
khuan va chat gdy 6 nhiém dé ting cudng qua trinh phan hay cua xa khuan
nhu cac nghién ctru di dugce ching minh [71]. Nhin vao biéu dd hinh 3.11,
noéng do phenanthrene dugc phan huy 1én dén 90,25% & X8.5 va 90,08% o
X3. Mic du da c6 sy thay ddi tich cuec, tuy nhién kha nang phan huy ¢ X9.1
chi dat 71%, thap hon so véi hai chiing con lai.

Maic du vay, qua két qua da duoc thé hién & trén va mot vai nghién clru
cho thiy khong phai tat ca cac vi khuan nudi cdy déu cé thé duoc cb dinh
thanh cong trén than sinh hoc, chu yéu lién quan dén dic tinh ctia TSH doi
v6i cac vi khuan duoc ¢d dinh trén no [72]. Cac cong dong vi khuan co thé
ton tai & bén trong va bé mit ctia TSH khac nhau tuy thudc vao cac dac tinh
va loai than sinh hoc, loai vi khuan va diéu kién méi truong [73]. Nghién ctu
chi ra rang Actinobacteria va Proteobacteria c6 hiéu qua phan hiy chat 6
nhiém hitu co khi TSH duoc nhiét phan & 300 °C, trong khi d6 Chloroflexi va
Acidobacteria lai phan huy chét hitu co khi TSH duoc nhiét phan ¢ 700 °C.
Do d6, cac dic tinh cu thé cia TSH dan dén két qua khac nhau vé kha nang
phan hity chat 6 nhiém cua cac loai vi khuan phu thudc vao loai vi sinh vat
duogc cb dinh trén bé mat TSH [74].

Ung dung ¢6 dinh vi khuan trén TSH trong xir Iy mdi truong da dugc
chtmg minh qua nhiéu nghién ctru khic nhau véi cac chat 6 nhidm va méi
trudng 6 nhiém khac nhau nhu nuée thai sinh hoat, nudc thai nong nghiép,
nuoc thai cong nghiép,... Zang va cong sy (2021) da thyc hién nghién ciru co
dinh Pseudomonas mendocina GL6 bang TSH c6 ngudn gbc tir tre (duoc
nhiét phan & 700 °C) dé loai b nitrat (100 mg/L) truong nude. Cac té bao vi
khuan dugc cd dinh cho thdy kha nang loai bé gan nhu 100% nong do nitrat
trong vong 12 gio, trong khi dé vi khuan khong duoc cb dinh trén TSH chi
loai dat ty 1€ loai bo 1a 20,63% sau 24 gio [75]. Axit naphthenic (NA) va kim
loai dugc loai b khoi nude cong nghiép st dung co ché co dinh vi khuan trén
TSH ciing dem lai hiéu qua vuot troi. Nguoi ta tim thay rang ty 16 loai bo NA
(200 mg/L) 1én t6i 87%, trong khi ty 1¢ loai b6 NA & nhém dbi chimg vo
trung chi la 30% [75].

Mic du TSH dem lai nhiéu hiéu qua cao trong viéc xu ly hop chat 6
nhiém moi trudng, tuy nhién ching phai dugc két hop vai vi sinh vat méi co
thé dem lai hi¢u qua t6i uu. Chu va cong sy nam 2021, da nghién ctru kha
nang ¢ dinh vi khuan dé san xuat chat hoat dong bé mat sinh hoc Vibrio sp.
LQ2 véi TSH ¢6 ngudn gde tir rom ngd dé xir Iy diesel 6 nhiém (1%) trong
dai duwong. Vibrio sp. LQ2 c6 kha nang chiu min cao va 6n dinh & moi truong
axit/kiém manh va chiu nhiét tir 0-120 °C. Lugng diesel con lai sau khi hap



40

phu giam tir 169,2 mg Xuépg 8,91 mg. Ty 1¢ loai bo Ién dén 94,7% trong khi
d6 TSH chi dat 35,2% va t€ bao vi khuan tu do dat 54,4% [75].

Tir két qua néu trén, nhan thiy su khac biét rd rang trong kha ning phan
huy gilra xa khuén va xa khuan dugc ¢6 dinh trén TSH. thlng dinh mot 1an
nita viée ¢d dinh vi khuan trén TSH dem lai hiéu qua trong viéc hod trg su
phan huy chét 6 nhiém cta xa khuan néi riéng cling nhu vi sinh vét néi chung.
Tuy nhién sy khac nhau vé kha ning phan hity phenanthrene ctia ba chiing xa
khuan X3, X8.5, X9.1 ¢6 thé duoc giai thich ring kha ning phan huy
phenanthrene & mdi chiing s& phu thudc vao cac nhiét do khac nhau, vi vay
TSH c¢6 dinh ba ching xa khuan c¢6 chung diéu kién nhiét phan nén sé& giy ra
su khac nhau vé kha ning phan hiy phenanthrene.

Theo cac nghién ctru néu trén, mac du mat s6 loai vi khuan c¢6 kha nang
chiu nhiét cao ciing nhu doc tinh tir hop chat 6 nhiém, nhung trong qué trinh
phan hiy ching van chiu sy tac dong cua moi truong, tir d6 lam giam kha
nang phan huy. Trong khi do, khi dugc c¢o dinh trén than sinh hoc, ciu triic
x0p cua TSH c6 kha nang tham thau t6t, tao nhiéu vi tri bam dinh, c¢6 loi cho
su phat trién, trao d6i chat va 1am giau vi sinh vat. Qua thao luan trén, ciing co
thé khang dinh phuong phép cb dinh vi khuan trén TSH dem lai loi ich to 16n
trong viéc ung dung xir 1y cac chat 6 nhiém méi truong.

3.5. Kha niing phan huy phenathrene cia cac chiing xa khuin dwoc cd
dinh trén than sinh hgc trong méi trwong dat 6 nhiem

Trong thi nghiém nay, 3g TSH ¢b dinh xa khuan dugc tron 1an véi 60g
mau dat ¢ pH = 5.5, d6 am 1a 22,7% va 3g ché pham dinh dudng DHSI.
Mau dat thyc hién thi nghiém da dugc bo sung 200 uL phenanthrene v&i nong
d6 phan tmg dat 500 ppm. Mau phan tich ¢am bao khéng bi nhiém dugc tién
hanh thuc hién cac budc tiép theo. Két qua nudi ciy thé hién trong phu luc
hinh 11.3.

Sau khi trén TSH ¢6 dinh xa khuan vao dat, 36 am, do pH va tinh chét cua
dat van duoc gitt nguyén. Thuc hién phuong phép tach chiét tién hanh phan tich
UPLC nham xé4c dinh nong dong phenanthrene con lai trong mau phan tich,
s6 liéu dugc tong hop trong bang 3.6.

Bang 3.6: Nong do phenanthrene con lai va phan tram phéan huy trong moi
trrong dat chira xa khuan gan trén TSH (ug/mL)

Nong d6 du lwong trung binh con lai  Phan trim phin

Ching (ug/mL) hiiy (%)
X3 0 100
X8.5 16,86+22,48 89,76
X9.1 36,88+48,23 77,6

DC 164,66+36,8 0
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Tu bang s6 liu trén, c6 thé dé dang nhan ra hi¢u qua vuot trdi trong kha
ning ctia ba chung xa khuan duoc gin trén TSH khi dugc nudi trong moi
truong dat. Dua vao bang 3.6, dung biéu dd thé hién ndng do phenanthrene
con lai trong mau. Két qua thé hién trong hinh 3.13.

120 <3
g T X8.5
o 1004 - o < Bl X9.1
c
® 80 C
=
c 60+
Ly
S 404
=
& 20 T

0 T 1
L ©

Hinh 3.4: : Bicu do the hién phan tram phan huy cta 3 chung xa khuan ¢6 dinh
trén than sinh hoc dugc nudi cay trong moi truong dich dat

Pau tién, khi nhin vao biéu d6 hinh 3.13, so sanh gilta hai mo1 truong dat
va moi truong dich, méi trudng dat cho hiéu qua phan huy rd rang, co thé
nhan thay ¢ chung X3 v6i kha nang phan hiy 1én dén 100%. Hai ching X8.5
va X9.1 lan luot phan hay 89,76% va 77,6% so v6i nong dd phenanthrene cua
trung binh ddi chimg. C6 thé nhan thay, thanh phan tinh chét hay yéu t6 doc
tinh ctia phenanthrene trong moi truong dat ciing da gdy anh huong kha nang
phan hily ctia xa khuan. Tuy nhién, khi dugc nudi cay trong moi truong dat,
kha ning phan hay ctia xa khuan ¢ dinh trén TSH lai cao hon so véi trong
moi truong dich thé.

TSH c6 kha ning cai thién moi truong dat tir 80-220%, do dé viéc bo
sung TSH cd dinh xa khuan dem lai hiéu qua vuot troi trong viéc xua ly
phenanthrene. Ngoai ra, tinh chét xop, kiém yéu va khoa nudc ciia TSH tao ra
moi trudong song tot cho vi sinh vét ban dia va thic day ching sinh trudng,
trao d6i chat. Hiéu suat hap phu manh ctia TSH c¢6 thé hap phu cac chit 6
nhiém va 1am giam sy lay lan cua ching [76]. Khong nhimg vay TSH va vi
sinh vat c6 thé 1am tang hoat dong cua enzyme trong dat nhu mot co ché.
Oleszczuk va cOng su két luan rang cac bién ddi sinh hoa trong dat bi anh
huong béi sy hién dién cua enzyme nén c6 ién quan chit ché dén d6 phi nhiéu
cua dat [77].

Mic du c6 sy khac biét vé hiéu qua phan huy ndng do chat 6 nhiém giira
cac moi trudng 1a khac nhau, tuy nhién vi khuan ¢6 dinh TSH di chi ra tiém
ning ung dung 16n trong viéc tmg dung xir Iy 6 nhiém méi truong. O nhiém
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moi truong. Qua trinh cong nghiép hoa va do thi hoa gia ting da khién 6
nhiém méi trudng trd thanh van dé toan cau nghiém trong anh hudng dén sirc
khoe con nguoi va an toan sinh thai. Cac phuong phap vat ly, hoa hoc, sinh
hoc da duoc téng hop va dé xuat nham muc dich phuc hoi, cai tao moi truong
6 nhiém. Tuy nhién can tim ra dugc phuong phap dem lai hiéu qua vé mat
kinh té cling nhu than thién voi moi truong, c6 kha ning tai tao va ung dung
duoc trong nhleu dang mdi truong cling nhu dia hinh khac nhau. Ung dung
than sinh hoc ¢ dinh vi khuan la mot trong nhimg phuong phap c6 tiém ning
v6i diéu kién néu trén. TSH cd dinh vi khuan con c6 thé duoc két hop voi
thuc vat trong viéc xir Iy chat 6 nhidém hitu co. La mot chat hap phu tiét kiém
chi phi va than thién v6i moi truong, than sinh hoc da duoc ing dung rong rai
dé khic phuc cac chit 6 nhidm hitu co, ching han nhu malachite green, thudc
diét co co6 fluorinated, simazine, bisphenol A, 17 a-ethinyl estradiol,
phenanthrene, methyl violet va diuron [78]. TSH ¢6 dinh vi khuan ciing thé
hién su phan hiy hiéu qua hon hgp n-ankan va hydrocacbon da vong thom. C.
variabile HRJ4 c¢6 dinh bang than sinh hoc 1am ting cuong sy phan hity tong
luong hydrocachon dau mé < 78,9% sau khi @ trong 7 ngay so véi C.
variabile HRJ4 don 1¢ [79]. P6i véi xtr 1y 6 nhiém chat hitu co, da c6 rat
nhiéu nghién ctru ching minh TSH ¢ dinh vi khuan c6 tiém ning to 16n
trong viéc phan hiy chat 6 nhiém nay. Kaili va cong su (2022) da chi ra hiéu
qua loai bo 6 nhiém dau mo trong dat caa TSH ¢6 dinh vi khuan, két qua cho
thay toc d6 phan huy pyrene (PYR), benzo(a)pyrene (BAP) va indeno (1,2,3-
cd) pyrene (INP) dat lan luot 1a 89,8%, 66,9% va 78,2% [80]. Bacillus sp.
KSB7 (PBM) c6 dinh bang than sinh hoc dugc sir dung dé ting cudong qua
trinh xur 1y thuc vat dbi vai kim loai nang va PAH trong dat bi 6 nhiém déng
thoi va két qua cho thay rang xu Iy PBM4 dat ty 1¢ phan huy PAH cao nhat
(36,4%) sau 90 ngay u. Zhang va cong su (2023) da nghién ciru su dung TSH
co dinh Sphingobium abikonense dé xu ly dat dong nhiém phenanthren - Cu,
nghién ctru cho thay téc do phan hity PHE cao nhat, dat khoang 98%, duoc
phat hién trong thoi gian U twong d6i ngan (6 ngay) khi xur Iy bang vién TSH
cd dinh vi khuan [58].

Céc cong nghé vat 1y va hoa hoc truyén thong nhu bai chon lap, tai ché,
loai bo va xtr Iy ngoai hién truong, dot, rira dat, 10 phan tmg pha ran, oxy hoa
hoa hoc, thuy phan, phan huy nhiét va quang phan déu duoc xtr 1y tai chd va
ngoai hién truong. Qua trinh xur ly, phan huy chat thai tao ra mot luong dang
ké cac chat 6 nhidm nguy hiém nhu cachon monoxide va metan. Vi vy, viéc
khic phuc bang cac phuong phap xur 1y chét 6 0 nhiém doc hai bang cac phuong
phap nay khong phai la mét phuong phap t6i wu. Viéc thai cac khi nay vao
khi quyén giy ra bién doi khi hau nghiém trong. Pong thoi, viéc do cac vat
liéu da qua sur dung nhu tii polyetylen, cao su va cac vat dung khac vao bai
chon 1ap gy ra mdi de doa dang ké dbi voi vi sinh vat dat va gay hai cho méi
truong. Cac k§ thuat xu ly thong thuong nhu dot d6 rac va tai ché polythene
déu nguy hiém cho strc khoe con ngudi va tén kém, mat thoi gian va tén
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nhiéu cong strc. Chinh vi vay, TSH ¢d dinh vi khuan duoc cho 1a mot giai
phap gan nhu t6i wu vé chi phi, cong strc cling nhu 13 ngudn nguyén liu cé
thé tai tao,than thién véi moi truong. Tai Viét Nam, viéc st dung TSH 1a mot
ngudn nguyén liéu trong xir Iy méi truong 1a rat hop 1y do ngudn nguyén licu
doi dao va chi phi ré.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

1. Ba ching xa khuéan duge ¢b dinh trén TSH, hinh anh chup SEM cho
théy kha nang bam dinh cta bao tir xa khuén trén bé mat TSH, sb luong xa
khuan trong hon hop cb dinh dat 1an luot v6i ba chiung X3, X8.5, X9.1 1a
1,7.108+0,07; 1,7.108+0,49; 1,4.108+0,0.

2. Kha nang phan hay hop chit 6 nhiém da vong thom phenanthrene boi
ba ching xa khuan X3, X8.5, X9.1 trong méi truong dich thé sau 14 ngay lan
lugt 14 35,19%; 17,95% va 12,68%. X3 la chung co phﬁn tram phan huy
phenanthrene cao nhat trong méi trudng dich thé.

3. Xa khuan cb dinh trén TSH c6 kha nang phan huy phenanthrene trong
ca hai dang moi truong 14 méi truong dich thé va dat 6 nhiém. Trong méi
truong dich thé ba chung X3, X8.5, X9.1 lan lugt ¢ hiéu suat phan huy 1a
90,08%:; 90,25% va 72%. Trong mdi trudng dat 6 nhiém phenanthrene sau 14
ngay, ching X3 co dinh trén TSH phéan hay hoan toan phenanthrene (100%),
trong khi hai chiing X8.5 va X9.1 hiéu suat lan luot dat 89,76% va 77,6%.

KIEN NGHI

1. Thir nghiém va dua vao san xuat thanh dang ché pham hd trg xir 1y 6
nhiém chat 6 nhiém vong thom vai chung X3.

2. Panh gia hiéu qua cta xa khuan cd dinh trén TSH trong diéu kién moi
truong 6 nhiém khéac nhau tai Vi¢t Nam.
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PHU LUC I:
DANH MUC KY HIEU MAU THi NGHIEM

Bang 1.1: Danh muc ky hiéu mau chay UHPLC va mdi truong nudi cdy cua
ba chung xa khuan X3, X8.5, X9.1

Ky hi¢u I(:}" hi¢u e \ Ae X x A or
STT chﬁn;g mau chay | Moi trwong nuoi cay | Mau phan tich
UPLC
M0i truomg dich thé
1 X3’ M1 Gause X3
2 X3 M2 Gause X3
3 X9.1 M3 Gause X8.5
4 X9.1° M4 Gause X8.5
5 X8.5° M5 Gause X9.1
6 X8.5 M6 Gause X9.1
7 X8.5 (1) M7 Gause + TSH TSH X3
8 X8.5 (2) M8 Gause + TSH TSH X3
9 X9.1 (1) M9 Gause + TSH TSH X8.5
10 X9.2 (2) M10 Gause + TSH TSH X8.5
11 X3 (1) M1l Gause + TSH TSH X9.1
12 X3 (2) M12 Gause + TSH TSH X9.1
M&éi trueong dit 6 nhiém
13 X3 (1) M13 Pt + TSH + DHS1 TSH X3
14 X3 (2) M14 Pt + TSH + DHS1 TSH X3
15 X8.5 (1) M15 Pat + TSH + DHS1 TSH X8.5
16 X8.5 (2) M16 Pat + TSH + DHS1 TSH X8.5
17 X9.1 (1) M17 D4t + TSH + DHS1 TSH X9.1
18 X9.2 (2) M18 Pt + TSH + DHS1 TSH X9.1
Nhém ddi chirng

19 PCl’ PCI’ Gause Déi ching
20 PC2’ PC2’ Gause Déi ching
21 PCl PCl Gause + TSH Pbi ching
22 PC2 PC2 Gause + TSH Pbi ching
23 PC3 PC3 bat DHSLVa TSH 1 56 g

khong gan chiing




PHU LUC II:
HINH ANH KET QUA QUA TRINH TIEN HANH THI NGHIEM
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Hinh 11.1: Mau TSH c¢6 dinh xa khuan
(a): Poi chirng, (b): Thi nghiém
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Hinh 11.2: Mau d6i ching va thi nghiém chung xa khuan dugc nudi cay moi
truong dich the



Hinh 11.3: MAu déi ching va thi nghiém TSH c¢6 gan chiing xa khuén dugc
nudi cay moi trueong dich thé ¢ chira phenanthrene

Hinh 11.4: Mau d6i ching va thi nghiém TSH ¢ gan chung xa khuan duoc
nudi cdy mai truong dat co chtra phenanthrene






