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LOI CAM DOAN

Tbi xin cam doan luan an: “Nghién ciru sdn xudt sinh khéi giau nhwa
phén huy sinh hoc (PHB) tir nwéc thdi sinh hoat bang vi khudn lam” 13 cong
trinh nghién ctru cua chinh minh dudi sy hudng dan khoa hoc cua tap thé hudng
dan. Lun an sir dung thong tin trich dan tir nhiéu ngudn tai liéu tham khao khéc
nhau va céac thong tin trich din duoc ghi rd ngudn gdc. Cac két qua nghién ctru
cuia toi duoc cong bd chung véi cac tac gia khac di dugc sy dong ¥, cho phép cua
cac tac gia khac khi dua vao luan an. Céc s6 lidu, két qua dugc trinh bay trong
luan 4n 13 hoan toan trung thuc va chua timg dugc cong bo trong bat ky mot cong
trinh nao khéc ngoai cac cong trinh cong bd cta tac gia. Luan an duoc hoan thanh
trong tho1 gian t61 lam nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién

Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
Ha Noi, ngay 04 thang 5 nam 2026

Nghién ctru sinh

Nguyén Thi Phwong Dung



LOT CAM ON

Trude hét, t6i xin bay to long biét on sdu sic toi Hoc vién Khoa hoc va Cong
nghé — Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, noi di ddo tao, huéng dan
va ho tro tdi trong sudt qua trinh hoc tap va thyc hién luan an tién si. Su déng hanh va
moi truong hoc thuat chuyén sau tai Hoc vién 1a nén tang viing chéc dé t6i hoan thanh
cong trinh nghién ctru nay.

T61 xin chan thanh cam on Ban l1anh dao, tap thé can bo, chuyén vién phong
Vit liéu tién tién - Vién Hoéa hoc; phong Phan tich doc chét - Vién Khoa hoc cong
nghé nang luong va Moi truong thudéc Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét
Nam da hd tro thiét bi, co s& vat chat cling nhu chuyén mon k¥ thuat trong qué trinh
thyc hién cac thi nghiém thuc nghiém, déng gép quan trong cho két qua nghién ctru
cua luan an.

T61 cling xin g1 101 cdm on sau sic dén Ban lanh dao Truong Pai hoc Cong
ngh¢ Giao thong van tai, Khoa Khoa hoc g dung va B mén Hoa hoc - Méi trudng
don vi da cir t6i di hoc va ludn tao diéu kién thuan loi vé thoi gian, chuyén mén va
tinh than, vat chit trong sudt thoi gian t61 theo hoc nghién cttu sinh.

bdc biét, Toi tran trong va gui lo1 biét on sau sic dén PGS. TS. Tran Dang
Thuén va TS. Phan Quang Thang - hai nha khoa hoc da truc tiép huéng dan, tan tAm
d6ng hanh cing t6i trong sudt qua trinh nghién ctru va hoan thién luan an. Sy dinh
hudng chuyén mén sau sic, nhitg gop ¥ quy bau va tinh than trach nhiém cao cta cac
thy 13 ngudn dong luc 16n ginp t6i vuot qua moi kho khin trong qua trinh thuc hién
dé tai luan an.

Téi ciing xin cam on cac nha khoa hoc, cac chuyén gia da ludn hd tro, cho toi
cac y kién gop ¥ quy bau lién quan dén nghién ctru cta luan an ciing nhu nhimg danh
gia chét lugng dé ban luan an dugc hoan thién hon va tao dong luc dé t6i hoan thanh
tdt nhiém vu nghién cuu.

Cubi cung, toi xin giri 16i tri 4n sau sac dén nhitng ngudi than trong gia dinh,
déng nghi¢p va ban be - diém tya tinh than ving chic, ludn quan tam, dong vién
khich 18, ung ho va gitp d5, sat canh ciing toi trong sudt ching dudng hoc tip va
nghién ctru khoa hoc.

Nghién ctru sinh

Nguyén Thi Phwong Dung
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DANH MUC CAC CHU VIET TAT

STT  Tir viét tat Tiéng Anh Tiéng Viét
_ _ Phan tor cung cip ning
1 ATP Adenosine Triphosphate P A
lugng cho té bao hoat dong
Biochemical Oxygen .
2 BOD ¥ Nhu ciu 6xy sinh hoa
Demand
Ministry of Agricultureand  B6 NO6ng nghiép va Moi
3 BNNMT _
Environment truong
4  BBD Box-Behnken design thiét ké Box—Behnken
5 CDW Cell Dry Weight Trong luong kho té bao
6 COD Chemical oxygen demand Nhu cau 6xy hoa hoc
7 EPS Exopolysaccharides Ngoai bao
8 GDP Gross Domestic Product Tong san pham trong nude
i i Hop chit nhwa déo co ty
9 HDPE High Density Polyethylene
trong cao
) Hop cht nhwa déo c6 ty trong
10 LDPE Low Density Polyethylene X
thap
11 NF Nanofiltration membrane Cong nghé mang loc nano
technology
12 NTSH Domestic wastewater Nudc thai sinh hoat
Optical density measured ata Mat d6 quang hoc & budc
13 OD7s0nm .
wavelength of 750 nm song 750 nm
14 PHB Polyhydroxybutyrate Polyhydroxybutyrate
15 PLA Acid polylactic Acid polylactic
16 PHA Polyhydroxyalkanoateses Polyhydroxynalkanoateses
17 PLC Polycaprolactone Téng hop polyester
18 PE Polyethylene Polyethylene
19 PP Polypropylene Polypropylene
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STT  Tirviét tat Tiéng Anh Tiéng Viét
20 PBS Polybutylene succinate Polybutylene succinate
21 PBD Plackett—Burman Plackett—Burman
22  QCVN Quy chuan Viét Nam
23 RSM I'\?/Ieestic;réiel 0Sguyrface E:gong phap bé mat dap
24  S.salina Synechocystis salina Synechocystis salina
25 TCVN Tiéu chuan Viét Nam
26 TN Total Nitrogen Tong Nitrogen
27 TP Total Phosphorus Tong Phosphorus
28  TSS Total Suspended Solids Tong chét ran lo ling
20 UNEP United Nations Environment C.h}mng trinh’ Moi truong
Programme Lién Hop Qudc
30 VKL Cyanobacteria Vi khuan lam
31 VFAs Volatile fatty acids Acid béo dé bay hoi
32  WHO World Health Organization ~ T6 chuc Y té Thé gigi
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MO DAU
1. it van dé

Vi khuan lam (cyanobacteria — VKL) 12 vi sinh vét quang dudng c6 kha ning sir
dung CO2 va ddng hoa hiéu qua nitrogen, phosphorus trong mdi truong nuéc. Nho kha
nang thich nghi voi diéu kién nude thai giau dinh dudng, vi khuan lam dugc xem la ddi
tuong tiém ning cho cac giai phap xir 1y 6 nhiém gin véi thu hdi sinh khéi gia trj cao.

Nudc thai sinh hoat dang 13 ngudn gy 6 nhiém méi truong nude nghiém trong tai
Viét Nam. Ty 18 nudc thai sinh hoat duge xtr Iy dat quy chudn con thip, trong khi tai cac
d6 thi 16n mdi ngay phat sinh mot khdi luong rat 16n nudc thai chua qua xur 1y. Nude thai
sinh hoat thuong chira ham lugng cao cac chat hitu co va dinh dudng nhu COD, nitrogen,
ammoni, phosphorus va chat ran lo ling. Néu khong duoc xtr Iy hidu qua, cac chat nay s&
gay ra hién tuong phii dudng, suy giam chat lwong nguén nudc va anh huong dén sic
khoe cong dong.

Céc cong nghé xir Iy sinh hoc truyén thong (hiéu khi, ky khi) tuy dwoc ap dung
rong rai nhung con han ché do tiéu hao ning luong, phat sinh bun thai thir cp va it tao ra
gia tri kinh té gia tang. Trong khi do, vi sinh vat quang dudng, dac biét 1a vi khuén lam,
cho phép loai bo dong thdi COD, nitrogen va phosphorus thong qua quang hop va dong
hoa dinh dudng, dong thoi chuyén hoa cac chat 6 nhidm thanh sinh khdi ¢6 gia tri. Cach
tiép cAn nay mé ra hudng tich hop xtr Iy nudc thai voi thu hoi sinh khdi phuc vu san xuét
vt liéu sinh hoc phan hity, phtt hop véi dinh huéng kinh té tuan hoan.

Cung véi cac van dé vé xir Iy nude thai, 6 nhiém nhya ciing dang tro thanh thach
thirc toan cau. Viéc phu thudc lau dai vao nhya téng hop tur dau mo di tao ra lugng 16n
rac thai khé phan huy, tich tu trong dét, nude va dai duong, gay ton hai da dang sinh hoc
va anh hudng strc khoe con nguoi. Vi nhya da duoc phat hién trong nudc udng, hai san
va thadm chi ca co thé nguoi, dat ra nhu cau cép thiét vé vat liéu thay thé bén viing, an
toan va c6 kha nang phan huiy sinh hoc.

Trong sb cic polymer sinh hoc, polyhydroxybutyrate (PHB) thudoc nhoém
polyhydroxyalkanoates (PHA) dugc danh gia 1a vat liéu tiém ning nho kha ning phan
huy sinh hoc hoan toan, tinh twong thich sinh hoc cao va cac dac tinh co hoc twong
duong polypropylene. Tuy nhién, viéc san xuat PHB & quy mé cong nghiép hién nay
van gip nhiéu han ché do chi phi cao, chii yéu xuét phat tir viéc sir dung vi khuan di
dudng doi hoi ngudn carbon tinh khiét, diéu kién 1én men hiéu khi va muc tiéu thu nang
luong 16n [1].

Nhim khic phuc cac han ché nay, nhiéu nghién ciru gan day di chuyén hudng

sang khai thac vi khuan lam quang dudng nhu mét dbi twong san xuit PHB thay thé.




Khac véi vi khuan di dudng, vi khuan lam c6 kha ning st dung CO2 lam ngudn carbon,
anh sang lam ngudn nang luong, dong thoi tan dung hiéu qua cac dang dinh dudng (N,
P) c6 san trong nudc thai sinh hoat 1am mai truong nudi cdy. Cach tiép can nay khong
chi gop phan giam chi phi san xuat PHB ma con cho phép tich hop qua trinh xir 1y nudc
thai v6i thu hoi vat liéu sinh hoc, phu hop véi dinh hudng cong ngh¢ xanh va kinh té
tuan hoan. Thuc té, nhiéu ching vi khuan lam di duoc ghi nhan c6 kha ning tich lity
PHB dang ké trong sinh khéi, bao gdm Nostoc muscorum [1], Spirulina platensis,
Cylindrospermum sp., Oscillatoria sp. Plectonema sp. [2, 3] va Synechocystis sp. [4]
Nhirng két qua nay cho thay vi khuan lam 1a cong cu sinh hoc kép day trién vong, vira
g6p phan xtr 1y 6 nhiém méi truong nude, vira tao ra polymer sinh hoc phan hiy hoan
toan, ¢ tiém ning thay thé mot phan nhya hoa thach truyén thng.

Xuét phat tir nhitng tiém ning trén, nghién ctru sinh Iya chon dé tai luan an tién
si: “Nghién civu san xudt sinh khéi giau nhwa phén huy sinh hoc (PHB) tiv nwéc thii
sinh hoat bang vi khudn lam”. Luan 4n nham hudng téi phat trién mé hinh tich hop xir
1y nude thai sinh hoat véi thu hoi sinh khdi giau PHB, gop phan thuc day kinh té xanh,
theo dinh hudng nén kinh té tuan hoan va giam thiéu tic dong moi trudng do nhya truyén
théng gy ra.

2. Muc tiéu nghién ciru

- Lua chon duoc ching vi khuan lam c6 kha ning sinh truéng nhanh, thich nghi
t6t trong moi trudng nudi cay quang dudng ddng thoi cho ning suat sinh khdi va ham
lugng tich luy nhya phén huy sinh hoc PHB cao.

- Ung dung chung vi khuan lam dugc lya chon trong xir Iy nudce thai sinh hoat
két hop san xuat sinh khéi giau PHB trong hé thng quang sinh dang 6ng ¢ quy md
30L, diéu kién ngoai troi; dong thai thu hdi sinh khéi va tinh sach PHB tir sinh khéi
dé phan tich cac dic tinh co ban cua vat liéu PHB, qua d6 chitng minh tiém ning thay
thé nhua truyén théng, gop phan phat trién cong nghé sinh hoc xanh theo dinh huéng
kinh té tuan hoan.

3. Ngi dung nghién ciru

+ Ni dung 1: Lya chon chung vi khuan lam c6 toc d6 sinh truong nhanh, kha
nang thich nghi tét trong mdi trudong nudi cay quang dudng, déng thoi cho ning suét
sinh khéi va ham lugng tich lity PHB cao.

+ Noi dung 2: Nghién ciru t6i uu hoa cac diéu kién hoa ly anh huong dén qua
trinh sinh treéng va tich liy PHB cua chang vi khuan lam dugc lva chon. Cac yéu th
hod ly bao gom: pH, nhiét do, cuong d6 &anh sang, toc do suc khi, ndng do carbon, ndng
d6 phosphate,... nhim nang cao hiéu suat sinh khéi va ham lwong PHB tich liy.




+ N§i dung 3: Nghién ctru anh huong cua diéu kién méi trudng nudi dén kha
nang sinh trudng, tich luy ham luong PHB va hiéu qua xt 1y nudc thai sinh hoat cua
chang vi khuan lam dugc lya chon trong quy mé phong thi nghiém.

+ N@i dung 4: Ung dung thir nghiém chang vi khuan lam d3 Iia chon dé san xuét
sinh khéi giau PHB két hop véi xir Iy nuéc thai sinh hoat trong hé théng quang sinh
dang 6ng véi quy md 30 L ngoai troi, dong thoi danh gia hiéu qua hoat dong cua hé
thdng thong qua ting trudng sinh khoi, tich luy PHB va hiéu qua xu 1y cac chat 6 nhidm
trong nudc thai.

+ Nai dung 5: Thu hdi sinh khéi cuaa vi khuan lam, chiét tach va tinh sach PHB
d6ng thoi nghién ctru dic tinh vat liéu sinh hoc nham 1am r6 tiém ning wng dung cua
nhya phan huy sinh hoc PHB va timg budc thay thé mét phan cho nhya truyén thong.
4. Poi twong, phwong phap nghién ciru
4.1. Poi twong nghién ciru:

- Vi khuan lam: S. salina M8, Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4, cac chung nay lay
tir bo suu tap gidng dugc luu gilt va nudi cay tai Phong Vat liéu tién tién, Vién Hoé hoc,
Vién Han Lam khoa hoc va Cong nghé Viét Nam (s618 Hoang Quéc Viét, Ha Noi).

- Vit liéu nhwa phan huy sinh hoc PHB duoc tinh chiét tir vi khuan lam:

- Nudc thai sinh hoat duoc thu thap tai cdng thoat nudc thai caa khu dan cu thudc
ngd 66 phd Triéu Khac, phuong Thanh Xuan Nam, quan Thanh Xuén, thanh phd Ha
Noi (nay 1a phuong Thanh Liét, thanh phd Ha Noi).

4.2. Phgm vi nghién ceru:

Céc thi nghiém duoc thuc hién & quy mé PTN va hé quang sinh dang dng 30 L
ngoai troi tai Vién Hod hoc va Vién Khoa hoc cdng nghé Nang lugng va Moi truong,
Vién Han Lam khoa hoc va Céng nghé Viét Nam (s618 Hoang Qudc Viét, Ha Noi).
4.3. Phwong phap nghién ciru

- Phuong phap khéo sat, iy mau.

- Phuong phép nghién ctru thuc nghiém.

- Phuong phép phan tich.

- Phuong phap tong hop, xir Iy va danh gi so liéu.

5. Y nghia khoa hoc va thuc tién cia Luin an

* Y nghia khoa hoc

- Nghién ctru duoc trién khai trén co sd két hop gitra cdng nghé xir ly sinh hoc
va san xuét vat liéu sinh hoc, théng qua ung dung vi khuan lam cé kha ning quang
dudng va tich liy PHB. PHB Ia loai nhya phan hay sinh hoc tiém ning thay thé nhya




hoa thach nho tinh tuong thich sinh hoc va kha nang phan hay ty nhién. Viéc khai thac
vi khuan lam — nhém sinh vat ¢ kha ning c¢6 dinh CO,, dong hoa dinh dudng (N, P)
tir nuéc thai va tao sinh khéi gia tri — mé ra hudéng tiép can sinh hoc bén viing trong
cong nghé moi truong.

- Két qua nghién ctru bd sung co s& thuc nghiém va luan cir khoa hoc cho mé
hinh céng nghé tich hop xtr Iy nudce thai — thu hdi sinh khdi — san xuat nhya sinh hoc
PHB, dong thoi 1am rd tiém nang tng dung vi khuan lam trong c6ng nghé mai trudng.
Nghién ciu nay khong chi thuc ddy cac hudng tiép can lién nganh gitta cong nghé sinh
hoc, hoa sinh va méi trudng ma con cung cap dir liéu khoa hoc quan trong cho phat
trién vat liéu sinh hoc phan huy hoan toan, ting buéc thay thé dan cho nhya truyén
théng c6 ngudn goc tir nhién liéu hoa thach.

* ¥ nghia thuc tién

- Pé tai c6 ¥ nghia thuc tién khi hudng dén xay dung va thir nghiém mo hinh thiét
bi quang sinh dang dng v&i quy md nho, tng dung trong xir Iy nude thai sinh hoat thuc
té. M6 hinh nay vira mang lai hiéu qua cao trong xir 1y cac chat 6 nhiém trong nudc thai,
vira tao ra sinh khoi giau PHB — vat liéu sinh hoc than thién vd1 moi truong.

- Két qua nghién ciru bude dau lam co s cho viéc mé rong Gng dung ching vi
khuén lam duoc lya chon trong xu 1y nudc thai d6 thi, nudc thai chan nuoi, ché bién
thuy san,... theo quy mo cong nghiép va theo hudng dong lién tuc.

6. Nhirng dong gép méi caa Luan an

- Xac dinh va t6i vu hoa duoc cac diéu kién nudi cdy nham nang cao dong thoi
sinh khoi va ham lugong PHB bang phuong phap thiét ké thuc nghiém théng ké [5].

- Trién khai thir nghiém thanh cong & hé thong quang sinh dang dng quy mé 30
L ngoai troi, déng thoi dat hi¢u qua xt 1y nudce thai cao véi COD va BODs dat 99,6%,
tong N dat 90,3% va tong P dat 95,9% [6, 7].

- Xay dyng duoc quy trinh két hop xir Iy nudc thai sinh hoat véi tich liiy PHB
bang vi khuan lam S. salina M8, dat sinh khbi kho 3,4 g/L va ham luong PHB t6i da
50,2% khdi luong kho [6].




CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Téng quan vé vi khuin lam
1.1.1. Khdi ni¢m, dic diém sinh hoc va phén logi vi khudn lam

Vi khudn lam thudc nhom vi khuan gram &m. Ching c6 dic diém sinh hoc da
dang (don bao, tap doan, dang so¢1), c6 kha nang ¢6 dinh nitrogen (N2) va chtra sac to
phycobilisome, c6 vai trd nén tang trong hé sinh thai va sy tién hoa, 1a sinh vat quang
hop san xuat oxygen (tao ra phan 16n oxygen trong khi quyén) va cb dinh nitrogen tir
khong khi thanh dinh dudng cho dit, nuc. Chang gitp 6n dinh dat, 1am thutc in cho
dong vat thuy sinh, va dugc ing dung trong nong nghiép (phén bon sinh hoc), cong
nghé sinh hoc (nhya sinh hoc, nhién li€u sinh hoc); luc lap cua thuc vat va tdo nhan
chuan dugc cho 1a ¢6 ngudn gbce tir vi khuan lam thong qua qua trinh ndi cong sinh [8,
9]. Cac dac diém sinh hoc ctia vi khuan lam di duoc nhan dién 1a ¢6 céu tric té bao
khoéng c6 nhan hoan chinh va cic bao quan cdé mang bao boc. Thanh té bao
chtra peptidoglycan va thuong c¢6 mot 16p vo nhiy bao quanh. Hé sic t6 chira diép luc
t6 a (mau luc), carotenoids (vang/cam) va cac phycobiliprotein (nhu phycocyanin tao
mau lam dic trung). Hinh dang tdn tai dudi dang don bao, tap doan hoac cac so¢i da
bao. Vi khuan lam c6 kha nang dac bi¢t nhu mot sb loai co kha nang ¢6 dinh dam tir
khong khi (nho té bao chuyén biét goi 1 di bao). Vi khudn lam chii yéu sinh san vo
tinh bang cach phan doi té bao, phan doan sgi (hormogonia) hodc hinh thanh bao ti.
Phan 16n vi khuan lam sinh truong theo co ché quang tu dudng, st dung 4nh sdng mat
troi dé chuyén hoa CO2 va nudc thanh cac hop chat hitu co, dong thoi giai phong
oxygen thong qua hai hé quang hoa (photosystem I va II). Trong diéu kién thuan lgi
vé anh sang, CO2, nudc va khoang chét, vi khuan lam c6 kha ning tong hop va tich
lity sinh khdi v&i hiéu suat cao [10]. Ngoai ra, mot s6 chiung con c6 kha ning sinh
trwong theo co ché di dudng hoic quang di dudng, giip mo rong kha ning thich nghi
sinh ly. V& hinh thai va phan loai, vi khuan lam c6 su da dang cao, ton tai dudi dang
don bao, tap hop té bao hoic dang soi, voi hinh dang tur cau, que dén xoén c. Dua
trén dac diém hinh thai va sinh 1y, vi khuan lam duoc chia thanh nim phan nhém chinh:
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales va Stigonematales; cac
nghién ctru phat sinh loai hién dai da lam rd hon mdi quan hé tién hoa giira cac nhom
nay [11-13]. Phan b cac loai vi khuan lam theo mdi trudng séng dugc trinh bay chi

tiét trong Bang 1.1.




Bang 1.1. Mt s6 vi khuan lam va phén bo trong tu nhién [13]

Loai Bo M&éi truong soéng
Dang don bao
Microcystis sp. Chroococcales Nudc ngot
Synechococcus sp. Chroococcales Nudc man
Synechocystis sp. Chroococcales Nudéc ngot
Hyella caespitosa Pleurocapsales Nudc man
Dang sei
Lyngbya majuscula Oscillatoriales Nudc man (nhiét dai)
Oscillatoria sp. Oscillatoriales Nudéc ngot
Anabaena sp. Nostocales Nudc ngot
Nostoc sp. Nostocales Cac luu vuc ngot-man
Fischerella muscicola Stigonematales Nudéc ngot

V& sinh thai, vi khuan lam phan bd rong rai trong cac h¢ sinh thai nudc ngot,
nudc man va trén can, voi kha nang thich nghi cao trudc cac diéu kién khic nghiét nhu
nhiét do, pH va do0 man. Nho tbc d6 sinh trudng nhanh va kha nang dff)ng hoa dinh
dudng manh, trong diéu kién du thira nitrogen va phosphorus, vi khuan lam c6 thé phat
trién bung phat va gay hién tuong “tao nd hoa” tai cac thuy vuc. Trong diéu kién 4m,
giau dinh dudng (N, P), vi khudn lam phét trién nhanh, tao 16p mang vang trén bé mat
nuéc [14]. Chinh cac dic diém sinh 1y, sinh thai va kha nang tich liy sinh khéi nén vi
khuan lam dugc xem 13 ngudn nguyén lidu sinh hoc diy tiém ning cho san xuat cac
vat li€u sinh hoc phan huy, dac biét Ia nhua sinh hoc c6 kha nang thay thé nhua co
nguodn goc hoa dau.

1.1.2. Vi khudn lam Synechocystis

Synechocystis 1a mét 10ai vi khuan lam don bao, thudc chi Synechocystis, duoc
biét dén voi kha ning quang hop manh nhd s& hitu hé sic tb a-chlorophyll va
phycocyanin, dong thoi c6 kha ning thich nghi véi méi tredng ¢é su bién dong vé thanh
phan dinh dudng nhu nuéc thai. Lodi nay thudéc nhém vi khuan quang hop oxygen, c6
té bao hinh cau hoic hinh bau duc, duong kinh dao dong trong khoang 0,7-8 pum, khéng
cd dinh dam va c6 thé c6 hoic khdng cé 16p nhay bao quanh té bao [15]. Céc té bao
thuong ton tai ¢ dang don 1¢ hoic két cum nho, véi hé mang thylakoid phan bb déu trong
bao twong — dic diém dién hinh cua vi khuan lam don bao va c6 thé quan sat rd dudi
kinh hién vi dién tu truyén qua [16]. Nhirng dic diém hinh thai va ciu trdc nay gép phan
dam bao hiéu qua quang hop, kha niang hap thu dinh dudng va thich nghi véi cac diéu
kién méi trudng bién dong, dic biét trong méi trudng nudce thai giau dinh dudng.

Trong chi Synechocystis, cé cac loai salina hoac sp.:




- Nganh: Cyanobacteria

- Lop: Cyanophyceae

- B4: Synechococcales

- Ho: Merismopediaceae

- Chi: Synechocystis

- Loai: Synechocystis salina, Synechocystis sp... [15]

Hinh 1.1. Hinh thdi ciia Synechocystis [15]
Synechocystis duoc danh gia 1a mot chi vi khuan lam c6 tiém nang sinh hoc cao,

nho kha ning sinh truong linh hoat trong nhiéu diéu kién moéi trudng khac nhau, bao
gdm ca moi truong nude lo va nude thai. Thong qua qua trinh quang hop oxygen sir
dung a-chlorophyll, ching nay hap thu ning lugng anh sang dé chuyén héa CO2 thanh
ning luong héa hoc, dong thoi tao ra oxygen va cac hop chit hitu co phuc vu sinh
truong té bao va tich liy sinh khéi. Pang chu ¥, Synechocystis c6 kha ning tich liy
PHA, ton tai chil yéu dudi dang PHB - mot polymer sinh hoc ¢6 kha ning phan hiy
hoan toan thanh CO;, nudc béi cac enzyme vi sinh vat. PHB dugc tong hop truc tiép
tir ngudn carbon vo co, qua d6 gitp giam phu thudc vao nguyén lidu hoa thach va tranh
canh tranh vé6i chudi cung tng lwong thuce, tao loi thé rd rét so v6i cac quy trinh san
xuat nhua sinh hoc truyén thong. Bén canh PHB, Synechocystis con 1a ngudn tiém ning
dé khai thac nhiéu hop chat sinh hoc cé gia tri gia ting nhu phycocyanin, carotenoid,
phycobiliprotein va cac chat chdng oxy hoa. Viéc tmg dung cac ki thuat chiét tach
hién dai, dién hinh 1a phwong phap hd trg siéu am, d3 duoc chimg minh gidp nang cao
hiéu suét thu hoi, mé rong trién vong ung dung cua sinh khéi vi khuan lam trong cac
linh vuc dugc phdm, my phadm va cong nghiép thuc pham [16].

Ngoai ra, cac nghién ctru trude day ciing cho thiy tiém ning ctia Synechocystis
sp. trong xir Iy nude thai cong nghiép chira kim loai nang. Cu thé, Synechocystis sp.




PCC 6803 di duoc chimg minh c6 kha ning loai bo As(IIl) thong qua co ché hap phu
1én 16p exopolysaccharides (EPS) va chuyén hoa sinh hoc nhd hé enzyme khir arsenate
(arsBHC, arsl) [17]. Cac két qua nay cho thay trién vong tng dung ctia nhom vi khuan
lam nay trong xir ly moi trudng tai cac khu vuc ¢6 nguy co 6 nhiém cao, nhu khai
thac khoang san hoic nudi trong thuy san. Trong diéu kién han ché nitrogen, S. salina
con c6 kha ning tich lity lipid voi ham lugng 1én t6i khoang 34% khéi luong kho,
trong d6 thanh phan lipid gidu axit béo khong no chudi trung binh (C16—C18), phi
hop cho san xuét biodiesel, dic biét tai cac vung ven bién ¢ ngué)n nude man doi dao
[18]. Pong thoi, loai nay c6 kha nang loai bo hiéu qua cac dang nitrogen va phosphorus
(NH4*, NO3, PO4%) trong nuéc thai thong qua co ché hip thu vao sinh khéi, voi hiéu
suat loai bo co thé dat t6i 96% ddi véi phosphorus va 66% ddi véi nitrogen trong diéu
kién tdi wu [19]. Cac diéu kién moi treong thuan loi cho sinh truéng va tong hop hop
chat sinh hoc cua S. salina bao gom nhiét do khoang 25°C, pH trung tinh dén hoi kiém
(7-9) va nong d6 NaCl thap [20]. Nho kha ning két hop gitra xtr Iy nudc thai va san
xuat san pham sinh hoc, S. salina duoc xem 1a ddi tuong tiém nang trong cac hé thong
loc sinh hoc tich hop. Trong diéu kién nudi cdy phu hop, sinh khéi S. salina c6 thé tich
lity PHB véi hiéu suat dang ké (> 30% sinh khéi khd) [21].
1.1.3. Vi khudn lam Spirulina sp

Spirulina la cac chung vi khuan lam dang soi thuc chi Spirulina, dugc ghi nhan
c6 kha nang sinh truéng on dinh, thich nghi tét véi moi truong giau dinh dudng va co
tiém nang ung dung trong xu 1y nude thai két hop thu hdi sinh khdi. Cac chung thugc
chi Spirulina c6 dic diém hinh thai dang soi xo0dn dic trung, sinh truong uu thé trong
moi trudng kiém va giau bicarbonate, phii hop véi diéu kién nudi cay quang ty dudng
hoic ban di dudng [2, 22-24]. V¢ sinh truéng, cac nghién ctru cho thay Spirulina co toc
d6 ting trudng twong dbi nhanh trong diéu kién anh sang thich hop va pH kiém (~8-
11), nhiét d6 25-35°C, va ngudn cacbon v co (HCO3") cho phép hinh thanh sinh khéi
véi mat do cao trong thoi gian ngin. Pic diém nay tao lgi thé cho viéc ang dung
Spirulina trong cac hé théng xu 1y nuée thai, noi yéu cau sinh khéi vi sinh vat phét trién
nhanh dé hap thu va chuyén hoa cac chat dinh dudng hoa tan [2, 22-24]. Lién quan dén
kha ning xir Iy nitrogen va phosphorus, Spirulina c¢6 kha niang dong hoa hiéu qua céac
dang nitrogen v6 co (NH4*, NO3") va phosphorus hoa tan trong qua trinh sinh truéng,
thong qua viéc tich hop cac nguyén té nay vao cau trdc té bao, protein va cac hop chat
phosphoryl hoa [2, 22-24]. Nhd @6, cac chung Spirulina cd tiém ning gép phan lam
giam tai dinh dudng trong nudc thai sinh hoat hoic nudc thai giau N-P, dong thoi tao
ra sinh khdi c6 gié tri sir dung tiép theo [2, 22-24].




1.1.4. Cdc yéu té anh huéng dén sw sinh trwéng va phat trién ciia vi khudn lam

Su sinh truéng ciia vi khuan lam chiu chi phdi bai cac yéu té méi trudng nhu anh
sang, nhiét do, pH va dinh dudng, v6i mic d6 anh hudng thay d6i theo ving dia Iy. O
khu vyc 6n déi, anh sang va nhiét do 1a cac yéu to giéi han chinh, trong khi tai ving
nhiét doi, noi diéu kién nhiét — quang thuédn lgi quanh nam, dinh dudng (dac biét la
nitrate va phosphate) dong vai tro quyét dinh dén tc do6 ting trudng va mat do quan thé
vi khuan lam [25, 26]. Mot s6 yéu t6 chinh, anh huong tryc tiép dén kha nang sinh
truong va phat trién ctia vi khuan lam nhu sau:

- Anh séng: 1a yéu t6 then chdt di voi vi khuan lam quang tu dudng, cung cap
nang lugng cho qué trinh quang hop trong dai PAR (400-700 nm). Cudng d) anh sang
thich hop gitp duy tri ting truong tdi uu, trong khi 4nh sang qua cao c6 thé gy bio hoa
va e ché quang hoa. Trong cac hé nudi céiy mat do cao hodc thé tich 1én, hién tuong
che bong lam giam hiéu qua quang hop, do d6 can khudy tron dé ting kha nang tiép xtic
anh sang. Cudng do anh sang t6i wu phu thudc quy mé hé thong, khoang ~1.000 lux cho
binh nhé va 5.000-10.000 lux cho cac hé théng 16n hon [27, 28]. P6 on dinh cta nudc
nhu: Méi trudng nude lang, khong chay, it bi xdo tron giup vi khuan lam (nhd tai khi)
ndi 1én bé mit dé nhan anh sang t6t hon.

- Nguén dinh dudng: Dé duy tri kha ning sinh truéng va hoat dong trao doi cht,
vi khuén lam can cic nguyén t6 thiét yéu, trong d6 nitrogen, phosphorus va carbon dong
vai tro trung tim. Bén canh d6, mot sd khoang chit va nguyén t vi luong nhu magie,
sat, mangan, kém va dong ciling rat can thiét v4i vai tro 1a dong yéu té cho cac enzym
trong chudi phan tng sinh hoa [29]. Trong diéu kién nudi cdy nhan tao, cic ngudn cung
cap dinh dudng co6 thé duge bo sung dudi dang cac hop chat dé hoa tan nhu uré hoic
diammonium phosphate — gitip dam bao ty 1¢ gitra nitrogen va phosphorus ¢ muc phu
hop v6i nhu cau phat trién ciia sinh khéi [30].

- Ngudn carbon: 13 yéu t6 khong thé thiéu trong qua trinh tong hop vit chit va
cAu tric té bao. Trong ty nhién, vi khuan lam hap thu CO; tir khi quyén dé phuc vu qua
trinh quang ty dudng. Tuy nhién, do ndng do CO; trong khong khi chi chiém khoang
0,04%, tdc do déng hoa carbon tur nguff)n nay thuong bi han ché. Viéc bd sung CO2 ¢co
kiém so4t tir cac ngudn tap trung nhu khi nén cong nghiép c6 thé lam ting dang ké hiéu
qua quang hop va nang cao ning suit sinh khéi [31]. Ngoai ra, trong mot sb truong hop
nudi ciy hdn hop hoic trong diéu kién thiéu sang, cac dang carbon hitu co nhu glucose,
lactose hay glycerol ciing c6 thé dugc st dung nhu ngudn ning luong bd sung. Tuy
nhién, su tich tu carbon hitu co trong moi truong — dac bi€t do sy phan hay cua té bao
chét hodc bai tiét san phém phu — co thé tao diéu kién cho céac loai vi khuén dj dudng

phat trién, tir d6 anh huong ti€u cuc dén do o6n dinh cua hé thong nudi. Do do, doi voi




céc md hinh tai sir dung mdi truong cil, can theo ddi chit ché ham lugng carbon hitu co
hoa tan dé ddm bao méi trudng van phu hop cho vi khuan lam phat trién bén virng [32].

- D6 pH: Vi khuan lam thudng wa moi trudng kiém nhe, voi dai pH tdi vu tir 8,2 -
8,7. Gia tri pH anh hudng truc tiép dén do hoa tan ctia cac mudi dinh dudng va sy sin co
clia carbon vo co trong nuée. Sy thay doi dot ngdt cuia pH s& din dén rdi loan sinh 1y té
bao va suy giam ting trudng, thim chi din dén thit bai trong nudi cdy. Trong hé thong
nudi cdy v6i mat do sinh khdi cao, viée bd sung khi CO2 khéng chi thuc diy quang hop
ma con 13 mot phuong phap hitu hiéu dé kiém soat pH, dam bao méi trudng khong vuot
qué gioi han sinh hoc an toan (pH < 9) trong sudt chu ky ting truong [33]. Tuy nhién
trong qua trinh quang hop manh, viéc hap thy CO, manh van c6 thé 1am pH moi truong
tang cao, do vay, doi hoi cac hé thong nudi ciy phai c6 co ché kiém soat pH on dinh.

- Nhiét do: Pa sb vi khuan lam phat trién tot nhét trong khoang 25-35°C. Nhiét
d6 vuot qua ngudng tdi wu, cac protein va hé théng quang hop c6 thé bi bién tinh; nguoc
lai, nhiét do thép s€ lam cham qua trinh trao ddi chat, kim ham tdc do sinh truong clua
vi khuén [34, 35].

- Piéu kién nuoi khic nghiét: Bén canh céc vi khuéan lam va nhiét, mot s6 loai vi
khuan lam c6 kha ning sinh truong tot trong diéu kién moi truong bat lgi nhu do man
cao hoidc pH kiém, dién hinh 13 Arthrospira platensis [36-38] va Synechocystis [39, 40].
Cac ching nay co thé dugc duy tri trong méi truong hoéa hoc dic trung — von khong
thuan loi cho sy phat trién ctia nhiéu loai vi sinh vat tap nhiém. Nho do, ching tr¢ thanh
Iwa chon phu hop trong hé thong nudi cdy c6 nguy co nhiém tap cao. Tuy nhién, & quy
mo cong nghiép, viéc 1am sach hoan toan hé thdng nudi cdy giita cac chu ky van 1a thach
thire 10n do han ché trong thiét ké thiét bi va yéu cau k¥ thuat cao vé khir nhiém. Mot
giai phap kha thi duoc dé xuat 13 4p dung phuong phap nudi luan phién giira cac loai vi
khuan lam nudc ngot va nudc man.

- Péc tinh cua loai/chung: Vi¢c lya chon ching vi khuan lam dé san xuét sinh
khéi va cac hop chat thir cdp nhu phycocyanin, PHB can dwa trén mot so tiéu chi quan
trong. Trong d6, ning suét tong hop — phan anh sy két hop gitta hiéu suét sinh khdi va
ham luong cac hop chat thir cap 1a mot trong nhitng thong s6 quan trong nhat. Bén canh
d6, kha nang thich nghi va phuc hoi trudc cac tac dong tu nhién ciing nhu bién dong moi
truong nhu nhiét do va anh sang dong vai tro quyét dinh dén hiéu qua nuoi cay. Ngoai
ra, cac chung khong sinh doc t6 hodc khong gy hai cho méi truong can dugc uu tién
trong dinh huéng ng dung thuc tién [41-43].

- Phuong phép nuéi cdy: Nudi cay vi khudn lam tip trung vao viéc tdi wu hoa cac
diéu kién méi trudng dé dat hiéu suat cao vé ca sinh khéi (biomass) va cac hop chat thir

cAp c6 gia tri cao nhu PHB. Do san luong sinh khdi va hop chét tht cap thudng c6 hiéu
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suét tich luy thap trong diéu kién dinh dudng can bang nén viéc nudi cdy va thu hoach
vi khuan lam theo ché d6 dong lién tuc kho c6 kha thi & quy mo cong nghiép. Thay vao
d6, quy trinh nudi cay duoc chia thanh hai giai doan: giai doan dau tap trung tdi vu hoa
sinh khéi trong méi truong can bang vé dinh dudng, tiép theo 1a giai doan kich thich
tong hop cac hop chat thi cap (nhu PHB, phycocyanin) trong diéu kién thiéu hut dinh
dudng nhung giau carbon. Trong thuc té, phuong phap thu hoach toan bé sinh khéi roi
tai phan tan vao moi trudng maéi khong mang lai hiéu qua kinh té trong van hanh thuong
mai do chi phi va k¥ thuat phtc tap. Giai phap kha thi nhat 1a nuéi cdy theo mé (batch
culture) voi ngudn cung cap CO; du thira va on dinh, két hop dé hé thong tu tiéu thu
hoan toan ngudn dinh dudng gidi han (nhu nitrogen), tir 46 kich thich qua trinh tich Iiy
cac hop chat thir cAp. Dé t6i uu hiéu qua sinh trudng va tich lily san pham, ty 18 cac yéu
t6 dinh dudng C:N:P can duoc xac dinh va diéu chinh chinh xac ngay tir dau giai doan
nudi cy [44, 45].

1.1.5. Tiém ning eng dung ciia vi khudn lam

Vi khuan lam c¢6 tiém ning tmg dung da dang trong nhiéu linh vuc nho kha
ning quang hop, cd dinh nitrogen va san sinh hop chét sinh hoc. Chung duoc sir dung
lam phan bon sinh hoc (c6 dinh dam), thuc pham chirc nang (Spirulina), san xuét
nhién liéu sinh hoc, nhya phan huy sinh hoc (Synechocystis), xtr Iy moéi truong.

- Ung dung trong cong nghiép, ndong nghiép va méi trudng: Vi khuan lam 1a
nguén giau hop chét hoat tinh sinh hoc ¢ gia tri, voi uu thé sinh trudng nhanh, dé nuoi
cdy, st dung truc tiép CO2 va kha ning sinh tong hop da dang enzyme, sic td, vitamin
va hop chét khang sinh hoc. Nho @6, vi khuan lam dugc ung dung rong rii trong san
xuét ché pham sinh hoc néng nghiép, xir Iy 6 nhiém mai trudong va nudi trong thity san
(Synechocystis). Kha ning hap thu dinh dudng (NO3", PO4*), kim loai ning va phan hay
hop chét hitu co bén ving cho phép vi khuan lam ddng thoi xtr Iy nudce thai va tao sinh
khéi co gia tri, gop phan thay thé cac giai phap hoa hoc truyén thong.

- Ung dung trong cong nghiép dugc — my pham: Vi khuan lam 1 nguén giau sac
td sinh hoc va chat chuyén hoa thur cép cO hoat tinh sinh hoc cao, bao gém 1,2-
Propanediol 1,3-Propanediol, Isoprene, Limonene, Ethylene, B-phellandrene, 2,3-
Butanediol [46].

- Ung dung trong cong nghiép thuc pham va dinh dudng: Nhiéu ching vi khuan
lam dic biét 1a chung Spirulina sp. dugc thwong mai hoa dudi dang: Thuc pham chire
nang: giau protein (chiém 50—-70% khdi lugng kho), acid amin thiét yéu, vitamin B12,
sat, kém va omega-3.

- Ung dung trong cong nghiép ning lwong va vat liéu sinh hoc: (i) Nhién liéu
sinh hoc: bao gdm ethanol, hydrogen, isobutanol, axit béo, alka(e)nes nhd bién d6i con
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duong trao ddi chét trung gian (acetyl-CoA, mevalonate) [47, 48]. (ii) Nhua sinh hoc:
bao gom PHA dic biét 1a 3-hydroxybutyrate (PHB) - dugc tong hop va tich liiy noi bao
& mot s6 loai vi khuan lam [49, 50]. Céc polymer sinh hoc nay c6 dic tinh tuong duong
v6i nhwa truyén théng PP va PE, nhung c6 kha ning phan huy sinh hoc trong ty nhién,
mo ra huéng thay thé bén viing cho nhya hoa dau truyén théng.

Vi khuan lam dang dan chuyén dich tir vai trd sinh vat thuy sinh t nhién sang
nén tang cong nghé sinh hoc c6 gia tri tng dung cao trong cong nghiép hién dai. Viéc
khai thac hiéu qua vi khuan lam khong chi gbp phan giai quyét cac van dé méi trudng
nhu xtr Iy 6 nhiém nuée va giam phat thai khi nha kinh thong qua ¢b dinh CO2, ma con
cho phép tao ra nhiéu san pham co gia tri gia ting, bao gdm nhua sinh hoc, duoc pham,
thie pham chirc ning va ning luong tai tao. Trong bdi canh phat trién kinh té tuan hoan
va bén vitng, vi khuan lam duoc xem 1a mat xich sinh hoc quan trong trong cac mé hinh
tich hop, tan dung anh sang mat troi va CO, lam dau vao, dong thoi chuyén hoa céc
dong chét thai thanh sinh khéi va san pham hitu ich. Do d6, nghién ciru va tng dung vi
khuan lam khong chi mang y nghia khoa hoc ma con dong gop thiét thuc vao viée xay
dung cac md hinh cong nghiép xanh, than thién véi moi trudng va co gid tri kinh té - xa
hoi lau dai.

1.2. Vai tro ciia vi khuin lam trong xir 1y nuwée thai sinh hoat
1.2.1. Thuec trang phdt sinh va hiu qud ciia 6 nhiém do nwéc thii sinh hoat

Theo théng ké toan cau, thé gidi thai ra khoang 359,4 ty m3/niam nudc thai,
trong d6 chi khoang 52% duoc xir Iy trudc khi thai ra moi truong, phan con lai gan
nhu x4 truc tiép, gdy ap luc 16n 1én hé sinh thai thay sinh va strc khoe cong dong [51].
Qua trinh d6 thi hoa, cong nghiép hoa va gia ting dan sé da 1am gia taing nhanh chéng
luong nudc thai, dac biét khi khoang 70% ngu@)n nudc ngot toan cau dugc su dung cho
nong nghiép. Ngoai ra, nudc thai sinh hoat va cong nghi€p con chira kim loai nang
(Cd, Pb, Hg, As, Cr) va vi sinh vat gay bénh (E. coli, Salmonella, Giardia), c6 kha
nang tich ity 1au dai trong moi trudng va xdm nhap vao chudi thyc pham. Riéng tai
An D9, thiét hai do cac bénh lay truyén qua ngudn nudc wée tinh 1én toi 600 triéu USD
mdi nam [51]. Piéu nay cho thay nhu cau cap thiét ap dung cac cong nghé xir Iy hiéu
qua nham loai bé chit hitu co, chit dinh dudng, kim loai nang va mam bénh, déng thoi
mo rong kha nang tai st dung nudc an toan trong nong nghi¢p va cong nghiép.

Tai Viét Nam, udc tinh lugng nudc thai sinh hoat phat sinh khoang 12 triéu
m3/ngay. Ty 1¢ thu gom va xtr Iy nudc thai sinh hoat con & mirc rat han ché so voi lugng
nudc thai phat sinh trong diéu kién d6 thi hoa va gia ting dan sd. Theo bio céo ciia Bo
Xay dung, chi khoang 12,515 % nudc thai d6 thi dugc thu gom va xu 1y dat chuan
trude khi thai ra moi trudng, trong khi phan 16n nudc thai con lai duoc xa truc tiép vao

hé théng séng ngoi, kénh rach ma khoéng qua xir 1y tap trung. Hé thong xir 1y nudc thai
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tap trung tai Viét Nam da dugc dau tu xay dung tai cac d6 thi 16n, v6i khoang 80-83
nha may xur 1y nude thai d6 thi va du an twong duong cé tong cong suat thiét ké trén 2,0
triéu m3/ngay, nhung cong suat van hanh thyc té con thap va ty 1 nude thai thuc té dugc
xir Iy theo tiéu chuan chi dat khoang 15—18 % tong lugng nudc thai phat sinh. Tai cac
d6 thi 16n, tién trinh m& rong va nang cong suit cac nha may xtr Iy nudc thai dang duoc
thiic day. Vi du, tai Thanh phé HO Chi Minh, viéc m¢ rong Nha may Xir Iy nudc thai
Binh Hung d ning cong sudt xtr 1y 1én khoang 469.000 m3/ngay, giup ting ty 1& thu
gom va xu 1y nude thai do thi tor khoang 20,6 % 1én hon 40 %. Khi Nha may Nhieu Loc
— Thi Ngh¢ (cong suit 480.000 m3/ngay) di vao van hanh trong giai doan 20252026,
ty 16 nay du kién dat hon 70% [52]. Tai Ha Néi, cac ké hoach dau tu hé thong thu gom
va xt 1y nudc thai ciing dang duoc trién khai, voi nhidu dy 4n nha méay va mang luéi
thoat nudc duge quy hoach nham néang ty 1é xir 1y nudc thai trong giai doan 2026-2029.
Viéc mé rong nang lue xtr Iy nudce thai do thi da duoc trién khai thong qua xay dung va
dua vao van hanh céac cong trinh trong diém. Dién hinh 12 Nha may xu 1y nudc thai Yén
X4, mot trong nhitng dy an ha ting moi truong 16n nhat cia thanh phd va khu vuc
mién Béc. Nha may nay duoc thiét ké v6i cong suat xir 1y 270.000 m3/ngay dém, sir
dung cong nghé bun hoat tinh AO véi muc tiéu thu gom va xir Iy nude thai tir nhiéu
Quan ndi dd, bao gdm cac khu vuc doc song To Lich, séng Lir va cac luu vuc phy can.
Hién nay, Nha may xir Iy nudc thai Yén X4 dang van hanh & cong sut ban dau khoang
180.000 m3/ngay dém, qua d6 goép phan dang ké nang ty 1& nudc thai duoc xir 1y tai
Thu d6 1én trén 50 % tong lugng phat sinh [53].

Hau qua cua tinh trang 6 nhiém ngudn nudc ¢ Viét Nam dang & mirc dang bao
d6ng. Hang niam, khoang 9.000 ngudi tir vong do sir dung ngudn nude khong dam bao
vé sinh madi trudng [52]. Ty 1é méac cac bénh tiéu chay, giun san, viém da tai khu vyc
c6 ngudn nudc 6 nhidm cao hon 30-40% so vai khu vue ¢6 nudc sach. Ngoai ra, ton
luru nitrate (NO3~) va ammonium (NH4*) trong ngudn nuée c6 thé gay cac bénh vé gan,
than va ung thu. Bo cdo méi truong Quéc gia giai doan 2016—2020 ghi nhan khoang
20.000 ca ung thu c6 nguyén nhan tir 6 nhidm ngudn nudc sach [52]. T6 chirc Y té Thé
gioi (WHO) va UNICEF (2021) ciing cho thay 44% tré em Viét Nam nhiém giun do
st dung ngudn nudc khong dam bao; trong khi 21% dan sé dang st dung nguon nudc
bi nhidm arsen — mot doc chat nguy hiém thuong c6 trong thudc trir sdu va hda chat
nong nghiép [52].

1.2.2. Phwong phdp xir Iy nwdc thdi sinh hoat bing vi khudn lam

Céc cong nghé xur 1y nudc thai sinh hoat truyén théng chii yéu dya trén hoat dong
phan hay sinh hoc ctia cac nhém vi sinh vat hiéu khi va ky khi. Nhing vi sinh vat nay
c6 vai trd phan giai hop chét hitu co, chuyén héa ching thanh CO2, nudc va sinh khi,
tir d6 1am giam tai 6 nhidm théng qua céc chi tiéu COD, BODs. Tuy nhién, nhugc diém
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ctia cac phuong phap nay 1a phat sinh Iwong ban thai 1on, doi hoi cung cap oxygen, hoa
chit va dic biét chua tao ra gia tri kinh té gia ting, kho dap ung tiéu chi bén virng.

Trong bdi canh dé, xir Iy nude thai bang vi tao va vi khuan lam duoc xem 13 mot
chién luoc sinh hoc tiém ning nho kha ning tan dung 4nh sang mit troi va CO,, dong
thoi hap thu dinh dudng sin c6 trong nudce thai. Vi tao va vi khuan lam c6 téc do sinh
treong nhanh, d& thich nghi v6i diéu kién méi trudng, khong can st dung nudce ngot hay
dat canh tac, va c6 ning suét sinh khéi cao. Chiing vira loai bo cc chit 6 nhiém vé co
(nitrogen, phosphorus) vira tao ra sinh khéi giau protein, carbohydrate, lipid va cac hop
chét sinh hoc ¢6 gia tri nhu sic t6, polyphosphate va PHB. So véi cac cong nghé truyén
thong, xir Iy bang vi khuan lam/vi tdo phat thai bun thap, khong can héa chat, dong thoi
hép thu nhiéu CO, hon lugng phat thai, gop phan giam phat thai khi nha kinh, tao ra gia
tri kinh té gia ting tir hé théng xtr Iy nudc thai [1].

Trong sb cac vi khuan lam dugc nghién ciru, S. salina M8 duoc quan tdm nho
kha nang chiu ap lyc tham thau cao va tich lily cac hop chat sinh hoc gi tri nhu PHB,
sic tb quang hop va lipid [54, 55].

S. salina M8 loai bo 6 nhiém thong qua cac qua trinh hap thu va dong hoa dinh
dudng vo co (nitrogen va phosphorus), chuyén héa carbon hitu co, hip phu kim loai
ning va phan giai cac chat 6 nhiém vi luong nhd hé enzyme ndi bao [56]. Cu thé,
ammonium (NH4*), nitrate (NO3") va phosphate (PO4*) duoc hip thu va dong hoa dé
tong hop protein, axit nucleic va sic t6. Trong diéu kién thiéu nitrogen hodc phosphorus,
ngudn carbon hitu co (acetate, glycerol) duoc chuyén hoa thanh ning lugng va tich liy
ndi bao dudi dang PHB [55]. Bén canh d6, cac nhéom chirc nhu carboxyl, amino va
sulfate trén bé mit té bao gitip cd dinh kim loai nang (Cd?*, Pb?*, Cr3*) thong qua co ché
héap phu sinh hoc [57], trong khi nhiéu chat 6 nhiém vi mé (PFAS, thubc bao vé thuc
vat, chat kich thich ting truong) c6 thé dugc phan giai nho hoat tinh enzyme [56]. Tuy
nhién, dic tinh cua nudc thai sinh hoat phue tap hon so véi nude thai mo phong trong
phong thi nghiém. Ngoai cac chat dinh dudng chinh (COD, T-N, N-NHg4*, T-P), nuéc
thai con chira nhiéu tap chat va hop chat doc hai tiém an co thé anh huong dén hiéu qua
xir 1y va sinh trudng cua S. salina M8 nhu kim loai nang (Cu?*, Zn?*, Pb%, Cr®"), chét
tay rira, ddu m& va du luong duge pham. Céc thanh phan nay co thé gy trc ché quang
hop, pha hity cdu triic mang, giam hap thu anh sang va tao doc tinh cho hé vi sinh, tir d6
anh hudong dén hi¢u qua xir 1y va sinh truong cia S. salina M8. Do vy, viéc danh gia
kha ning thich nghi ciia chling trong nudc thai khong tiét tring (nude thai tho) va tdi uu
hoa céc thong s6 van hanh (anh sang, suc khi, ty 1€ C:N:P) I1a can thiét dé dam bao hiéu

qua xt 1y va tich liy sinh khéi.
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Nhiéu nghién ctru da khang dinh tiém nang cua S. salina trong xir Iy nudc thai
gidu dinh dudng dong thoi san xuat sinh khoi. Gongalves et al. (2016) nudi cdy S. salina
theo ché do gian doan duéi chiéu sang lién tuc va bd sung COz & cac nong d6 khac nhau
nhiam danh gia kha ning loai bé dinh dudng trong nudc thai moé phong. Két qua cho
thay, tai 7% CO2, hiéu suat loai bo nitrate va phosphate 1an luot dat 95,3 + 4,5% va 95,1
+ 1,2% sau 7 ngay; trong khi & 3% va 10% COg, hi¢u suét loai bo cua ca hai chat gén
nhu dat 100%. Pong thoi, S. salina dat ning suat sinh khéi va toc d6 c¢b dinh CO2 cao
nhat 1an luot 12 0,173 + 0,009 g/L/ngdy va 0,136 + 0,007 gC/L/ngay tai 7% CO2. Nhitng
két qua nay chimg minh S. salina 14 d6i twong tiém ning cho cac hé thong tich hop xir
Iy nudc thai, san xuat sinh khoi va hap thu CO2 [58].

Mot nghién ctru khac ctia Trentin et al., (2019) da khao sat kha nang xir Iy nude
thai d6 thi ctia Synechocystis sp. trong diéu kién nudi cdy ngoai troi. Két qua cho thay,
lodi ndy c6 thé loai bo téi 96% phosphorus, 66% nitrogen va 68% COD trong nudc thai
c6 ham luong chit dinh dudng cao. Pong thoi, sinh khéi thu duoc co thé tich liy PHB
v6i ham luong dang ké, mé ra tiém ning san xuét vat liéu sinh hoc tir qua trinh xtr 1y
nudce thai [19].

Gan day, Senatore et al., (2023) da van hanh hé thong phan tng quang sinh dang
dng dung 30 L (ban lién tuc) st dung nude thai sinh hoat sau xir Iy bac hai va dat nong
d6 sinh khoi t6i da 1,413 g/L véi ning suat 173 mg/L/ngdy; khi chuyén sang diéu kién
thiéu dinh dudng trong hé 5 L, chiing Synechocystis sp. tich lily t6i da 4,8% PHB sau 7
ngay va 44,7% lipid dudi diéu kién thiéu phosphorus kéo dai 30 ngay [54].

Piém déng chu ¥ 1a hé thong dugc van hanh voi ngudn nude thai khong tiét tring
va dudi 4nh sang nhan tao twong duwong diéu kién ngoai troi (250 umol photons/m?/s),
phan anh tinh kha thi cao ciia mé hinh trong cac diéu kién thuc té [54]. Kha niang duy
tri quan thé vi khuan lam trong nudc thai dong thoi xir 1y dinh dudng du thira va tao ra
céc san pham c6 gia tri nhu PHB, lipid va phycobiliprotein, nhan manh tiém ning tng
dung cta Synechocystis sp. trong mé hinh kinh té tudn hoan, dic biét & quy mé cong
dong va do thi.

Céc nghién ctru gan ddy trén thé gidi di khang dinh rang S. salina 1a mét vi sinh
vat ¢6 tiém nang dang ké trong san xuit PHB, nho vao mot s6 dic tinh sinh hoc ndi bat.
Cu thé, kha niang quang hop tu dudng cta loai ndy cho phép khai thac ngudn CO; va
anh sang mit trdi lam nguyén lidu dau vao, gop phan giam thiéu chi phi van hanh trong
céc hé thong san xuét [59]. Bén canh d6, S. salina c6 thé sinh truéng hiéu qua trong moi
truong nuodc thai va & diéu kién do man cao, giup loai bo yéu cau vé vo trung nghiém

ngit, tir d6 lam don gian hoa quy trinh nudi cdy quy mé 16n [16].
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Dic biét, trong cac diéu kién nudi thich hgp, ham luong PHB tich liiy trong sinh
khéi S. salina co thé dao dong tir 7% dén 31% trong lwong kho té bao, ty thudc vao
ché do dinh dudng va cac thong s6 moi truong [16, 59-61]. Pé hién thuc héa tiém ning
nay & quy mé cong nghiép, viéc tdi uvu cac yéu to anh huong nhu ngudn carbon, ty 18
C:N:P, cuong d6 va chu ky chiéu sang, pH va do min 1a can thiét [20]. Nhimng yéu to
nay can duoc khao sat va diéu chinh trong cac hé théng nudi ciy quy mé 1én, dién hinh
1a h¢ thdng phan uing quang sinh dang 6ng dung.

Tir nhitng két qua trén, co thé thay vi khuan lam hoat dong nhu mot hé théng xir
1y nudc thai trong ty nhién mang tinh ndi tro cua tong hop cac bién phap trong dé cd
bién phap hap thy, hap phu. Trong dé, bién phap hap thu cac chat dinh dudng truc tiép
cac hop chat nitrogen va phosphorus dé xay dung té bao — nguyén nhan chinh gay ra
hién tuong phu dudng héa ngudn nudce. Bién phap hap phu kim loai ning ciing duoc ghi
nhén dbi véi do vi khuan lam c6 kha nang lién két va loai bo mot sd cac kim loai nang
doc hai thong qua co ché biosorption. Trong qua trinh hoat dong, vi khudn lam ciing 13
ngudn cung cap oxygen tu nhién. Thong qua qua trinh quang hop, giai phong oxygen
hoa tan vao nudc, hd tro cac vi khuan hiéu khi khac phan hiy chat hiru co ma khong
can hé théng suc khi co hoc, tiét kién duge chi phi nang lugng. Sau qua trinh xr 1y, sinh
khéi vi khuan lam c6 thé thu hoach dé 1am phan bon sinh hoc hodc nguyén liéu san
xudt nhién lidu sinh hoc (Biofuel).

Viéc (ng dung vi khuan lam trong xir 1y nudc thai sinh hoat khéng chi mang lai
hiéu qua loai bo chat 6 nhidm ma con dong thoi tao ra sinh khéi c6 gié tri gia ting (PHB,
lipid, sic t). Pay 1a minh chimg cho dinh huéng cong nghé “xir Iy - ddng thoi san xuat”,
g6p phan thuc day phat trién kinh té tuin hoan va céng nghé sinh hoc méi truong bén
vitng nhd vao vu diém khong st dung hoa chat, khong tao bun thai doc hai va giup hip
thu khi CO2 gép phan vao giam phét thai khi nha kinh.

1.3. Vi khuin lam trong san xuét nhwa sinh hoc
1.3.1. Tong quan vé nhwa phin huy sinh hoc

Nhua sinh hoc bao gém cac vat liéu nhua co nguén géc sinh hoc, kha nang phan
huy sinh hoc hodc dong thoi mang ca hai dic tinh. Kha ning phan hiy phu thudc vao
diéu kién moi truong (nhiét do, anh sang UV, pH, hoat tinh vi sinh vat) va dac tinh
polymer (nhém chtc, trong lwong phan tir, d6 két tinh, do linh hoat, phu gia). V& ngudn
géc, nhua sinh hoc ¢6 thé duge san xuat tir tinh bot, cellulose, dau thuc vat,... Vi khuan
lam téng hop nhwa sinh hoc, chil yéu 1a PHB — mét loai thudéc nhom PHA.Tuy nhién,
khong phai nhya c6 ngudn gde sinh hoc déu phan huy duoc. Vi du, polycaprolactone
(PCL) tong hop tir ddu moé nhung phan hay sinh hoc, trong khi polyethylene sinh hoc
lai kho phan huy [62].
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Trong thyc tién, dic biét & bao bi va san pham dung mot 1an, loai nhua Iy tudng
nhat 12 vat liéu vira c6 ngudn gbc sinh hoc vira phan hiy sinh hoc, nham giam ganh ning
moi truong. Cong nghé nhya sinh hoc duoc phéan thanh ba thé hé:

- Thé hé 1: san xuét tir ciy trong trén can (ngd, mia, khoai tdy) v6i cac polymer
dién hinh nhu PLA va PHA; song gdy canh tranh véi dat néng nghiép.

- Thé hé 2: tan dung phy pham ndng nghiép (rom ra, ba ca phé), nhung ngudn
cung khong 6n dinh.

- Thé hé 3: khai thac sinh vat quang dudng nhu vi tao va vi khuan lam — c6 toc
d6 sinh truéong nhanh, khéng phu thudc dat hay nudc ngot, thich hop san xuat PHB.

Céac polymer sinh hoc ¢ thoi gian phan huy khac nhau: PLA (28-98 ngay),
PHB/PHA (18-300 ngay), PBS (28-170 ngay) [62]. Trong d6, PHB ndi bat nho kha
ning phan hiy hoan toan trong diéu Kién ty nhién, tinh co hoc twong duong
polypropylene va tinh twong thich sinh hoc cao [24]. Hién nay, phan Ién PHB thuong
mai duoc san xuat tir vi khuan di dudng nhu Cupriavidus necator, thdng qua qua trinh
lén men hiéu khi véi ngudn carbon tir dudng don thay phan sinh khéi thuc vat. Tuy
nhién, chi phi nguyén liéu carbon chiém téi 48% tong chi phi san xuat, khién gia thanh
PHB (4,96-6,06 USD/Kg) cao gap 3—4 lan so véi polymer tong hop tuong tu (1,32—1,92
USD/kg) [63, 64]. Pay 1a mét trong nhitng Iy do khién PHB du tiém ning nhung van
chua dat dugc quy mo thuong mai rong réi.

Dé khic phuc cac van dé trén, xu hudng hién nay 1 tich hop xtr Iy nudc thai véi
san xuat PHB. Vi khuin lam c6 thé dong thoi hap thu CO,, nitrogen, phosphorus va chat
hiru co tir nudce thai dé tong hop sinh khéi va tich lity PHB. Cach tiép can nay gitp giam
chi phi nguyén lidu, xtr 1y 6 nhiém va gop phan xay dung mé hinh kinh té tuan hoan,
bén vitng va giam phat thai carbon.

1.3.2. Nhwa sinh hoc PHB va tiém nding sin xudt tiv vi khudn lam
1.3.2.1. Khdi niém, ddc diém, va vmg dung ciia nhira phdn huy sinh hoc PHB
a. Khai niém nhya phén huy sinh hoc PHB

Polyhydroxybutyrate (PHB) 1la mot loai polymer thudéc nhdm
polydroxyankanoat (PHA), mot nhém polymer sinh hoc thuéc 16p polyeste. PHB dugc
quan tdm nhd kha niang téng hop va chiét xuat bang con dudng sinh hoc, dong thai co
thé phan hay sinh hoc mét cach tu nhién. Trong nhém PHA, poly-3-hydroxybutyrate
(P3HB) la dang polymer phd bién nhat. P3HB dugc nha khoa hoc nguoi Phép
Lemoigne phat hién vao nim 1926. Tuy nhién, bén canh PHB, con cd nhiéu loai
polymer khac ciing duoc sinh tdng hop boi cac loai vi sinh vat khac nhau, bao gém
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poly-4-hydroxybutyrate (P4HB), polyhydroxyvalerate (PHV), polyhydroxyhexanoate
(PHH), polyhydroxyoctanoate (PHO), cung cac dong dang polymer caa ching.
b. Bac diém va tinh chat caa nhya phan huy sinh hoc PHB

- Tinh chat hda ly: PHB khong tan trong nuéc, khang thay phan tbt, tham khi O,
hiéu quéa va bén véi tia UV, nhung kém 6n dinh trong méi truong axit/bazo manh. Tan
t6t trong chloroform va céc hydrocarbon clo héa, thuan loi cho qué trinh chiét tach cong
nghiép [65].

- Tinh chat sinh hoc va doc tinh: PHB duoc danh gia 1a vat liéu c6 d6 twong thich
sinh hoc cao va khong doc hai di véi sinh vat séng. Khi phan huay sinh hoc, PHB bj vi
sinh vat thay phan hoan toan thanh CO2, nudc va sinh khdi ma khdng tao ra cac hop
chat trung gian doc hai, khac véi nhiéu loai nhua tong hop c6 nguon goc hoa dau. Nho
dac tinh nay, PHB duoc chitng minh 1a an toan cho moi truong va co thé Séng, da duoc
ing dung rong rii trong linh vyc y sinh nhu chi khau ty tiéu, vat liéu cay ghép va hé dan
thudc [66]. Cac nghién ciru doc tinh in vitro va in vivo cho thay PHB khong gay phan
rng viém hoic doc té bao dang ké, khang dinh tinh an toan sinh hoc cua vat liéu [67].

- Tinh chat co hoc: PHB ¢6 nhiét &6 ndng chay khoang 175°C, nhiét ¢o chuyén
pha thiy tinh khoang 2°C va d6 bén kéo dat khoang 40 MPa, tuong dwong Vi
polyethylene (PE). Céac dic tinh nay cho thdy PHB c6 tiém nang thay thé mot phan nhya
truyén thong trong céc ung dung yéu cau do bén co hoc nhat dinh [66].

- Pic diém khac: PHB c6 ty trong 16n hon nude nén c6 xu hudng ling chim trong
méi truong thuy sinh, tao diéu kién thuan loi cho qua trinh phan huy sinh hoc, dic biét
trong diéu kién ky khi. Ngoai ra, kha ning bam dinh kém khi nong chay duoc xem la
mot wu diém trong mot sb tng dung nhu dét may, thoi trang va san xuat vat lisu mém
phén hay sinh hoc [67].
¢. Ung dung caa nhya sinh hoc PHB

PHB la nhya sinh hoc phan hiay hoan toan, c6 do an toan va tuong thich sinh hoc
cao, da dugc chitng nhan khéng doc va phi hop cho tng dung y sinh, dic biét trong cy
ghép mo va vat liéu y té [68]. Nho cac dic tinh wu viét, PHB duoc ¢ng dung rong réi
trong bao bi phan hay sinh hoc, y - duoc (chi khau ty tiéu, vat liéu ciy ghép, hé dan
truyén thudc), ndng nghiép (mang pha sinh hoc), dién tir va cong nghiép nhe, gop phan
thay thé nhya hoa dau. Véi kha nang phan hiy sinh hoc hoan toan, tinh twong thich sinh
hoc va mirc d6 an toan cao, PHB dugc xem 1 vt liéu sinh hoc chién luoc, ¢6 tiém ning
thay thé nhya hda dau trong nhiéu linh vuc cong nghiép. Nho tinh than thién vai moi
truong va pham vi tng dung da dang, PHB dong vai trd quan trong trong thiic ddy mo
hinh kinh té tudn hoan va dinh huéng phét trién bén viing [69].
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1.3.2.2. Vi khuan lam trong san xudt nhua sinh hoc PHA/PHB
a. Dic diém vé vi khuan lam trong san xuat nhwa sinh hoc PHA/PHB

Vi khuan lam 12 nhom vi sinh vat quang dudng c6 kha ning quang hop giai phong
oxygen va tong hop cac hop chat carbon ndi bio. Mot san pham quan trong ctia ching
la PHA, dac biét 1a PHB - loai nhya sinh hoc phan hiy hoan toan trong ty nhién. PHB
duoc tich lily dudi dang hat du trit carbon va nang luong trong diéu kién thiéu nitrogen
hodc phosphorus nhung du thira nguén carbon. Bén canh kha nang tao PHB, vi khuén
lam con déng vai tro dang ké trong xir 1y 6 nhiém nhd cung cap oxygen cho hoat dong
phan hity chét hiru co ctia vi sinh vat di dudng, ¢d dinh nitrogen va tham gia phan giai
céc hop chat ddu mo. Mot s loai con ¢ kha nang sinh hydrogen - ngudn ning luong
tai tao tiém nang. Pac biét, nhiéu ching cé thé phat trién di dudng trén nguén carbon
hiru co, mé rong kha nang tmg dung trong méi trudng nude thai giau hiru co hodc diéu
kién anh sang han ché. Nhitng dic tinh ndy cho thdy vi khuan lam 13 ngudn vi sinh vt
trién vong cho san xuit PHB bén viing. Hinh 1.2 minh hoa mot s6 loi c6 kha ning tich
Ity PHB.

Hinh 1.2. Bén lodi tio c6 khd ning sinh PHB: A) Athrospira; B) Jasorvensis;
C) Synechocystis PCC 6803; D) Nostoc muscorum [70]

Vi khuan lam c6 kha ning tan dung truc tiép nguon dinh dudng san cé trong nuée

thai giau nitrogen va phosphorus, dong thoi hap thu CO2 tir khi quyén dé thuc hién quang
hop va tong hop PHB, gitp giam chi phi nudi cdy va tao quy trinh trung tinh carbon
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[70]. Mot sb it cong bd dung nuée thai dic biét 1a nude thai tir nganh san xuat thuy san,
1am méi truong dé nudi ciy sinh khéi vi khuan lam va tinh sach PHB [71]. Cac nghién
ctru cho rang stir dung nudc thai lam moi trudng nudi cdy co thé 1am giam chi phi san
xudt sinh khdi vi tao tir 3 xubng 1,8 €/kg [72]. Ngoai ra, viéc nudi cay vi khuan lam
khéng canh tranh dit néng nghiép, mé ra tiém ning phat trién bén viing hon so véi
ngudn nguyén liéu thuc vat [73].

Tuy nhién, san xuét nhya sinh hoc PHB béng vi khuén lam van d6i mat véi nhiéu
thach thuc dang ké [74], bao gdm tdc d sinh trudng va tich liy PHB tuong d6i cham,
chi phi thu hoach cao do ndng do sinh khdi thudng thip, va ning suit PHB trong diéu
kién quang ty dudng nhin chung thap hon so vdi cac vi khuan di dudng. Do d6, viéc
tuyén chon va phat trién cac ching vi khuan lam c6 kha ning sinh truéng manh va tich
lity PHB cao 1 yéu cau then chét. Song song v6i d6, qué trinh sinh tong hop PHB can
duogc tdi wu hoa thong qua cac chién lugce cong nghé va sinh 1y nham nang cao hiéu suat
tich Iily va giam chi phi san xuat, hudng téi mot quy trinh kha thi vé mat kinh té. Nhiéu
nghién ctru da chi ra ring sy thiéu hut nitrogen (N) va phosphorus (P), ciing nhu su mat
can bang ty 1¢ C:N trong mdi trudng nudi ciy, cé thé kich thich tich lity PHB va glycogen
[75]. Bén canh d6, cac yéu tb méi trudng nhu pH, cuong do anh sang, nhiét d, nong do
CO; ngudn carbon hitu co va phuong thirc nudi cdy ciing c6 anh huong quyét dinh dén
hiéu qua tich lity PHB & vi khuan lam [2, 22-24].

Tir cac nghién ctru tong quan c6 thé thay rang kha ning sinh truong, xt 1y dinh
dudng va tich liiy PHA/PHB ctia vi khuan lam c6 sy khac biét dang ké giira cac chi va
cac chung khac nhau. Do do, viéc lya chon va danh gid cac chung cu thé 1a can thiét
nham lam rd tiém nang tng dung thyc tién trong cac diéu kién nudi cdy khac nhau, dic
biét 1a trong mdi truong nude thai gidu dinh dudng.

b. Mot s6 chung vi khuan lam va kha ning tich lily PHA/PHB

b1. Vi khudn lam Spirulina san xudt PHA/PHB

Bén canh vai tro xtr Iy dinh dudng trong nuéc thai, mot sé nghién ciru ciing ghi
nhan Spirulina c6 kha ning tong hop va tich lily cac hop chat du trir ndi bao, bao gom
PHA, trong d6 c6 PHB, khi mdi trudng nudi cdy chiu tic dong cua stress dinh dudng,
dac biét 1a trong diéu kién han ché nitrogen hodc phosphorus nhung van du thira nguff)n
carbon [2, 22-24]. Céac nghién ctru hién c6 cho thdy kha ning tich liiy PHA/PHB &
Spirulina chiu 4nh hudng manh cua dic diém ching va diéu kién nudi cdy, va chua co

su théng nhat vé murc do tich lily polymer sinh hoc nay trong cic hé théng nudi khac
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nhau [2, 22-24]. Nhiéu chung Arthrospira trong diéu kién quang tu dudng chi chira PHB
& mirc thip (<5% CDW), trong khi bd sung ngudn carbon hitu co hodc diéu kién hdn
hop c6 thé 1am tang dang ké [76]. Nghién ctru thuc nghiém cho thay Spirulina sp. c6 thé
san xuat PHB & mirc hai chit s6 phan trim (vi du ~10% w/w) khi diing cac chat phy/nudc
thai giau cacbon hodc ché pham phu tir chiét xuét biopolymer, ching to kha ning ldng
ghép quy trinh “vong kin” khai thac chét thai dé tao sinh khéi + bioplastics [77]. Tuy
nhién, thach thirc 16n 1a ting ty 18 PHB trén khdi kho va duy tri nang suat trong moi
truong quy mé 16n khong vo trang. Diéu nay cho thdy cin cd cac nghién ctru thuc
nghiém cu thé nham danh gid mot cach hé thong kha nang tich lily PHB cia cac chung
Spirulina trong nhitng diéu kién ing dung dinh hudng xir 1y nude thai.

b2. Vi khudn lam Synechocystis san xudt PHA/PHB

Loai S. salina M8 thudc chi Synechocystis, duoc phan 1ap phd bién tir cic moi
truong nudc ven bién, co thé sinh trudng trong diéu kién khic nghiét vo1 d0 man dao
dong tir 1 - 5% [16]. S. salina M8 c6 kha ning tich lily hat du trit trong bao twong, dién
hinh 13 glycogen, lipid va dic biét 1a cac polymer sinh hoc nhu PHB — mét dang pho
bién nhit cua PHA.

Khéng gidng nhu nhiéu loai vi khuan di dudng can ngudn hiru co phic tap dé
phat trién, S. salina M8 c6 kha ning str dung truc tiép CO, tir khong khi, nang luong
anh sang mit troi va cac mudi khoang dé sinh truéng va tong hop PHB. Nho dic diém
nay, S. salina M8 duoc xem 1a d6i trong tiém ning trong céng nghé sinh hoc, bao vé
moi truong va phat trién kinh té tudn hoan, dic biét phu hop vi cac md hinh san Xuat
vat li¢u sinh hoc tir nudce thai [78].

Su tich liiy PHA/PHB 1a mot co ché sinh 1y hoc phd bién & céac vi sinh vat dbi
mit v6i didu kién thiéu hut dinh dudng, dac bi¢t 1a nitrogen (N) va phosphorus (P), trong
khi van tiép tuc hap thu nguodn carbon (C) doi dao. Trong diéu kién stress ndy, dong
acetyl-CoA duoc wu tién chuyén hoa thanh PHB thay vi di vao chu trinh Krebs hay tong
hop protein [78].

Co ché sinh tong hop PHB trong S. salina, 1a qua trinh tich liiy polymer sinh
hoc dang polyester ndi bao nham du trix carbon va niang lwong khi diéu kién méi trudng
bi cang thang hoac thiéu hut dinh dudng dugc xdc tac thong qua ba enzym chinh [78].
Co ché sinh tong hop PHB cua vi khuan lam nhu sau (Hinh 1.3):
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Hinh 1.3. Co ché sinh tong hop PHB ciia vi khuén lam [78]
- B-Ketothiolase (PhaA): xuc tac phan irng ngung tu hai phan tir acetyl-CoA thanh
acetoacetyl-CoA.
- Acetoacetyl-CoA reductase (PhaB): khir acetoacetyl-CoA thanh 3-
hydroxygenbutyryl-CoA.

- PHA synthase (PhaC): xdc tac phan ung tring hop tao chudi polymer PHB [78].

Pang chu y, S. salina M8 c6 cac gen ma hda enzyme ndy nim trong mot cum gen
tuong dong véi nhiéu vi khuan san xuat PHA hiéu suat cao nhu Cupriavidus necator,
nhung lai c¢6 vu thé 1 tu dudng, than thién méi truong va c¢é kha ning chiu man [78].

PHB la polymer sinh hoc c¢6 tinh chit twong dwong nhuya truyén thong PP nhung
c6 kha nang phan hiy hoan toan trong mdi trudong ty nhién. Tuy nhién, mét trong nhirng
thach thirc chinh hién nay trong san xuat nhua sinh hoc tir vi khuan lam 1a chi phi van
hanh cao va hi¢u suat tich liiy PHB con thap. Trudc thyuc té d6, cic huéng nghién ciru
dang tap trung vao viéc ing dung chung S. salina M8 trong méi truong nudc thai —
ngudn nguyén lidu giau carbon, nitrogen, phosphorus — nhim tdn dung ngudn dinh
dudng ma khong yéu cau diéu kién nudi cdy tiét trang. Cach tiép can nay khong chi giup
giam chi phi san xuat ma con phu hop véi dinh hudng phat trién mé hinh loc sinh hoc
tich hop (biorefinery), noi két hop giita xir Iy moi truong va san xudt cic san pham sinh
hoc c6 gia tri cao theo hudng bén viing [54].

Trén co s& phan tich cac ddc diém sinh 1y va tiém nang ing dung cta Spirulina va
Synechocystis, trong nghién ctru nay, Spirulina (2 chung la Spirulina sp.2 va Spirulina sp.
4) va S. salina (S. salina M8) duoc Iya chon lam d6i twong nghién ctru véi muc dich: (i)
lwa chon ra chiing sinh truéng tot va ham luong PHB cao dé nudi, san xuat sinh khoi va
PHA/PHB trong nudc thai sinh hoat; (ii) t6i uvu cac diéu kién hod ly bang phuong phap
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thong ké dé ting nang suat sinh khéi va ham lwong PHB san xuit boi chung vi khuan lam
duoc lya chon; (iii) thir nghiém san xuat sinh khéi va PHB béi ching vi khuan lam dugc
lya chon trong nudce thai sinh hoat.

c. Cac yéu tb anh huéng dén kha ning tich luy PHB cia vi khuan lam trong nuéc thai
sinh hoat

Qua trinh tich lity PHB & vi khuan lam chiu anh huong bai dic diém di truyén
cua chung va cac diéu kién méi truong nudi ciy, bao gdm ngudn carbon, nitrogen,
phosphorus, ty 18 C:N:P, anh sang, pH, nhiét do va ¢6 man. Carbon du thira thiic day
hinh thanh acetyl-CoA — tién chat truc tiép cua PHB, trong khi sy thiéu hut nitrogen
hodc phosphorus 1am té bao chuyén dong carbon sang con dudng tich liy polymer dy
trit. Bén canh dé, cic yéu té vat Iy nhu anh sang va nhiét do chi phdi hiéu suat quang
hop va hoat tinh enzyme, tir @6 anh huéng truc tiép dén mue d6 tong hop PHB. Do do,
viéc t6i vu hoa ddng bo diéu kién nudi cdy va quy trinh thu hdi — tinh sach PHB 1a co
s& quan trong cho phét trién cac md hinh tich hop xt Iy nuéc thai va san xuét nhua sinh
hoc theo dinh huéng bén viing.

* . Nguon dinh dwéng carbon:

Carbon dong vai tro trung tAm trong chuyén hoa té bao va quyét dinh hiéu qua
tich liy PHA/PHB & vi khuan lam. Bén canh kha ning str dung CO, théng qua quang
hop, nhiéu nghién ctiru cho thay viéc bd sung carbon hiru co (acetate, glucose, fructose)
gitip gia ting dang ké ham lugng PHB do cé&c hop chat nay vira cung cap ning lugng vira
|4 tién chat truc tiép cho sinh tong hop polymer. Mot sé nghién ctru da ghi nhan, chang
Synechocystis PCC 6803 c6 thé tich lity téi 38% PHA/PHB khdi lugng khd khi b sung
acetate vao moi truong nudi cay [79]. Trong khi, Aulosira fertilissima CCC 444 dat ham
luong 1én t6i 77% PHB khi dwoc nudi ciy voéi fructose va valerate [80]. Piéu nay chang
t6 carbon hitu co vira 1a nguon nang luong, vira la tién chat tryc tiép cho qua trinh sinh
tong hop PHB. Bén canh ngudn carbon hitu co, ngudn carbon vé co nhu bicarbonate
(HCOs") ciing déng vai trd quan trong trong Viée ting cuong ¢b dinh CO, va thuc day
tich lity PHB. Price et al., (2020), cho thady b sung bicarbonate gip nang cao sinh
truong va hiéu qua chuyén hoa carbon thanh PHB ¢ vi khuan lam [81]. Vi du, Spirulina
sp. LEB 18 c6 thé dat t6i 31% PHB trong diéu kién giau bicarbonate két hop thiéu
nitrogen va phosphorus [82].

Viéc tan dung ngudn CO2 tir khi thai cong nghiép dugc xem 1a huéng tiép can
bén vitng. Trong nghién ctru ciia Gongalves et al., (2016), ghi nhan rang b sung CO; &
mirc 3-10%, gitip hiéu suat loai bo nitrate, phosphate vuot 95% va sinh khéi tich liy toi
da 0,173 £ 0,009 g/L/ngay tai 7% CO2 [58]. Cach tiép can nay vira nang cao hiéu qua
sinh tong hop PHB vira gbp phan giam phat thai khi nha kinh. Ngoai ra, cac dang carbon
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hitu co sin c6 trong nude thai nhu acetate va glycerol ciing dugc vi khuan lam, dic biét
S. salina, hép thu hi¢u qua. Theo Senatore et al., (2023), cho théy bo sung acetate trong
diéu kién thiéu N va P giup Synechocystis tich lity t6i 4,8% PHB/khéi lwong kho sau 7
ngay [54]. Grivalsky et al., (2024) ghi nhan ham lugng PHB tang ro rét khi nudi trong
nudc thai gidu acetate, dic biét dudi diéu kién han ché nitrogen [59].

Tong hop cac két qua cho thiy, viéc cung cip va can bang giita carbon hiru co va
v0 co ¢6 vai tro quyét dinh dén sinh trudng va hiéu suit tong hop PHB. Chién luoc két
hop nay dugce xem 13 huéng ti vu cho san xuit PHB gan véi xtr Iy nuée thai, phi hop
vé6i dinh hudng cong nghé xanh va kinh té tuan hoan.

*_Nguon nitrogen:

Nitrogen 1a nguyén té thiét yéu cho tong hop protein, acid nucleic va enzyme cua
té bao. Vi khuan lam c6 thé sir dung nhiéu dang nitrate (NO3), ammonium (NH4*) va
mot s6 loai mot s loai con ¢ dinh duge (N2) tir khi quyén théng qua hé enzyme
nitrogenase.

Trong diéu kién han ché nitrogen — thudng gip trong nuéc thai — qué trinh tong
hop protein bj kim ham, khién vi khuan lam, bao gom S. salina, wu tién chuyén dong
carbon du thira sang tich liiy cac hop chat du trit nhu PHB. Do d6, kiém soat ngudn
nitrogen dugc xem 14 mét trong nhiing chién lugc hidu qua nhat dé kich thich tich lity
PHA/PHB [83].

Nhiéu nghién ctru cho thay thiéu nitrogen & mutrc d6 thich hop giup gia ting ham
lugng PHB ma khong lam suy giam nghiém trong sinh truéng. Nostoc muscorum co
thé tich lily t&i 22% PHB/khdi lwong kho trong diéu kién thiéu nitrogen [83, 84], trong
khi Synechocystis sp. PCC 6803 dat téi 38% PHB khi nudi trong méi trueong thiéu
nitrogen c6 b sung acetate va fructose [79]. Ngoai ra, khi giam 50% luong nitrogen
trong méi trudng BG-11, ham lugng PHB trong Synechocystis ciing ting 1én dang ké
ma tdc do sinh truong khong bi suy giam [85]. Trong khi d6, véi méi truong thiéu
nitrogen va 2% CO2, ham luong PHB dat 8% khéi luong khd té bao [86]. Céc loai vi
khuan lam khac nhu Spirulina sp., Aulosira fertilissima, va Calothrix scytonemicola
cling ghi nhan kha ning tich luy ham luong PHB dao dong tir 22 dén 77% khi duoc
nudi cdy trong méi trrong thiéu nitrogen, cho thiy co ché nay phé bién & nhiéu nhém
vi khuan lam [80, 83]. Tuy nhién, néu thiéu nitrogen quéa mirc, sinh trudong bi &rc ché
manh va Iam giam tong luong PHB thu hoi.

Ngoai nong d9, cac dang nitrogen ciing anh huéng dén tich lily PHB. Mic du
NHs* thuong thic day sinh truéong nhanh hon NOs, nhung lai lam giam tich liiy PHB
do nitrogen dugc hap thu va dong hoa hiéu qua cho tong hop protein, han ché carbon du

thira chuyén sang dang polymer du trit [83, 87].
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Trong bdi canh xu Iy nudce thai, viéc tan dung diéu kién thiéu nitrogen tu nhién
hoic diéu chinh ty 18 C/N hop 1y khong chi ning cao hiéu qua loai bd nitrogen ma con
thuc day tich liiy PHB, qua d6 tich hop xur 1y 6 nhiém véi san xuat vat liéu sinh hoc bén
virng, phul hop dinh huéng cong nghé xanh va kinh té tuan hoan.

* Nguon phosphorus

Phosphorus 14 nguyén t thiét yéu cho sinh truéng vi khuan lam, tham gia ciu
tric acid nucleic, mang té bao va cac phan tir nang lugng (ATP). Tuy nhién, khi thiéu
phosphorus, nhiéu chiing vi khuan lam diéu chinh trao d6i chat theo huéng giam sinh
tong hop DNA/protein va uu tién tich lity cac hop chat du trit carbon, dic biét 1a PHB
[83]. Thiéu hut phosphorus dugc xem 1a tin hi€éu manh kich hoat con duong téng hop
PHB, nhét 1a khi két hop v6i ngudn carbon hitu co. Nhiéu nghién ciru ghi nhan ham
luong PHB ting manh trong diéu kién nay, nhu Aulosira fertilissima CCC 444 dat t6i
85% khdi luong kho [88], Nostoc muscorum dat 71% khi bo sung thém glucose va
acetate [89], va Synechocystis PCC 6803 dat 38% khi thiéu dong thoi nitrogen va
phosphorus va bd sung acetate va fructose [79]. Nguoc lai, mdi trudng giau phosphorus
thudng dan dén ham lugng PHB thap hon [90].

Péi voi Synechocystis salina, nudi cy trong nude thai sinh hoat cho thay kha
ning loai bé 49—65% phosphate, dong thoi tich lily khoang 4,8% PHB khéi luong kho
trong giai doan thiéu dinh dudng [54]. Viéc két hop thiéu phosphorus vé&i diéu chinh
ngudn carbon, 4nh sang hoic CO> tiép tuc dugc ching minh 1a chién luge hiéu qua dé
gia ting tich lity PHB. Nhin chung, kiém soét phosphorus & murc han ché hop 1y 13 yéu
t6 then chdt nham t6i uu hoa san xuat PHB tir vi khuan lam, dong thoi nang cao hiéu
qua loai bd dinh dudng trong nudc thai, phu hgp voi dinh hudéng cong nghé xanh va
kinh té tudn hoan.

* Ty ¢ cdc chat dinh duéng C:N:P

Ty I¢ giita carbon, nitrogen va phosphorus (C:N:P) trong méi trudng nudi 1a yéu
t sinh ly then chét diéu phéi trao d6i chat noi bao, anh huong truc tiép dén kha ning
tich liiy PHB & vi khuan lam. Khi carbon du thira két hop véi thiéu hut N va/hoic P, té
bao uu tién chuyén hoa carbon thanh hop chat dy trit nhu glycogen va PHB thay vi tong
hop protein va acid nucleic.

Céc nghién ctiu cho thay ty 1é C/N > 20 va C/P > 50 1a diéu kién thuan lgi dé kich
hoat con duong sinh tong hop PHB, trong d6 acetyl-CoA duoc chuyén hoa thanh PHB
nho hé enzyme PHA synthase [81]. Vi du, Spirulina sp. LEB 18 dat téi 31% PHB khi
lugng kho khi ting ty 1é C/N bang bd sung bicarbonate [82]. Twong tu, Aulosira
fertilissima ciing cho thiy ham lugng PHB cao hon khi diéu chinh ty I&é N/P, dong thoi
duy tri tc do sinh truang 6n dinh [83, 91].
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Péi vai S. salina, nghién ctru trén nuéc thai sinh hoat (C:N:P ty nhién ~ 100:7:1)
ghi nhan sinh khoi tang truong tét va tich liiy PHB dat 4,8% khéi luong khd sau giai
doan thiéu dinh dudng [54]. Tuong tu, Synechocystis PCC 6803 tich lity toi 38% PHB
khi bd sung acetate va fructose trong diéu kién thiéu N va P [79].

Trong thyc té, nudc thai sinh hoat thudng c6 ham lugng carbon hitu co cao nhung
N va P bién dong. Khai théc dac diém nay, vi khuan lam nhu S. salina c6 thé dong thoi
loai bo dinh dudng du thira va tich liiy PHB. M6 hinh nu6i hai giai doan — giai doan tang
trudng can bang dinh dudng va giai doan thiéu N/P d¢ kich thich tong hop PHB — dugc
xem la giai phap hiéu qua trong san xuat polymer sinh hoc tir nudc thai.

* CA&c yéu to/chat kich thich:

Bén canh diéu kién dinh dudng, viéc bo sung cac chét kich thich c6 thé 1am ting
dang ké kha nang tich lily PHB ¢ vi khuan lam thong qua diéu chinh dong chuyén hoa
carbon, hoat tinh enzyme va dap tng stress ndi bao. C4c nhoém chat kich thich chinh
gdm: (i) Acetate 13 chét kich thich phd bién nhat duoc sir dung dé tang tich lily PHB.
Dudi tic dong cia enzyme acetyl-CoA synthetase, acetate dugc chuyén hoa thanh
acetyl-CoA — tién chét truc tiép cho con duong sinh tong hop PHB thong qua cic
enzyme phaA, phaB va phaC [92]. Trong diéu kién thiéu N va P, b6 sung 5-10 mM
acetate gilp Synechocystis sp. PCC 6803 ting luong PHB tir 7 1én 11% khéi luong
khé té bao (DWC) [93]. O chung Synechococcus sp. PCC 7942 dugc chuyén gen tong
hop PHB tir Ralstonia eutropha, ham lwong PHB ting dén 25% khi b6 sung 10 mM
acetate [80, 94]. Két hop acetate + propionate ciing cho hiéu qua tich liiy PHB cao hon
so voi sir dung don 1é. Nostoc muscorum dat 28,2% PHB sau 14 ngay khi nu6i trong
hon hop 0,2% acetate + 0,4% propionate [95]. (ii) Vi luong kim loai (Fe, Mn...): Tham
gia cAu trac enzyme va diéu hoa stress oxy hoa; thiéu hut nhe c6 thé kich hoat tich Ity
PHB nhu mot co ché thich nghi. (iii) Chat diéu hoa sinh trudng thuc vat (auxin,
cytokinin): C6 kha ning kich thich biéu hién enzyme tong hop PHB, 1am ting ham
lwong polymer & Synechocystis, di co ché van dang duoc 1am rd [90, 96, 97]. (iv)
Stress sinh hoc nhe (H202, anh sding manh, nhiét do cao): Co thé kich hoat co ché tich
lity polymer dur trit nhdm bao vé té bao, 1am gia ting PHB & mdt s6 loai [84]. (v) Chién
lugc nudi cay hdn hop: Hé cong sinh vi khuan lam — di dudng giup toi wu trao ddi
CO,/0; va dinh dudng, qua d6 ning hiéu suét tich liiy PHB trong cac hé xu 1y nudc
thai [98].

Nhin chung, viéc lya chon va tdi wu hoa cac chat kich thich vé loai, liéu lugng
va thoi diém b sung 1 giai phap hiéu qua dé dinh huéng dong carbon vio con dudng
tong hop PHB, dong thoi nang cao hiéu suat xir Iy nude thai trong cac mo hinh cong

ngh¢ sinh hoc tich hop.
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* Piéu kién dnh sdng:

Anh sang 13 yéu t6 méi truong thiét yéu anh huong truc tiép dén hoat dong
quang hop, sinh trudng va tich lily cac hop chat tht cdp nhu PHB ¢ vi khuan lam. Do
vi khudn lam 13 sinh vat quang dudng bét budc, dic biét nhu S. salina, anh sang khong
chi cung cip ning luong ma con diéu phdi dong carbon nodi bao, 1a tién d& cho tong
hop PHB tir acetyl-CoA [99].

Cuodng d6 anh sang vira phai (60-100 pmol photons m2 s1) thuong téi uu cho
tich lily PHB ma khong gay stress quang hop [90]. M6t s6 nghién ctru cho thiy anh sang
cao hon (200-300 pmol photons m2 s1) c6 thé kich thich tong hgp PHB nho ting du
thira ndng lugng va dong carbon, nhung vugt ngudng chiu dung lai lam gidm sinh trudng
va hiéu suat [54] [100].

Bén canh cudng do, budc song anh sang ciing c6 vai tro quan trong. Anh sang
d6 thuong thic day tich liiy PHB tot hon 4nh sing xanh do ting tong hop
phycobiliprotein va hiéu qua hap thu ning lugng [90, 101, 102]. Trong khi d6, anh
sang xanh duong kich thich enzyme trong chu trinh Calvin, hd tro ¢ dinh CO, va sinh
tong hop hop chat hitu co [90]. Thi nghiém véi Spirulina platensis cho thay anh sang
don sic (d6 hodc xanh) tao khac biét dang ké so véi anh sang tring vé ca sinh trudng
va ham luong PHB [103]. Chu ky sang - t6i ciling diéu hoa nhip sinh hoc va biéu hién
gene tong hop PHB. O Synechocystis sp. PCC 6803, mirc biéu hién gene ting cao vao
giai doan chuyén tir sang sang t6i, cho thdy PHB dong vai trd nhu co chat dy trit ban
ngay va duoc st dung ban dém [104].

Hién nay, cong nghé chiéu sang LED dang dugc ap dung trong photobioreactor,
cho phép diéu chinh phd séang va chu ky chiéu sang linh hoat. Céach tiép can nay mo ra
tiém ning t6i wu héa tich lity PHB trén quy mo cong nghiép, dic biét trong cac hé thong
nudi cay c6 kiém soét [101].

* Do pH:

pH 12 yéu t6 méi trudng quan trong, anh huéng dén hoat dong enzyme, trao doi
chat va c6 dinh carbon & vi khuan lam. S. salina phat trién tdi uu trong khoang pH kiém
nhe 7,5-9,5 [20]. Trong diéu kién quang tu dudng, pH 8,0-9,0 gip ting hap thu
bicarbonate (HCOgz), lam giau CO noi bao cho quang hop va tong hop acetyl-CoA —
tién chat tryc tiép cua PHB [105].

Trong qua trinh nudi cdy thuc té, pH ctia méi truong thuong khong on dinh do
sinh khéi hap thu ion (NH4*, NO3~, HCOs...) hodc sinh ra cac hop chit trao d6i (nhu
COy, acid hitu co). Cac nghién ctru dé xuat rang can kiém soat pH bang cach suc khi
CO; nhu mot phwong phap kép: duy tri pH ti uvu ddng thoi cung cip carbon vé co lién
tuc cho ting truéng va tich liy PHB [83, 106]. Nghién ctru dbi véi chung Nostoc
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muscorum cho thdy pH 8,5 két hop acetate—propionate giup tich liy PHB dat 28,2%
khéi lugng kho sau 14 ngay [95]. Dit lidu ndy c6 thé dinh hudng cho viéc tmg dung pH
kiém nhe trong nuéi S. salina, von c6 kha nang thich ing véi méi trudng nudc min
kiém nhe.

Trong photobioreactor, viéc theo ddi va diéu chinh pH bang cam bién CO2 gitp
han ché dao d6ng bat loi, duy tri hiéu suat quang hop va nang cao ham lwong PHB. Co
ché nay khong chi bao vé té bao khoi cac dao dong pH c6 hai, ma con dam bao rang
lurgng CO2 nodi bao khong tro thanh yéu té han ché toc d6 quang hop va tich liy PHB
[83]. Nhu vay, kiém soat pH 6n dinh trong khoang 7,5-9,0 1a chién luoc quan trong
dé t6i uu hoa ca sinh truong va tich lily PHB cua S. salina, dic biét trong moi truong
nudc thai.

* Diéu kién nhiét dg:

Nhiét d6 12 mot trong nhitng yéu té sinh thai quan trong chi phéi toc do sinh
truong va kha nang tong hop PHB & vi khuan lam. Thong qua viéc diéu chinh hoat tinh
enzyme va hiéu qua quang hop, nhiét d6 quyét dinh dong ning lugng va carbon noi bao,
tir d6 anh huong truc tiép dén qua trinh tong hop acetyl-CoA — tién chat cia PHB [107].
Phan 16n cac loai vi khuan lam, bao gdm nhiéu chiing Synechocystis, sinh truéng t6i wu
trong khoang 25-30°C. Pay ciing 1 diéu kién thuan loi nhat dé duy tri hoat dong cia
hé enzyme lién quan dén ¢ dinh CO; va tong hop PHB [107]. Tuy nhién, nhiéu loai c6
kha nang thich nghi vdi bién d6 nhiét rong hon: cac ching va lanh & Nam Cuyc c6 thé
t6n tai dudi 15°C [108], trong khi mot sb loai wa nhiét nhu Synechococcus MA19 phéat
trién tot & 40°C ma khong 1am suy giam hiéu suat tich lily PHA/PHB [109].

Ngoai gidi han ti wu, tc do sinh truong va ham lugng PHB thuong giam. Tuy
vy, mot s6 nghién ctru chi ra rang nhiét do cao vira phai c6 thé dong vai tro nhu yéu to
stress sinh hoc, kich thich vi khuan chuyén carbon du thira thanh PHB hoic glycogen
dé bao vé té bao [110]. Piéu nay dugc ghi nhan trong mdi truong cd dnh sing cao va
ngudn carbon doi dao, khi vi khuan wu tién tich lity carbon thay vi tong hop protein
trong diéu kién bat loi vé nhiét d6 [109, 111]. Nguoc lai, khi nhiét 46 vuot qua 35°C
hodc thap hon 20°C, téc do trao doi chat suy giam manh, dan dén hiéu suat tong hop
PHB thap. Mot s6 nghién ciru da ghi nhan rang nhiét &6 cao hon binh thudng c6 thé gay
stress sinh hoc nhe, kich thich vi khuan lam chuyén hoa carbon du thira thanh cac hop
chat luu trir nhu glycogen hoic PHB nhu co ché bao vé té bao [110].

Trong nudi cdy ngoai troi, dao dong nhiét theo ngdy - dém hodc mua la thach
thire 16m. Viée lua chon cac chung thich Gmg tot nhu Synechocystis salina, két hop bién
phap diéu hoa vi khi hau (1am mat, mai che, tudn hoan nuéc), gitp duy tri hiéu suét sinh
treong va tich liy PHB 6n dinh [107, 112].
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Do d6, duy tri nhiét d6 t6i wu (25-30°C) va khai thac hop 1y tac dong stress sinh
hoc 6 thé trg thanh chién lugc quan trong trong t6i uu hoa san xuat PHB tir vi khuan lam.

* D¢ mdn, dé muoi

D6 man 13 yéu té moi truong quan trong anh hudng dén sinh truong va kha ning
tich liy PHA/PHB cua vi khuan lam, dic biét v6i cac chung c6 ngudn gbc nude min
hodc nuée lg. Nhiéu nghién ctru cho théy dd mdn & muc vura phai co thé kich thich tich
lity PHB nhu mét co ché du trir ning luong va thich nghi stress tham thau [65, 113].
Mot s6 nghién ciru cho thy rang viéc diéu chinh ndng d6 mudi trong méi trudng nudi
ciy c6 thé anh hudng dén toc d6 ting trudng va nang suat PHB [114]. Co ché chinh 13
su kich hoat diéu hoa ap suét thim thau thong qua téng hop cac chat hoa tan (proline,
trehalose, glycine-betaine), dong thoi dong carbon duoc wu tién chuyén vao cac polymer
du trit nhu glycogen va PHB. Tuy nhién, khi d6 min vuot ngudng toi wu, stress tham
thau lam suy giam sinh truéng, han ché hap thu N va P, din dén giam hiéu suit tong
hop PHB [16].

Ttr céc nghién ctu vé vi khuan lam trong xir Iy méi trudng va san xuat polymer
sinh hoc cho thay kha ning sinh truéng, xir 1y nitrogen, phosphorus va tich lity
PHA/PHB c6 su khéc biét rd rét gitra cac chi va cac chung khac nhau. Trén co s& do,
nhiéu céng trinh da tap trung lya chon va danh gia cac chung cu thé nham 1am rd tiém
ning (ng dung trong nhitng diéu kién nudi cay khac nhau, dic biét 1a trong méi trueong
nudc thai giau dinh dudng. Trong s6 cac ddi twong dugc nghién ciu, cac ching thudc
chi Spirulina va Synechocystis salina duoc quan tdm noi bat nho kha niang thich nghi
t6t v&i moi trudng giau dinh dudng, sinh truong 6n dinh va tiém nang tng dung trong
cac hé thong tich hop xu 1y nudc thai két hop thu hdi sinh khéi va polymer sinh hoc.
Nhitng dic tinh nay gop phan giam chi phi xt 1y, han ché nguy co nhiém tap va nang
cao tinh on dinh cuia cac hé théng nudi ngoai troi nhu raceway hoic photobioreactor
dang ong [16, 115].

1.3.3. Phwong phdp sin xudt va tiéu chi danh gidg chit lwong PHB

Trén co s& cac dic diém céu trac va tinh chat caa PHB d3 duoc trinh bay, viéc
lua chon chién luge san xuat phu hop cung véi hé tiéu chi danh gia chét lugng vat liéu
1a yéu t6 then chdt quyét dinh kha ning mg dung thyc tién ctia polymer nay. Do d6, noi
dung tiép theo tap trung 1am rd cic hudng tiép can trong san xuat PHB, dong thoi tong
hop cac phuong phap phan tich va tiéu chi danh gia chat lugng vat ligu.

Hién nay, san xuat PHB tir vi sinh vat duoc phat trién theo nhiéu hudng khac nhau,

trong do trong tdm la t6i vu hda ngudn carbon, diéu kién nuoi cay va co ché diéu hoa
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chuyén hoa nham nang cao hi¢u suat tich Ity polymer. Dya trén co ché trao doi chat, cac

hé san xuit c6 thé duoc chia thanh hai nhém chinh: hé di dudng va hé quang tu dudng.

Trong cac h¢ di dudng, qua trinh tich liiy PHB duogc kich hoat khi ton tai trang
thai mat can bang dinh dudng, cu thé 1a du thira ngudn carbon hitu co trong khi nitrogen
hoic phosphorus bi han ché. Piéu kién nay 1am gian doan sinh trudng té bao va thic
day chuyén huéng dong carbon vao con dudng dy trit duéi dang PHB. Mic du phuong
phap nay c6 uu diém vé ning suit tich lily cao va thoi gian nudi cay ngan, song viéc phu
thudc vao ngudn co chat hiru co tinh khiét va yéu cau kiém soat vo trung nghiém ngit

lam gia tdng chi phi san xuat va han ché kha ning mé rong quy mo [16].

Nguoc lai, cac hé quang ty dudng, dac biét l1a vi khuan lam, cho phép st dung
tryc tiép CO: va nang luong anh sang dé sinh truong va téng hop PHB, qua d6 gép phan
giam chi phi nguyén liéu va phat thai carbon. Trong cac hé nay, cac yéu té moi truong
nhu cuong do anh sang, trang thai dinh dudng, d0 man va ché d6 cung cép CO2 dong
vai trd quan trong trong viéc diéu khién qu4 trinh tich liiy polymer. Pang chu ¥, viéc sir
dung nudc thai 1am moi trudng nudi cdy khong chi cung cip ngudn dinh dudng sin co
ma con cho phép tich hop dong thoi giita xtr 1y 6 nhiém va san xuét vat liéu sinh hoc,
phtt hop véi dinh huéng kinh té tuan hoan.

Vé mit cong nghé, quy trinh san xuat PHB tir vi khuan lam thuong bao gdm ba
giai doan chinh: (i) nudi cdy sinh khdi trong diéu kién tdi wu nham dat mat do té bao
cao; (i) ap dung cac tac nhan gy stress dé kich thich tich lity PHB; va (iii) thu hoach,
chiét tach va tinh sach polymer. Trong dé, giai doan gay stress gitt vai tro quyét dinh,
do lién quan truc tiép dén co ché diéu hoa chuyén hoa nodi bao va hiéu suat tich lity PHB.
Hiéu qua cua toan bd quy trinh phu thudc khong chi vao dac tinh sinh hoc ctia chiing ma

con vao dicu kién van hanh va tuong tac vdi moi truong nuoi cay [115].

Dé d4nh gia chat lwong PHB, can két hop cac phuong phap phan tich nham xac
dinh ca cau trac héa hoc va ham lugng tich lity. Pho hong ngoai bién d6i Fourier (FT-
IR) dugc st dung dé nhan dién cac nhom chirc dic trung, dic biét 1a nhom carbonyl
(C=0) va lién két este (C—O—C), qua d6 xac nhan ban chat hoa hoc ctia polymer. Bén
canh d6, sac ky khi véi dau do ion héa ngon lira (GC-FID) 1a phuong phép pho bién dé
dinh lugng ham luong PHB trong sinh khéi, cho phép danh gia hiéu suét tich lily dudi
céc diéu kién nuoi cdy khac nhau. Su két hop giita cac phuong phap nay cung cap thong
tin toan dién vé ca cau tric va dinh luong cta vat lidu [2].

Ngoai ra, chat luong PHB con dugc danh gia thong qua cac dic trung vat liéu

nhu do tinh sach, khoi lugng phan tir, tinh chit nhiét va kha nang phan huy sinh hoc.
Céc tiéu chuan qubc té nhu ASTM D6400 va ISO 17088 dong vai tro 14 co so tham
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chi€u quan trong trong viéc danh gia vat li¢u nhya sinh hoc, dac biét doi vdi cac tng
dung y€u cau kha ndng phan huy hoan toan trong moi truong ty nhién. Viéc doi chiéu
cac dac trung cua PHB vi céc tiéu chuan nay cho phép xac dinh mirc d¢ phu hop ctua

vat li¢u do1 vai cac muc dich st dung cu theé.

Nhu vay, viéc két hop chién lugc san xuat hop 1y voi hé tiéu chi danh gia khoa
hoc khong chi gitip ndng cao hi¢u suét tich liiy ma con dam bao chat lvong PHB, tao co
s& cho viéc phat trién cac hé thong san xuat polymer sinh hoc tir vi khuan lam theo

huéng bén viing va c6 kha ning tng dung thyc tién.

1.4. Ung dung phwong phap thdng ké trong sang loc cac yéu té anh hwéng va toi
wu héa cic yéu té anh hwéng dén san xuit sinh khoi va PHB ciia vi khuan lam

Thiét ké Plackett—-Burman 1a phuong phap thiét ké thi nghiém sang loc, dugc
st dung nhiam xac dinh cac yéu té cd anh huong dang ké dén mot qua trinh hoac két
qua nghién ctu trong s nhiéu bién doc 14p tiém nang (X1, Xz, ..., Xn). Uu diém cua
phuong phap nay 1a sé lugng thi nghiém can thuc hién twong d6i it, gidp tiét kiém thoi
gian va ngudn luc nghién ctu. Sau khi tién hanh thi nghiém, céc bién phu thudc dugc
xéac dinh theo su thay d6i cua céac bién doc 1ap tai cac mic ma hoa —1, 0 va +1; két qua
duoc phan tich bing phuong phap phan tich phuong sai (ANOVA) dua trén gia tri p-
value nham xéac dinh c4c yéu t6 c6 anh hudong théng ké dén cac ham muc tiéu (Ya,
Y2,..., Yn). Trén co s& cac yéu té quan trong duoc lya chon tir thiét ké Plackett—
Burman, phuong phap bé mit dap tng (Response Surface Methodology — RSM) véi
thiét ké Box—Behnken (Box-Behnken design - BBD) duoc st dung dé ti uu hoa mirc
d6 cua cac yéu td anh huong chinh. Thiét ké Box—Behnken cho phép xay dung mo
hinh hoi quy da thirc bac hai (phuong trinh 1.1), mé ta méi quan hé giira cac bién doc
lap va ham muc tiéu, tir d6 xac dinh bo diéu kién téi wu dé ham muc tiéu dat gia tri cuc
dai théng qua cac phan mém théng ké chuyén dung nhu Statistica hodc Minitab.

Y=ﬂ0+iﬂixi+iﬂ“xf+22ﬁﬁxixj+g (1.1)

i<

Trong d6: Y 14 gi4 tri ham muc tiéu do duoc theo thi nghiém da thiét ké theo
phuong phap dap tng bé mat; p 1a cac hé sé cua phuong trinh, va Xiva Xj lan luot 12
muc khong duoc ma hda cua cac tham sé i va j; k 1a sé lwong céc yéu té nghién cau;
va ¢ 1a sai s6 thuc nghiém ngau nhién. Phan tich bé mat dap tmg duoc thuc hién bing
cach sir dung Minitab 18 (Minitab, LLC, Pennsylvania, M¥) dé xac dinh méi twong
quan théng qua hdi quy phi tuyén tinh. Tam quan trong ctia mdi bién duoc xac dinh
bang chi sb p-value c6 gié tri nhé hon 0,05.
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Trong nghién ctru t6i wu hoa diéu kién san xuat PHB boi vi khuan lam, thiét ké
Plackett—-Burman duoc ap dung nhiam sang loc va xac dinh céc yéu td hoéa — 1y — sinh
hoc ¢6 anh huong dang ké dén kha nang tich lily PHB trong s6 nhiéu bién tiém ning.
Trén co s& cac yéu td quan trong dugc lua chon, phuong phap bé mat dap (ng véi thiét
ké Box—Behnken duoc st dung dé t6i wu hoa mirc d6 cua cac yéu té nay, nham dat
ning suit PHB t6i da voi sé lugng thi nghiém tdi thiéu nhung van dam bao do tin cay
cia mo hinh [116-120]. Bic diém ndi bat cua thiét ké Box—Behnken Ia céc thi nghiém
duoc bd tri tai cac diém trung gian va cac diém trung tdm cua khéng gian thi nghiém,
khdng bao gom céc diém goc, qua dé gitp tranh cac diéu kién cuc doan co thé gay uc
ché sinh hoc hoac 1am mét 6n dinh hé théng. M&i bién doc lap dugc khao sat & ba muc
ma hoa (-1, 0 va +1), cho phép xay dung mé hinh héi quy da thirc bac hai dé danh gia
ddng thoi anh huong riéng 1€ va tuong tac giita cac yéu td. Tuy nhién, thiét ké Box—
Behnken khong duoc sir dung cho muc dich sang loc yéu t6, ma chi ap dung khi céc
yéu t6 quan trong da duoc xac dinh théng qua tong quan tai liéu hoic cac thi nghiém
sang loc ban dau nhu thiét ké Plackett—Burman. Hiéu qua cua céch tiép can két hop
Plackett-Burman va phuong phap bé mat dap ang di dwoc chang minh trong nhiéu
nghién ciru. Geethu et al. (2021) va Sachan et al. (2024) da sir dung thiét ké Plackett—
Burman dé x4c dinh cac yéu té anh huong chinh dén qua trinh tich lity PHA, sau do
t6i wu hoa biang phuong phap bé mit dap tng, gitp gia ting dang ké ham luong va
ning suat PHA/PHB thu duoc [121]. Nhiéu cong bd gan day ciing cho thay viéc két
hop thiét ké Plackett—Burman va RSM la cong cu hiéu qua dé sang loc va téi wu hoa
cac yéu té hoa hoc, vat ly va sinh hoc anh huéng dén ham lugng PHA/PHB san xuat
bai vi khuan lam va vi sinh vat, trong d6 budc sang loc dugc thuc hién trude, tiép theo
la t6i wu hoa cac yéu té quan trong nham nang cao hiéu suat tich lity PHA/PHB cua té
bao [116-120].

1.5. Phwong phap chiét tach, tinh sach va phan tich dic tinh vt li¢u PHB
1.5.1. Phwong phdp chiét tich, tinh sach PHB

Phuong phéap va quy trinh bién doi sinh khoi ctia vi khuan lam dé tach PHB tir té
bao ciing anh huéng dén hiéu suit caa qué trinh san xuat PHB. Chiét tich PHB chu yéu
st dung phuong phap héa hoc véi dung mdi nhu chloroform, tuy nhién ciing da co thu
nghiém sir dung phuong phap 1én men hdn hop hoic xu ly enzyme két hop dé tang hiéu
sut tach chiét va giam doc tinh méi trudng.

Thong thuong, qua trinh chiét va tinh sach PHB tir sinh khdi vi khuan lam c6 ba
bude co ban. Budc 1: loai bo chlorophyll bang cac dung méi nhu methanol hoic NaOCI.
Budc 2: chiét PHB tir trong sinh khéi cua vi khuan lam bang cac dung méi nhu chloroform
hodc dichloromethane c6 gia nhiét. Buéc 3: két taa chloform biang cac dung méi nhu
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diethyl ether hozc methol c6 xtr 1y lanh, sau d6 két tiia dugc rira véi dung moi acetone va
lap lai hoa tan trong chloroform/dichloromethane va két tinh lai véi ether hoac methanol
lanh [122]. Két qua dugc thu hoach bang ly tm/loc sau d6 say dong kho hoic giam ap dé
thu duoc PHB dang hat [2, 123-125].

Dung méi cta clo bao gdm chloroform hoic dichloromethane thuong dugc dung
dé chiét PHA/PHB tir sinh khéi vi sinh vat/vi khuan lam. Tuy nhién, mot s nghién ctru
méi st dung cac dung moéi c6 tinh bén viing va it doc tinh hon nhu 1,3-dioxolane cho
hiéu suit 89,7% cao hon 53,9% thu duoc khi sir dung chloroform [126-128]. Butyl
acetate & 103°C, trong 30 phut, ciing duoc phat hién 1a mot giai phap thay thé tét cho
dung méi halogen trong viéc chiét PHA/PHB tir C. necator, véi hiéu suét chiét 1a 96%,
d6 tinh khiét 1a 99% va trong luong phén tir cao hon cloroform [129].

Mot chién luge khac dé thu héi PHA 1a phan hily cac thanh phan té bao xung
quanh polymer. Kobayashi et al., (2015) di danh gia chat long ion 1-ethyl-3-
methylimidazolium methylphosphorusnate nhu dung méi thay thé dé hoa tan vi khuan
lam va thu hdi PHA bing cach loc va thu hdi hon 98% PHA bing phuong phép loc qua
mang [130]. Cac phuong phap sinh hoc khac ciing di duoc ap dung dé thu hdi PHA.
Murugan et al., (2016) da chiing minh tinh kha thi cta viéc thu hdi PHA bang cach sir
dung sau bot, chung an va tiéu hoa té bao khong phai PHA va bai tiét cac hat PHA c6
thé duoc l1am sach bang chét tay rira [131]. Qua trinh nay lam giam viéc st dung dung
mdi, hoa chit va tai st dung cac vat liéu té bao con lai khong phai PHA dé nuoi giun,
day co thé 12 ngudn protein thay thé cho thtrc an chin nudi. Str dung phuong phap nay,
PHA di dugc chiét xuat tir C. necator vai do tinh khiét 100% va trong luong phén tir 13
240 kDa [129]. Bdellovibrio bacteriovorus Bd3709 bién d6i gen ciing duogc sir dung dé
thu hoi PHA véi hiéu suit 80% tir vi khuan di dudng [132]. Nhing vi khuan nay c6
trude vi khuan gram am, giai phong cac hat PHA vao mdi trudng nudi cdy. Cac enzyme
nhu protease cling hira hen s& phan huy phan protein cta té bao vi tao va tao ra hat PHA
tu do, vi ching rat dic hiéu voi protein va su dung cac diéu kién nhe nhang, tao ra tde
d6 phan tmg cao v6i it hu hong san pham. Vi du, st dung 2,0% bromelain trén mot khdi
luong sinh khéi, 88% PHA duoc thu hdi véi do tinh khiét 1a 66% tir Ralstonia eutropha
DSM545 [133].

Bén canh viéc phat trién cac phuong phép chiét tach PHA phi hop cho vi khuan
lam, can dic biét chd trong dén anh hudng caa quy trinh chiét dén cau trdc hoa hoc, khoi
lwong phan tir va tinh chét vat Iy caa polymer, vi cac yéu t nay quyét dinh truc tiép chat
luong va kha ning ung dung cua vat liéu sau thu hoi. Khéng chi hiéu suét thu hoi, ma
ham lugng PHA ndi bao ciing déng vai tro then chdt dbi voi do tinh khiét va hiu qua
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chiét xuat; ham lwong PHA thap thuong lam ting tap chat té bao, doi hoi xur Iy manh
hon, dan dén chi phi cao va suy giam chat lugng san pham.

Hiéu qua chiét va thu hdi PHA/PHB phu thudc vao nhiéu thdng sé nhu loai dung
mdi, nhiét 4o, thoi gian chiét, ty 1& dung méi/sinh khdi, dic tinh sinh khéi va phuong
phap tién xtr ly [134]. Do d6, can tdi wu ddng thoi diéu kién nudi cdy nham nang cao
ham lugng PHA noi bao va khao sat ¢ hé thong cac thdng sé chiét dé xac dinh t6 hop
t61 wu, dam bao thu hdi polymer véi hiéu suét va do tinh khiét cao.
1.5.2. Phuwong phap nghién ciru ddc tinh cua vdt liéu nhwa sinh hoc PHB

Vit liu nhya PHA/PHB tich lily trong té bao vi khuan lam thuong dwoc soi va
nghién ctru bang kinh hién vi huynh quang. Vi khuan lam tich luy PHB dugc xac dinh
bang phuong phap nhudém véi hai loai thuéc nhuom khéac nhau, Sudan black B va Nile
blue A. Béi véi Sudan black B, c4c té bao vi khuan lam phét trién dén giai doan logarit
duoc thu hoach, ¢é dinh nhiét trén lam kinh sach, khdng dinh dau mé& va xir 1y véi vai
giot Sudan black B (0,3% Sudan black B trong etanol 70%). Sau 5-10 phut, cac lat
duoc ngam trong xylen cho dén khi khir ion hoan toan (khoang 10 gidy), sau d6 duoc
nhudém bang dung dich safranine (0,5% trong nudc) trong 10 gidy trude khi rira nhe
bang nuéc. Céc phién kinh duoc dé kho va sau dé duoc kiém tra bang thau kinh ngam
dau. Pé nhuom Nile blue A, hoa tan 1 mg Nile blue A trong dimetylsulphoxit (1 mL)
dé thu duoc dung dich nhuoém. Hai giot dung dich nhuém dugc thém vao 200 pL hén
hop vi khuan lam, sau d6 duoc ¢ & 55°C trong 10 phit. Té bao dugc chuyén sang lam
kinh va quan sét bang kinh hién vi huynh quang ¢ budc song kich thich 450-490 nm.
Vi khuan lam san sinh PHB dugc phat hién khi quan sat thay céc hat mau den véi mau
Sudan black B va céc hat mau cam huynh quang ruc r& vai mau Nile blue A sau khi
nhuom [2].

- Ham luong ciia PHA/PHB trong sinh khéi vi khuan lam hozc vi sinh vat duoc
nghién ctru bang phuong phap sac ky khi [135-137].

- CAu trac cia PHA/PHB duoc phan tich va nghién cru bang may cong huong tir
hat nhan phé *H-NMR va C-NMR trén may trong dung mdi trong dung mdi CDCl; &
nhiét do phong [2].

- Khéi lugng phan tir PHB: Khéi lwgng phén tir trung binh s6 (Mn), khéi lugng
phan tir trung binh khéi (Mw) va chi s6 phan bd khdi lugng (Mw/Mn) duogc xac dinh
bang thiét bi sic ki tham thau gel (GPC) [138, 139].

- Nhém chire cia PHB duoc phan tich bang quang phd hong ngoai bién doi
Fourier (FT-IR) [2];

- Pac tinh nhiét cua PHB dugc phan tich bang cac may phan tich nhiét lugng
(TGA) [140-142].
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1.6. C4c nghién ciru wng dung vi khuin lam trong sin xuit nhya sinh hoc tir nwée
thai trén thé giéi va tai Viét Nam

1.6.1. Nghién ciru veng dung vi khudn lam trong sdan xudt nhwa sinh hoc tir nwoc thai
trén Thé gidi

Trong nhitng nim gan day, viéc tng dung vi khuan lam trong xt 1y nuéc thai
ddng thai két hop san xuat nhya sinh hoc PHB da thu hit sy quan tdm manh mé. Céc
nghién cizu cho thay vi khuan lam khéng chi loai boé dinh dudng (N, P) hiéu qua ma con
c6 kha nang tich liiy PHB trong diéu kién thiéu hut dinh dudng, dac biét khi nudi trong
moi trrong nudc thai.

Troschl et al., (2017) da khang dinh kha ning cua cac loai Synechocystis sp.,
Synechococcus sp., va Aphanothece sp. trong tong hop PHB, nghién ctu d tién hanh
san xuat PHB & quy md 200 L va dat ning suét Ién téi 12-20% trong luong kho té bao
trong diéu kién tdi wu, qua d6 chitng minh kha nang thwong mai hoa san pham tir vi
khuan lam [143]. Kamravamanesh et al., (2017) d4 tién hanh nudi cay Synechocystis sp.
PCC 6714 trong hé théng phan tng quang sinh hoc véi diéu kién thiéu hut nitrogen va
phosphorus. Két qua cho thay su tich liiy PHB dat 16,4 + 2% trong luong khé té bao vao
ngay thir 15 cua giai doan thiéu hut dinh dudng [61]. Markl et al., (2018) ciing khang
dinh loi thé kinh té caa vi khuan lam nho tan dung &4nh sang mat troi va CO2, giam chi
phi so véi vi khuan di dudng [144].

Gan day, nhiéu nghién ctru dd md rong ung dung trén cac loai nudc thai khac
nhau. Gomes Gradissimo (2020) danh gia tiém nang xir Iy nude thai thuc pham bang vi
khuan lam [145]. Nattawut Krasaesueb et al., (2019), chiing Synechocystis sp. dugc nudi
trong nude thai giau NHs* va PO43> da cho hiéu suét loai bo chét dinh dudng 13 96,99%
d6i v6i phosphate, 80,10% ddi voi nitrate (NOs), 67,90% dbi véi nitrite (NO2) va
98,07% doi voi ammonium (NH4*) [146]. Piéu nay chirmg minh tiém nang cta vi khuan
lam trong xir 1y sinh hoc nudc thai d6 thi va cong nghiép. Vi khuan lam c6 kha nang tich
lity PHB trong diéu kién thiéu dinh dudng (nhu nitrogen, phophours) hoéc thira carbon.
Synechocystis sp. PCC 6803, Spirulina platensis, Nostoc muscorum 1a nhirng chiing phd
bién d3 duoc nghién ciru trong san xuat PHB [143].

Panda et al., (2020), ham luong PHB c6 thé dat dén 10-15% trong luong kho té
bao (CDW) trong diéu kién téi wu [147]. Nghién ciru do Koch et al., (2020) thuc hién
nham t6i da hoa ham lwong PHB trong Synechocystis sp. PCC 6803 théng qua chién
lugc ky thuat di truyén két hop diéu kién nudi cay téi wu [123]. Cu thé, khi sir dung k¥
thuat di truyén dua cac gen phaA va phaB tir Cupriavidus necator vao Synechocystis sp.
PCC 6803, duéi su diéu khién cua promoter manh PpsbA2. Két qua, ham luong PHB
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tang vuot bac tir 15% (chang tu nhién) 1én 63% CDW sau 3 tuan nudi trong diéu kién
thiéu N va P, sinh khéi dat 1,2 g/L va hiéu suat chuyén hda carbon ~27% [123, 148].

Bén canh bién d6i gen, nhiéu nghién cru t6i wu hoa diéu kién méi trudong da dat
két qua dang cha y. Meixner et al., (2022) ching minh stress do do man kich thich tong
hop PHB, vai gia tri 6,98% CDW tai 4% NaCl sau 42 ngay [16]. Gracioso et al., (2021)
ghi nhan chung Synechocystis tir rieng ngap man tich 1y toi 31% PHB dudi anh séng
manh [60]. Cac yéu té nhu ngudn carbon, nitrogen, phosphorus, anh sang va nhiét do
déu duoc ching minh anh huéng manh téi hiéu suat PHB.

Vé g dung nudc thai, nhiéu loai ngudn da duoc thir nghiém: sinh hoat, thuy
san, thuc pham va dét nhuom. Céac chung Anabaena, Nostoc, Oscillatoria va
Phormidium thé hién kha nang thich nghi tét, duy tri hiéu qua xir 1y dinh dudng va tich
lity PHB 6-10% CDW [57]. Afreen et al., (2021) ciing khing dinh tiém ning két hop xu
Iy nuéc thai cong nghiép véi san xuat PHB, khi Oscillatoria va Anabaena dat 8-10%
CDW [149].

O quy moé thi diém, Senatore et al., (2023) nudi Synechocystis sp. trong nudc thai
thir cap tai hé phan tng 30 L, dat PHB 4,8% sau 7 ngay thiéu N va P [54]. Cac nghién
ciru m&i hon cua Grivalsky et al., (2024) thir nghiém tai ho ngoai troi cho thay kha nang
loai bo 72% tong nitrogen va 67% tong phosphorus, dong thoi tich ity 23,4% PHB [59].
Céc chung vi khuan lam nhu Synechocystis, Nostoc, Spirulina va Anabaena da duoc
ching minh ¢6 kha ning tich lity PHB trong diéu kién thiéu nitrogen hoac phosphorus,
dic biét khi du thira ngudn carbon. Nhiéu nghién ctu ghi nhan ham luong PHB dat 6—
10% trong luong kho té bao. Véi sy phat trién cua sinh hoc phan tu, cac chién luoc cai
tién di truyén da giup ning cao hiéu suat téng hop PHB. Dién hinh 12 viéc bién nap cum
gen phaABC tir vi khuan di dudng vao Synechocystis sp., gitp ting gip doi san lwong
PHB so véi chang tu nhién. Mot bao cdo toan dién nam 2024 vé “Third-generation
biomass for bioplastics” (sinh khdi thé hé thu ba) ciing khang dinh tiém ning cua Vi
khuan lam nhu nguén sinh khéi mai cho san xuat nhya sinh hoc [150, 151]. Tuy vay,
c4c thach thuc 16n van ton tai, bao gdom téc do sinh truong cham, ham luong PHB con
thap, quy trinh chiét tach — tinh sach phirc tap va chi phi san xuét cao khi ma rong quy
mo [122].

Mot nghién ciru gan day ciia Artai Lage et al., (2025) di danh gia kha ning san
xuat PHB ciia cac chiing vi khuan lam phan 1ap tir ngudn nudc tu nhién nham tng dung
trong md hinh xtr 1y nuéc thai sinh hoat sau xtr 1y tha cap. Két qua cho thay
Synechocystis sp. va Leptolyngbya sp. co thé tich liiy PHB ¢ mtc 3,1% va 2,9% trong
luong kho té bao khi bd sung acetate. Tuy nhién, thanh phan phtic tap clia nudc thai

khién hiéu suat tich Ity thap hon so vi moi truong chuan. Du con han ché, nghién ctru
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da cung cép co s khoa hoc quan trong, khang dinh tiém nang phat trién mo hinh xir ly
nudc thai két hop thu hoi sinh khoi dé san xuat nhua sinh hoc PHB theo hudng bén viing
va than thién véi moi truong [152].

Mic du nhiéu nghién ctru qudc té da chimg minh tiém ning tich hop xir Iy nudc
thai voi san xuat PHB bang vi khuan lam, viéc trién khai & quy mé thwong mai van gip
nhiéu han ché k§ thuat va kinh té. Ham luong PHB tich liy con thip so véi vi khuén di
dudng (thuong < 25% khdi lugng kho), toe do sinh truong chdm lam giam ning sut tong
thé, va hé thdng nudi ngoai troi kho kiém soat do bién dong méi trudng va nguy co nhidm
tap. Bén canh d6, phan 16n nghién ctru méi ding ¢ quy mé phong thi nghiém, chua danh
gia day du cac diéu kién toi wu trong nudc thai thuc té. Chi phi thu hoach sinh khdi va
chiét tach PHB con cao, trong khi thiéu cac hé théng va quy trinh dong bo & quy mé 16n,
can trg viée xay dung chudi cong nghé khép kin va hiéu qua.

Tong quan cac cong trinh nghién ciru quéc té trong nhitng nam gan diy da khang
dinh tiém ning tng dung vi khuin lam trong viéc két hop xir Iy moi trudng voi san
xudt vat liéu sinh hoc phan huay sinh hoc. Pé hién thuc hoa muc tiéu phat trién bén
vitng va giam thiéu 6 nhiém nhuya, cac dinh huéng nghién ctru twong lai can tap trung
vao cac ndi dung sau:

- Tuyén chon va cai tién chung vi khuan lam c6 ning suat PHB cao thong qua k¥
thuat tién hoa thich nghi hoic cong nghé sinh hoc phan tir dé ting hiéu suat tich lity PHB.

- T6i wu hoa diéu kién moi trudng nhu: nhiét do, anh sang, pH, ty 18 chat dinh
dudng C, N, P va cac chat kich thich sinh hoc.

- Phat trién quy trinh thu hdi PHB hiéu qua, tiét kiém nang lugng va than thién
v6i méi truong. Xay dung mé hinh san xuit tich hop ¢ quy mé pilot hodc cong nghiép
theo dinh hudng kinh té tuan hoan.

Nhitng két qua dat duoc va thach thic ton tai da khang dinh vi khuan lam 1a ddi
tugng tiém ning trong cong nghé sinh hoc méi truong, véi kha ning giai quyét dong
thoi hai van dé toan cau: & nhiém nudc va 6 nhiém nhua c6 ngudn géc hoé thach. Do
d6, nghién ciru tng dung vi khuan lam trong xir 1y nuéce thai két hop san xuét nhua sinh
hoc nhu PHB dugc ky vong s€ tro thanh mét trong nhitng hudng di wu tién trong phat
trién kinh té sinh hoc bén viing.

1.6.2. Nghién civu teng dung vi khudn lam trong sdn xudt nhiea sinh hoc tiv nwéc thdi
tai Viét Nam

Trong bdi canh phét trién kinh té tuan hoan va bén viing, viéc két hop xir Iy nudc
thai voi thu hoi sinh khéi vi sinh dé san xuat nhya sinh hoc PHB dang nhan duoc su
quan tdm ngay cang 16n. Tai Viét Nam, vi tao va vi khuan lam da dugc nghién ciu va
g dung twong ddi rong rai trong xu 1y nudc thai, bao gom nudce thai sinh hoat, nuée
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thai chan nudi, cling nhu nuéc thai céng nghiép polymer va hoa chat, trong d6 cac ching
nhu Chlorella sp. cho thay hiéu qua loai bo chat 6 nhiém va kha ning thich nghi tot
trong diéu Kién moi truong khac nhau [153-160]. Cac nghién ctru trong nudc bude dau
tap trung vao viéc phan l1ap, tuyén chon va nudi cay cac chang vi khuan lam va vi sinh
vat ban dia c6 kha ning sinh truéng trong moi truong nudce thai, dong thoi danh gia tiém
nang tich liy PHA/PHB. Ngudn mau nghién ciru ngay cang da dang, bao gém ao ho,
ruong IGa, ving ven bién va méi trudng nuwdc man, nham ma rong phé thich nghi va kha
ning ung dung. Gan day, ching Salinicola sp. TSLT21 phan I1ap tir Quan dao Trudng Sa
duoc ghi nhan c6 kha ning tich lily PHA dat 30,9% sinh khéi kho va chiu man dén 12%,
véi diéu Kién sinh trusng t6i wu & 30°C, pH = 7 va NaCl 7% [161].

Song song véi huéng nghién ciru trén vi khuan lam, nhiéu cong trinh trong nuéc
cling khai thac nuéc thai giau carbon tir ché bién thyc pham (ban, banh trang, ha tiéu)
dé nudi cac chung vi khuan di dudng nhu Cupriavidus necator, Alcaligenes latus va
Bacillus megaterium, nham giam chi phi nguyén lidu, dong thoi dat hiéu qua xt ly COD
va chat dinh dudng cao [162, 163]. Trong nghién ctiru caa H6 Ky Quang Minh cho thay
hai chiing Bacillus pumilus NMG5 va B. megaterium BP5 ¢6 kha nang tich liiy PHB 1an
luot dat 42,28% va 41,19% khéi lugng kho té bao sau 48 gid, dong thoi loai bo COD
tGi khoang 98%, tong nitrogen va tong phosphorus dat trén 80% [164].

Tuy nhién, xét riéng d6i vai vi khuan lam, cac nghién cau tai Viét Nam vé kha
nang tich lily PHA/PHB van con han ché va chii yéu tap trung vao khia canh xir Iy nudc
thai. Cac nghién cau vé sinh tong hop, thu héi va tinh sach PHB tir sinh khdi vi khuan
lam méi dirng & mrc khao sat ban dau, chua hinh thanh duoc quy trinh céng nghé chuan
hoa tir nudi cay — thu sinh khéi — chiét tich PHB. Bén canh do, su lién két giita cac nhom
nghién ciru, co s& diao tao va doanh nghiép con han ché, ciing véi nhitng khé khan vé
trang thiét bi, kinh phi va sb luong cong bb quéc té. Mac du vy, xu hudng tich hop xir
1y nudéc thai véi thu hdi sinh khdi vi khuan lam dé san xuat nhya sinh hoc PHB dang
ngay cang dugc quan tam, cho thay tiém niang ang dung phl hop véi diéu kién thuc té
cua Viét Nam va dinh huéng phat trién kinh té tuan hoan, bén viing trong tuong lai.
1.6.3. Ddnh gid tong quan cdc nghién civu trén Thé gidi va tai Viét Nam

Tir viéc tong hop va phan tich cac cong trinh nghién ctru da cong bé trén Thé gigi
cling nhu tai Viét Nam c6 thé nhan thay rang, mac di vi khuan lam da dugc quan tam
nghién ctru nhu Mot ddi twong tiém ning cho tich liy PHB, song cac két qua hién co
van chua dap tng day du yéu cau vé hiéu qua sinh trudng va ning suat san pham.

Céc cong trinh nghién ctru trong va ngoai nude déu thong nhat rang ton tai moi
quan hé danh déi giita tbc do sinh trudng va kha ning tich liy PHB cua vi khuan lam:
cac chung co tdc do sinh trudng nhanh thudng tich liy PHB & muc thap, trong khi céc
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chung c6 kha nang tich lity PHB cao lai sinh truang cham. Tuy nhién, cac nghién ciu
nham tim kiém su can bang t6i wu giita hai qué trinh nay hién van con rat han ché.
Nguyén nhan chu yéu cua mau thuan nay xuét phét tir co ché tich lity PHB, vén thuong
duogc kich hoat khi vi khuan lam roi vao trang théi thiéu hut dinh dudng, dac biét Ia
nitrogen hoic phosphorus. Mic du diéu kién nay thuc day qué trinh tich liiy PHB, nhung
d6ng thoi lai tc ché sy phan chia té bao, lam giam sinh khéi va dan dén ning suat PHB
tong thé thap. Do d6, viéc nang cao ning suit PHB & vi khuan lam van 1a thach thic
I6n, va cac nghién ctru vé tuyén chon chang c6 kha ning tich lily PHB cao nhung van
duy tri dugc toc do sinh truong tot chua dugc thuc hign mot cach h¢ théng.

Tai Viét Nam, cac nghién ciru vé vi khuan lam nhin chung con & giai doan dau,
chu yéu tap trung vao khao sat, phan lap va mo ta dic diém hinh théi, phan loai. Céc
nghién ciru danh gia kha niang tong hop PHB cua cac chang vi khuan lam ban dia con
rat han ché, dac biét 1a cac nghién cau tiép can theo hudng tich hop giita sinh truaong
sinh khéi va tich liiy PHB. Hién chua c6 nhiéu cong trinh danh gia déng thoi cac yéu to
quan trong bao géom tdc do sinh truong, kha ning thich nghi méi truong va ham lugng
PHB trong cuing mot chung vi khuan lam. Bén canh d6, mac du vi khuan lam duoc biét
dén voi kha nang thich nghi cao, cic nghién ctru trong nude chua tap trung nhiéu vao
viéc tuyén chon cac ching c6 kha ning sinh truong 6n dinh trong méi trudng nudce thai
Vv6i ndng d6 dinh dudng bién dong. Pong thoi, cac cong bd vé phuong phap tach chiét
PHB tir sinh khéi vi khuan lam theo huéng hiéu qua, chi phi thap va ph hop véi diéu
kién ky thuat trong nuéc con rat it. Nhitng han ché nay cho thay sy thiéu hut dit liéu
khoa hoc toan dién, ddng thoi dat ra yéu cau can cd cac nghién ciru chuyén sau va co
tinh hé théng hon trong thoi gian téi.

Pic biét, cac nghién ctru két hop nudi cay vi khuan lam vai xir Iy nuéc thai trén
Thé gioi ciing nhu tai Viét Nam hién con rat han ché. Phan 16n céc cong trinh méi ding
lai & viéc danh gia kha nang thich nghi ctia vi khuan lam véi mot s6 diéu kién moi truong
riéng Ié nhu anh sang, nhiét do hodc do man, trong khi chua chu trong dén viéc &p dung
cac ap luc chon loc truc tiép nham dinh huéng va nang cao kha ning tich lity PHB trong
qua trinh nudi ciy, dac biét trong mdi trudng nudc thai.

Trén co so phan tich, tong hop cac két qua nghién ctru di cong bd trong va ngoai
nudéc, luan an duoc dinh hudng tap trung vao viéc tuyén chon céc chung vi khuan lam cé
kha ning thich nghi tét voi diéu kién moi trudng bién dong, dong thoi tdi uu hoa cac diéu
kién nudi cdy nhim nang cao hiéu suét tich liiy PHB ma khong lam suy giam déng ké toc
d6 sinh truang sinh khdi. Cach tiép can nay nham gép phan lam rd tiém ning cua vi
khuan lam khong chi & kha ning xir Iy cac hop chat & nhiém trong nuwéc thai ma con &
kha ning tao ra sinh khdi cé gid tri gia ting cao dudi dang nhua phan hay sinh hoc PHB.
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Tir cac nhan dinh d6, luan &n tién hanh tng dung chung vi khuan lam dugc tuyén
chon trong hé thong xur 1y nuéc thai sinh hoat, két hop thu héi sinh khéi giau PHB, qua
d6 danh gia kha nang tich hop dong thoi hai muc tiéu: xir Iy moi trudng va san Xuat vat
liéu sinh hoc. Cach tiép can nay gop phan dé xuat mot hudng di méi trong phat trién
cdng nghé sinh hoc xanh, pht hop véi dinh huéng kinh té tuan hoan va phét trién bén
vitng. Bén canh y nghia khoa hoc va thuc tién, cac noi dung nghién ctu cua luan an
dugc xay dung trén co s¢ nhan dién c6 hé thong cac khoang trong nghién ciru con ton
tai trong cac cong trinh da cong bd, bao gom: thiéu cac nghién cau tich hop giira sinh
truong — tich lity PHB - kha ning thich nghi méi truong; thiéu dir liéu danh gia kha ning
nudi cay vi khuan lam trong nuéc thai khdng tiét trung; cling nhu han ché vé cac phuong
phap danh gia va thu hoi PHB phu hop véi diéu kién k§y thuat trong nuée. Do do, luan
an ky vong gop phan bé sung co so dit liéu khoa hoc va dé& xuét cac giai phap kha thi
cho viéc tng dung vi khuan lam trong xir Iy nudc thai két hop san xuat nhwa sinh hoc
tai Viét Nam.

40



CHUONG 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i tuwong, hoa chét va thiét bi nghién ciru
2.1.1. Péi twong nghién civu

i) Vi khuan lam

Trén co sé tong quan cac nghién ctru trong va ngoai nudc vé tng dung vi khuan
lam trong xir Iy nuéc thai va tich lily polymer sinh hoc, ddng thoi xuat phat tir muc tiéu
xay dung md hinh tich hop xir Iy nudc thai sinh hoat va thu héi sinh khéi cé gia tri, luan
an lya chon ba chung vi khuan lam gom S. salina M8, Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4
1am d6i twong nghién ctu.

- Vi khuan lam S. salina M8 (m4 truy cap PV368867) la chung méi, duoc phan
lap tir méi trudng nudc ndng nghiép ¢ Viet Nam va Iy tir bo suu tap giong duoc luu
giir va nudi cay tai Phong Vat liéu tién tién, Vién Hoa hoc, Vién Han Lam khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam (s 18 Hoang Quédc Viét, Ha Noi). Ching nay duoc lya chon nhiam
dai dién cho nhém vi khuan lam don bao c6 kha ning thich nghi véi diéu kién moi
truong bién dong, phd hop cho cac nghién ctru danh gia sinh truong, xa 1y dinh dudng
va tich lily polymer sinh hoc trong hé théng nuéc thai.

- Vi khuan lam Spirulina sp.2, Spirulina sp.4 la cac chung vi khuan lam dang soi,
duoc luu gitr tai Phong Vat liéu tién tién, Vién Hoa hoc, Vién Han Lam khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam (s6 18 Hoang Quéc Viét, Ha Noi). Cac ching nay duoc lua chon
nham dai dién cho nhém vi khuan lam dang soi ua kiém, ¢ kha ning tao sinh khoi
nhanh va thuan lgi cho qué trinh thu hdi sinh khéi trong céac hé théng xtr Iy nudc thai.

Viéc lya chon dong thoi céc ching vi khuan lam don bao (S. salina M8) va dang
soi (Spirulina sp.2, Spirulina sp.4) cho phép danh gia mot cach hé théng anh huong cua
dic diém hinh thai — sinh 1y dén kha ning sinh truéng, xa ly nitrogen va phosphorus,
cling nhu tiém niang tich lity PHB trong diéu Kién nudc thai sinh hoat. Sy khéc biét vé
dac tinh sinh hoc gitra c&c ching 1a co so khoa hoc cho viéc so sanh, lya chon chang vi
khuan lam phi hop va dé xuat dinh hudng &ng dung trong mé hinh tich hop xu 1y nuéc
thai va thu hoi san pham sinh hoc theo huéng phat trién bén viing.

Hinh thai caa céc chang vi khuan lam dugc st dung 1am nghién ctu thuc nghiém
duoc thé hién dusi Hinh 2.1.

41



2 %905 en

Hinh 2.1. Hinh thdi ciia vi khuén lam: Spirulina sp.2 (A), Spirulina sp.4 (B)
va S. salina M8 (C-D)

il) Nuoc thai sinh hoat

Nudc thai sinh hoat dugc thu thap tai cng thoat nuéc thai ciia khu dan cu thudc
ngd 66 phd Triéu Khuc, phuong Thanh Xuan Nam, quan Thanh Xuén, thanh phé Ha
Noi vao ngay 25/12/2023 (nay l1a phuong Thanh Liét, thanh phd Ha Noi), trong diéu
kién nhiét do moi truong 23°C va 6 am khong khi 72,5%. Vi tri iy mau dugc xéac
dinh bang hé toa d6 phing vdi toa dd X = 2.321.500 va Y = 594.624.

2.1.2. Ho4 chit

- Mbi truong chuan BG-11 dé nudi vi khuan lam S. salina M8. Thanh phan hoé
hoc trong 1 lit méi trudng chuan BG-11 bao gom: NaNO;s (1,5 g/L); KoHPO4 (0,04
g/L); Citric acid (0,006 g/L); MgSO4-7H20 (0,075 g/L); CaCl-2H20 (0,036 g/L); Ferric
ammonium citrate (0,006 g/L); EDTA (0,00 1g/L); Hon hop vi luong - kim loai (mix
A5): H3BO3: 2,86g/L; MnCl,.4H20: 1,81 g/L; ZnSO4.7H20: 0,222g/L; Na2M0O4.2H-0:
0,39g/L; CuS04.5H20: 0,079g/L; Co(NO3)2.6H20: 0,049 g/L. Méi truong BG-11 co ty
¢ N/P = 35:1.

- Méi tredng chuan Zarrouk dé nudi vi khuan lam Spirulina sp.2, Spirulina sp.4.
Thanh phan hod hoc trong 1 1it méi trudng chuan Zarrouk bao gom: NaHCOs 16,80 g;
K2HPO4 0,50 g; NaNOs3 2,50 g; K2SO4 1,00 g; NaCl 1,00 g; MgSO4-7H20 0,20 g;
EDTA-Naz-2H,0 0,08 g; CaClz-2H20 0,04 g; va FeSO4-2H20 0,01 g; Hon hop vi lwong
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- kim loai (mix A5): H3BOz3: 2,869/L; MnCl».4H,0: 1,81 g/L; ZnSO4.7H20: 0,222g/L;
Na:M0O4.2H20: 0,39g/L; CuS04.5H,0: 0,079g/L; Co(NOs3)..6H-0: 0,049 g/L.

- Céc hoé chat phan tich dic tinh cua vat liéu nhya sinh hoc PHB: Cloroform
loai phan tich, natri hypoclorit, metanol va cac chat chuan PHB dugc mua tir Merck
KGaA (Darmstadt, Durc). T4t ca cac thudc thir loai phan tich con lai dwgc mua tir cac
nha cung cip duoc chitng nhan va sir dung nguyén trang, do tinh khiét 95%. Diéu nay
dam bao tinh nhat quan cua thudc thtr va giam thiéu sy bién d6i trong quy trinh chiét
xuat, tinh ché va phan tich PHB (Chi tiét danh muc cac hod chat can thiét trong thuc
nghiém dwroc trinh bay trong Bang 1.1, Phy luc 1).

2.1.3. Thiét bj thi nghi¢m

- May may quang phd UV/Vis (U-2900/2910, Shimadzu, Tokyo, Nhat Ban):
dung dé xac dinh sy sinh truéng va phat trién caa vi khuan lam.

- May sic ky khi Agilent 8890 GC (Agilent Technologies, Santa Clara, M),
trang bi cot mao quan HP-5 va dau do ion hoa ngon Itra (FID), dung dé dinh lwong ham
luong PHB.

- May cong huodng tir hat nhan NMR 600 MHz (Avance NEO 600 MHz, Bruker,
Massachusetts, M), ding dé phan tich phd 'H-NMR va 3C-NMR nham xac dinh cu
truc hoa hoc ciua PHB.

- Thiét bi sac ky tham thau gel GPC (Viscotek TDA302), dung dé xac dinh khéi
luong phan tir trung binh sb (Mn), khéi luong phan tir trung binh khdi (Mw) va chi sd
phan b khéi lwong (Mw/Mn) ciia PHB.

- Méy quang phd hong ngoai bién d6i Fourier FT-IR (Spectrum Two FT-IR
Spectrometer, PerkinElmer, Anh), dung dé phan tich cac nhém chirc dic trung ciia PHB

- Thiét bi phan tich nhiét trong luong TGA (Labsys TGA1600, SETARAM,
Phép), dung dé danh gia dic tinh va do on dinh nhiét cia PHB.

- May ly tam lanh (Model Z206A, Hermle Dtic) dung dé thu hdi sinh khéi vi
khuan lam.

- Tt 4m, chiéu sang va hé thong nuoi ciy quang sinh, ding cho nudi cay va danh
gi4 sinh truong vi khuan lam.

- Méy siéu am (Ultrasonic Cleaner, Anh): dung dé hd trg phé v té bao vi khuan
lam, chiét PHB

- Méy do pH, may do nhiét d5, may do cuong do anh sang va hé thong suc khi
(Han Qudc) dung dé kiém soat cac diéu kién nudi cy.

(Chi tiét danh muc céc thiét bj trong thiec nghiém duwoc trinh bay trong Bang
1.2, Phu luc 1).

2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Phwong phdp nghién ciru thuc nghiém
So db tom tit nghién ctru thue nghiém dwgce mé ta chi tiét cac bude tai Hinh 2.2
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VKL Spirulina sp.2, Spirulina sp.4 VKL S. Salina M8
( Méi truong chuan Zarouk) (Moi trudng chuan BG-11)

|

Lua chon VKL sinh truong nhanh
va tich luy PHB cao trong sinh khéi

/o)
Thiét ké Placket — Buman +
Box - Benken
- - - Xay dung phuong
Moi truc‘mg Toi vu hoa cac diéu klél"l hoéd I)’/ anh hu(mg dén ‘ trinh h6| quy sinh
chuin BG-11 qua trinh sinh trudong va tich lily PHB cua VKL khéi kho va tich luy

+ VKL l PHB

(@ D :
Kh'flOASét anh huong c\ﬁa diéAu,kién ,méi t1:u<‘fng Anuc‘Ji Pidu kién t6i wu trong
Nudéce thai (ty Ig C:N:‘P, pH, cuong do anh sang, ty I¢ giong nuéc thai khong tiet
sinh hoat + ban dau, dieu Kié¢n nudc thai) dén sinh truong, tich ‘ tring: ty & C:P:N =
VKL luy PHB va hiéu qua xtr Iy nudc thai sinh hoat cua 70:7:1, pH = 7, cudng
VKL véi quy mé phong thi nghiém do anh sang 13.500,
ty 1é giréng 0,5 g/L
G ) l (sinh khéi kho)
Ung dung thir nghiém VKL lva chon dé thu hoi
sinh khdi PHB va xir Iy nudc thai sinh hoat [
trong hé théng quang sinh dang 6ng véi quy mo Nudc sach sau
30 L ngoai troi xu ly
Thu hai sinh khéi VKL
Dung moi
chloroform
[9)
Vit liéu nhya sinh hoc PHB Dung moi thura Chl'l’?.
chiét suat tir VKL chloroform sau chiét

]

Phén tich dic tinh ciu trac hoa ly, dic tinh nhiét
cua vat liéu nhua sinh hoc PHB chiét suét tir

¥

Thu hdi chloroform

Hinh 2.2. So' do trinh tw nghién civu thu hoi sinh khéi, san xudt vét liéu nhwa sinh
hoc PHB két hop xir Iy nwoc thdi sinh hoat bang S. salina M8
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2.2.1.1. Phwong phdp nhan giong vi khudn lam

- Gibng cap 1: Vi khuan lam S. salina M8 duoc bao quan trén méi trudng thach,
Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4 nudi luu giit trong moi truong Zarrouk, sau do duoc cy
chuyén vao 20 mL mdi trudng chuan thich hop (BG-11 cho S. salina M8 va Zarrouk
cho Spirulina sp.2, Spirulina sp.4). Cac chung dugc nudi trong binh tam giac 100 mL,
dat trén may lic ¢ téc do 150 vong/phat, chiéu sang lién tuc 4500 lux trong 7 ngay dé
tao giéng phét trién dat ndng d6 sinh khéi > 1,0 g/L.

- Gidng cap 2: Cac chung S. salina M8, Spirulina sp.2, Spirulina sp.4 tir giong
cap 1 duoc tiép tuc ciy chuyén sang cac binh tam giac 250 mL, vai thé tich 1am viéc
100 mL trong cac moi truong nudi twong tng (BG-11 cho S. salina M8 va Zarrouk cho
Spirulina sp.2, Spirulina sp.4) (ty 1& tao gidng 20% (v/v), twong duong sinh khdi khd
0,2 g/L). biéu kién nudi duy tri & nhiét do 25-27°C, ngudn sang tir dén huynh quang
V6i cuong d6 4.500 Lux, chu ky chiéu sang 24 gio, trén may lic véi téc do 150
vong/phat, nuéi dudi diéu kién suc khi/CO2 (0,1 vvm). Thai gian nudi duy tri giéng tur
6-8 ngay, cho dén khi mat do té bao dat > 2.5 x 10° TB/mL (twong dwong OD7s0 = 2,5
Abs trong duong sinh khéi khd 1,0 g/L). Khi sinh khéi dat dén ngudng nay, mau duoc
sir dung dé chuyén sang giai doan nhan giéng & quy md 16n hon, phuc vu cho cac thi
nghiém nghién ciu tiép theo.
2.2.1.2. Sang loc vi khudn lam tang truéng nhanh va ham heong PHB tich liiy trong
sinh khoi

Céc ching vi khuan lam S. salina M8, Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4 duoc nhan
nudi theo quy trinh md ta tai Muc 2.2.1.1. Sinh khéi giéng sau khi thu hoach dugc ly
tam trong 6ng Falcon 50 mL trong diéu Kién vo tring, sau d6 cdy vao chai Duran 1000
mL chtra mdi trudng BG-11 hoic Zarrouk da duoc tiét tring va diéu chinh pH, dinh
dudng. Nong do gidng ban dau duoc thiét 1ap ¢ mac 0,2 g/L. Qué trinh nudi ciy duoc
thuc hién dudi diéu kién suc khi b6 sung CO2 véi luu lwong 0,1 vvm va cudng do chiéu
sang 4.500 lux. Binh phan tng duoc trang bi ba dau 6ng inox 304 (®6 mm) dé suc khi,
ldy mau va thoat khi. Puong suc khi dugc ndi vai 6ng silicon, két nbi qua dong hd do
lru luong dén may suc khi Fujimac nham dam bao luu luong khi 6n dinh trong sudt qua
trinh nudi. Sau thoi gian nubi tir 6-8 ngay, khi nong do sinh khdi dat trén 1,0 g/L, sinh
khdi dugc cdy chuyén sang binh thiy tinh 5000 mL chtra nudc thai sinh hoat da tiét
tring, véi ty 1é gidng/nude thai 1a 20% (v/v), tuong tng véi ndng d6 sinh khéi ban dau
khoang 0,2 g/L. Khi sinh khdi tiép tuc dat trén 1,0 g/L, dich nudi duoc si dung dé ciy
sang hé théng nudi quy md 1000 mL nhim danh gia dong hoc sinh truéng, kha ning
t6ng hop sinh khdi va ham luong PHB tich lity cua cac chang vi khuan lam.
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Qua trinh sinh truéng va ham lugng PHB tich lily trong sinh khdi cua S. salina
M8, Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4 duoc so sanh va danh gia, lam co s lya chon ching
vi khuan lam c6 téc do sinh truong nhanh va kha nang tich lily PHB cao cho cac nghién
ctiu tiép theo.
2.2.1.3. Khdo sdt cac yéu té dnh hwong I6n dén ting trwdng sinh khoi va ham lwong
PHB tich liy boi vi khudn lam trong moi truong quang duong

Viéc lya chon cac yéu té héa — ly va khoang khao sat tuong tmg dé nghién ciu
su sinh truéng va kha nang tich lily PHB cua vi khuan lam duoc xay dung trén co so két
hop giita dic diém sinh 1y quang dudng cua vi khuan lam, két qua tién thi nghiém va
diéu kién thuc tidn cua qué trinh nudi cdy chang S. salina M8 [121]. Cac yéu té duoc
lya chon bao gom cudng d6 anh séng, nong d6 CO,, pH ban dau, nhiét do, toc do suc
khi, nong d6 nitrogen, nong do phosphorus va thoi gian nudi cay. Pay 1a nhitng bién co
anh huong truc tiép dén qua trinh quang hop, trao doi chat, sinh truong sinh khéi ciing
nhu co ché tich lity PHB cua vi khuan lam, déng thoi dai dién cho cac nhom tac nhan
moi trudng chinh trong hé nudi cay quang sinh.

Khoang khao sat cua cac yéu té dugc xac dinh trén co sd két qua nghién cau
trude d6 ctia nhdm nghién ctu tai Phong Vat liéu tién tién, Vién Hoa hoc — Vién Han
1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, két hop vai tai liéu tham khao va két qua khao
sat ban dau, nham dam bao vi khuan lam sinh truéng on dinh dong thoi co thé xuét hien
céc dap ung sinh 1y lién quan dén tich liiy PHB, nhung khong giy tc ché sinh truong
hoic mat 6n dinh hé nudi. Cy thé, cac khoang khao st bao gom: cuong d6 anh sang
(4.500 - 13.500 lux), pH ban dau (5 — 9), nhiét d6 nudi cdy (25 - 35°C), ndng d6 CO2
(1-5%), téc do suc khi (0,5 - 1,5 vvm), nong do natri nitrate (1 - 2 g/L), nong do
phosphate (20 - 60 mg/L) va thoi gian nudi ciy (5 - 15 ngay). Tuy nhién, viéc khao sat
riéng ré tirng yéu to khong chi doi hoi nhiéu thoi gian, cong st va chi phi, ma con kho
phan anh day du cac tuong tac phirc hop giira cac bién moéi trudng d6i véi sinh truong
sinh khdi va ham lugng PHB tich lity. Do d6, nghién ctru da st dung thiét ké thi nghiém
Plackett-Burman nham danh gia ddng thoi anh huong cua 08 yéu té néu trén va sang
loc cac bién c6 tac dong dang ké nhat dén qua trinh nudi ciy.

Trong thiét ké Plackett—Burman, 08 yéu té duoc ky hiéu lan luot 13 A—H, véi céc
mrc thi nghiém duoc mé hoa ¢ cac gia tri -1, 0 va +1 (Bang 2.1). Ma tran thi nghiém
gom 17 thi nghiém, bao gom 12 t6 hgp muc cao va thap caa cac yéu tb, cung vai 5 thi
nghiém lap tai diém trung tdm nham danh gia d6 lap va d tin cay caa md hinh. Hai bién
dap tmg duoc theo doi 1a nong do sinh khdi khd (Ysinn knéi, g/L) va ham lugng PHB tich
lity trong sinh khdi (Yeus, %). Két qua thu duoc tir thiét ké nay cung cap co sé dinh
luong dé xac dinh céc yéu té c6 mic do anh huong 16n, 1am tién dé cho giai doan tbi wu
hoa tiép theo bang cac mé hinh dap tng bé mat [116-120]. So dd bé tri cac thi nghiém
duogc thé hién trong Bang 2.2.
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trong thiét ké Plackett-Burman

Bang 2.1. C4c yéu t6 va mirc ma hoa theo khoang khao sat ciia bién s6

o Ki hiéu Mure do/Gia tri that
STT Yéu td vién | Pomvi 9 - A
1 | Cudng d6 anh sang A Lux 4.500 9.000 13.500
2 | pH ban dau B - 5 7 9
3 | Nhiétdo C °C 25 30 35
4 | Nong do CO D % 1 3 5
5 | Toc do suc khi E vwm 0,5 1,0 1,5
6 | Nong do NaNOs F g/L 1 1,5 2
7 | Nong d6 K2HPO,4 G g/L 0,02 0,04 0,06
8 | Thoi gian nuoi H ngay 5 10 15

ctru san xuat sinh khéi va PHB béi S. salina M8

Bang 2.2. Ma trin ciia bién mi hoéa theo thiét ké Plackett-Burman nghién

Mikc ciia bién
STT

A B C D E F G H
1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
6 1 1 -1 1 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
9 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1
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10| 0 0 0 0 0 0 0 0
1m | 1| 1] 1] 1 1 1 -1 1
12| 1 1 | 1| 1 -1 1 1 1
13| 1 1 1| 1 1 -1 1
4| 1 | 1 | 1 1 1 -1 1 1
15 1 | -1 | 1 | 1 1 1 1 -1
16 | 0 0 0 0 0 0 0 0
17 | 0 0 0 0 0 0 0 0

2.2.1.4. Toi wu héa ting truong sinh khoi va ham lwong PHB san xudt boi S. salina
M8

Tir két qua khao sat 08 yéu t6 anh hudng dén sinh truong sinh khéi va kha ning
tich liiy PHB cua S. salina M8, nghién ctru xac dinh 03 yéu t6 c¢6 tac dong 16n nhit gdm
cuong do anh sang, pH va nhiét dg, va lya chon cac yéu to nay dé ti wu hoa. Qua trinh
t61 wu dugc thuc hién bang phuwong phap thiét ké thuc nghiém Box—Behnken nham xéc
dinh diéu kién toi wu cho ba bién doc 1ap: cuong do anh sang, pH, nhi¢t 4o trong khoang
khao sat twong tng tir 4.500 — 13.500 lux; 5 — 9; 25 — 35°C véi ky hiéu bién tuong tng
la A, B, C (Bang 2.3). Cac mic thi nghiém duoc ma hoa ¢ ba gia tri —1, 0 va +1. Thiét ké
Box—Behnken véi 03 yéu t6 va 03 mirc do gom 15 thi nghiém, trong d6 diém trung tim
duoc lap lai ba 1an dé udce tinh sai s6 thuc nghiém [116-120]. Két qua nghién ctru 13 hai
bién doc 1ap sinh khoi kho (Ysinh knéi, /L) va ham lugng PHB (Yeng, %) (Bang 2.4).

(Chi tiét so do thi nghiém dwoc trinh bay trong muc 4, Phu luc 1)

Bang 2.3. Cac yéu td va mirc ma héa theo khoang khio sat ciia bién so

trong thiét ké Box—Behnken

STT | Yéu'th K;ig'fu Ponvi | Mac dg/c;'a tri that .
1 | Cuong d6 anh sang A Lux 4.500 9.000 13.500
2 | pH ban dau B - 5 7 9
3 | Nhiét do C °C 25 30 35
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Bang 2.4. Ma trin cia bién ma héa theo thiét ké Box—Behnken nghién cttu
san xuat sinh khdi va PHB béi S. salina M8

Mikc ciia bién/Gia tri that
STT
A B C
1 4500 (-1) 7 (0) 25 (-1)
2 13500 (1) 5 (-1) 30 (0)
3 13500 (1) 7(0) 35 (1)
4 9000 (0) 7 (0) 30 (0)
5 9000 (0) 7(0) 30 (0)
6 13500 (1) 9 (1) 30 (0)
7 9000 (0) 9 (1) 25 (-1)
8 4500 (-1) 9 (1) 30 (0)
9 9000 (0) 9 (1) 35 (1)
10 4500 (-1) 5 (-1) 30 (0)
11 9000 (0) 7 (0) 30 (0)
12 13500 (1) 7 (0) 25 (-1)
13 4500 (-1) 7 (0) 35 (1)
14 9000 (0) 5 (-1) 35 (1)
15 9000 (0) 5 (-1) 25 (-1)

Sinh khéi kho (Ysinh knéi, g/L) va ham luong PHB (Yeus, %) duoc xac dinh bang
phuong trinh da thirc bac hai (2.1) [165].
k k
Y =B+ BX+ D BXE+D D BXX +e (2.1)
i-1 i-1 i<]

Trong d6: Y 1a ning suat sinh khdi (g/L) hoic ham luong PHB (%); B 1a cac hé
s6 cuia phuong trinh, va Xi va Xj lan luot 1a bién ma hoa cua cac tham sé i va j (A hoic
B hoic C); k 14 s6 lwong cac yéu t nghién ciru; va € 1a sai sé thuc nghiém ngau nhién.
Phan tich bé mat dap tmg duoc thyc hién bang cach sir dung Minitab 18 (Minitab, LLC,
Pennsylvania, My) dé xac dinh méi twong quan thong qua hoi quy phi tuyén tinh. Tam
quan trong cia mdi bién duge xac dinh bang phép so sanh t-Student.
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2.2.1.5. Khdo st anh huéng cia diéu kién moi trieong nudi dén khd nang sinh trudng,
tich luj PHB va hiéu qud xit 1y nuéc thai sinh hoat bang vi khudn lam

Vi khuan lam gidng dwoc nhan nudi giéng nhu mé ta trong Muc 2.2.1.1. Sau d6
mau vi khuan lam giéng dugc cdy vao trong chai Duran 1000 mL chira méi trudng nude
thai (d4 tiét trung), diéu chinh pH, ty 1& dinh dudng C:N:P, ty 1 gidng/nudc thai 1a 20%
(v/v) (sinh khéi khé 0,2 g/L), nuéi dudi didu kién suc khi hdn hop khéng khi CO2 (2%
COa, v/v) v6i luu lugng 0,1 vvm va cudng d6 chiéu sang 4.500 lux. Binh phan tmg duoc
trang bi ba dau dng inox 304 (6) dé suc khi, 1dy mau va thoat khi. Pau inox 304 suc
khi dugc ndi véi bng silicon két ndi véi dong hd do luu lwong khi dén may suc khi
Fujimac. Qu4 trinh nudi duoc thyc hién trong 6-8 ngay tiép theo dén khi sinh khéi dat
trén 1 g/L, thi cdy sang binh 5 L voi ty 1& gibng/nude thai tiét trung 14 20% (v/v) (sinh
khéi kho 0,2 g/L). Khi gidng dat ndng d6 trén 2,5 g/L thi str dung dé cdy sang hé thong
nudi 1000 mL dé khao sat anh hudng cua cac diéu kién méi truong bao gom: ty 18 C:N:P,
pH, cuong d6 anh sang, ty 1¢ giéng ban dau, moi trudong nudi (nude thai tiét tring/nudc
thai khong tiét trung) dén téc do ting trudng, tich luy PHB va hiéu qua xtr Iy nudc thai
sinh hoat bang vi khuan lam véi cac chi tiéu phan tich chat luong nudc thai sau xu 1y
bao gdm: COD, N - NH4*, T-N, T - P, P - PO,*.

a. Khao sat anh huong cua ty 1€ carbon/nitrogen/phosphorus (ty 1& C:N:P)

Viéc diéu chinh ty 18 dinh dudng C:N:P duoc xem 13 yéu tb then chdt trong nudi
ciy vi khuan lam nhim t6i vu dong thoi sinh truéng sinh khéi va hiéu qua xtr 1y nude
thai. Trong nghién ctru nay, thanh phan nude thai sinh hoat duwoc phén tich va diéu chinh
béng acid axetic dé thuc nghiém cac ty 1¢ C:N:P=100:7:1, 80:7:1, 70:7:1, 60:7:1, 50:7:1,
va 47:7:1 1a mau ddi chimg 1 (nudc thai tiét trang); nude thai diéu chinh carbon bang
acid axetic va nitrogen bﬁng NaNOs & cac ty 1¢ 70:10:1, 70:15:1, 70:20:1, 70:30:1,
70:35:1, 70:40:1, va N/P = 35:1 1a miu dbi chiung 2 (mdi truong chuan BG-11). Thi
nghiém tién hanh trong cac binh Duran 1 L, cac diéu kién thi nghiém nhu sau: pH =7,
cudng do chiéu sang 4.500 Lux, chu ky sang 1a 24h, ty 1 giéng/nude thai 50% (v/v)
(trong tng sinh khéi kho 0,5 g/L), nhiét ¢ 27°C, diéu kién suc khi hdn hop khong khi
CO2 (2% COa, v/v) véi luu lwong 0,1 vvm két hop khudy tir & toc do 150 vong/phut.
Qua trinh theo ddi trong 8 ngdy, nham danh gia su phat trién sinh khéi, tich luy PHB va
hiéu qua xtr Iy nudce thai sinh hoat ctia chung vi khuén lam lya chon.

b. Khao sat anh huéng ctia pH ban dau

Thi nghiém trong cac binh Duran 1L tai cac khoang gia tri pH tu (5, 6, 7, 8, 9),
Vi ty 18 giéng/nudc thai 50% (v/v) (sinh khdi khé 0,5 g/L). Céc diéu kién thi nghiém:
ty 16 C:N:P ti wu, nhiét d6 27°C, diéu kién suc khi hdn hop khong khi CO, (2% CO»,
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v/v) voi luu luong 0,1 vvm va khudy tir (150 vong/phut), cudng do chiéu sang 4.500
lux, chu ky sang 1 24h. Sy sinh truéng, tich luy PHB va hiéu qua xir Iy cac chat 6 nhiém
trong nude thai sinh hoat ctia vi khuan lam duoc theo ddi trong 8 ngay.
c. Khao sat anh huong cua cuong do anh sang

Cuong d6 anh sang tir 4.500, 9.000, 13.500, 19.600, va 25.000 lux dugc xem la
phu hop dé kich thich sinh trudng cua vi khuan lam. Cac diéu kién thi nghiém: pH va ty
1& C:N:P t6i uu, ty 18 gidng/nude thai 50% (v/v) (sinh khdi khé 0,5 g/L), nhiét do 27°C,
diéu kién suc khi hdn hop khong khi CO2 (2% CO», v/v) v6i luu lwong 0,1 vvm va khudy
tir (150 vong/phut), chu ky sang 1a 24h. Sy sinh truéng, tich luy PHB trong sinh khdi vi
khuan lam va hiéu qua xtr Iy nudc thai sinh hoat dugc theo ddi trong 8 ngay.
d. Khao sat anh huong cua nudc thai tiét tring va nude thai khong tiét trung

Vi khuan lam dugc lya chon tién hanh nudi trong moi truong nudce thai tiét tring
bang tia UV va nudc thai thd dé thi nghiém ddi ching va danh gia kha nang thich nghi,
sinh trudng cua vi khuan lam. Cac thi nghiém duoc thue hién trong thoi gian 7-8 ngay
véi diéu kién: suc khi hdn hop khong khi CO2 (2% CO», v/v) véi luu luong 0,1 vvm va
khudy tir (150 vong/pht), nhiét d6 27°C, cuong do chiéu sang 4.500 lux, chu ky sang
1a 24h, pH va ty 18 C:N:P ti uu, ty 1& gidng 50% (v/v) (sinh khéi kho 0,5 g/L).
e. Khao sat anh huong cua ty 1é gidng vi khuan lam ban dau

Ty 1& giéng vi khuan lam ban dau anh hudng truc tiép dén téc do ting truong va
kha niang canh tranh ciia vi khuan lam trong méi trudng nude thai. Ty 1& gidéng/nudc thai
(v/v) dugc nghién ctru tai cac thi nghiém tuong ung: 5, 10, 20, 30, 40, va 50% (v/v)
tuong duong sinh khdi khé ban dau 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; va 0,5 g/L. Thot gian nuoi
ciy 7-8 ngay voi diéu kién nhiét do 27°C, suc khi hon hop khong khi CO, (2% COz, v/v)
v6i Iuu lwong 0,1 vvm va khudy tir (150 vong/ph(t), cudng do chiéu sang 4.500 lux, chu
ky sang 1a 24h, pH va ty 18 C:N:P t6i wu.
2.2.1.6. San xudt sinh khéi va tich luy PHB ciia vi khudn lam trong nwde thdi sinh hoat
vGi hé thong quang sinh dang ong quy mé 30 L

Vi khuan lam gidng dwoc nhan nudi giong nhu mé ta trong Muc 2.2.1.1. Sau d6
mau vi khuan lam giéng duoc ciy vao trong chai Duran 1000 mL chia nuéc thai sinh
hoat (43 dugc diéu chinh pH va chat dinh dudng) va dugc tiét tring ¢ ty & giéng 20%
(v/V) (sinh khéi kho 0,2 g/L), nuéi dudi diéu kién suc khi hdn hop khdng khi CO, (2%
CO3, VIV) Véi luu luong 0,1 vvm, diéu kién anh sang 1a 13.500 lux. Binh phan @ng
duoc trang bi ba dau dng inox 304 (®6) dé suc khi, 1dy mau va thoat khi. Dau inox 304
suc khi duoc ndi vai 6ng silicon két ndi voi dong hd do luu lwong khi dén may suc khi
Fujimac. Qu4 trinh nuéi dugc thuc hién trong 6-8 ngay tiép theo dén khi sinh khéi dat
trén 1 g/L, thi cdy sang binh 5 L véi ty 1¢ gidng/nuéc thai tiét trung 12 20% (v/v) (sinh
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khéi kho 0,2 g/L). Khi giéng dat nong do trén 2,5 g/L thi st dung dé cay sang hé thong
nudi 30 L vai ty Ié gidng/nude thai thd 12 50% (v/v) (sinh khéi kho 0,5 g/L), diéu chinh
ty 1& C:N:P va pH tbi wu, nudi dudi diéu kién suc khi hdn hop khdng khi CO2 (2%
CO3, VIV) véi luu lwong 0,1 vvm. Panh gia hiéu qua nudi cdy qua theo ddi toc do tang
treong, sinh khdi va ham luong PHB tich lity trong sinh khéi cua vi khuan lam, hiéu
qua xir Iy nuéc thai trong sudt qua trinh nudi cay bang hé théng quang sinh 30L [2,
123-125].

- Hé théng quang sinh 1a dng nhua trong sudt acrylic 30 L: Thiét bi chinh gdm
dng acrylic trong sudt véi kich thude: 50 cm x 30 cm x 0,5 cm. Moto Panasonic (40W)
tao ra toc do quay cho canh khuiy 100-200 vong/pht va mot canh khuay (SUS304)
dé tron mai trudong nudi cay [2, 123-125]. Toan bo hé théng dugc khir tring trudc khi
ciy bang dung dich Korsolex 2% va ethanol 70%. Khung d& inox 304 (40x40), dén
LED (dé cap anh sang khi can). Thiét bi quang duoc trang bi mot 6ng inox (304) ¢4
suc khi va dng silicon ¢6 dé 1ay mau va thoat khi. Bau 6ng inox ¢4 ndi véi téc CO2/may
th6i khi qua ong silicon ¢6 va cac dau loc khi.

(Chi tiét bé tri cac ngi dung thi nghiém duwroc trinh bay trong Muc 3-6, Phu luc 1).
2.2.2. Phwong phdp phan tich
2.2.2.1. Phan tich dac tinh nuoc thdi va danh gid hiéu qua xu Iy
a. Phuong phép lay mau va tién xt ly

Nuéc thai sinh hoat dugc thu thap tai céng thoat nudc khu vuce dan cu quan
Thanh Xuan, Ha Noi (nay 1a phuong Thanh Liét, Ha Noi). Nugc thai duoc lay theo
tiéu chuan Viét Nam TCVN 5999:1995 (I1SO 5667/10: 1992) vé chat luong nudc - lay
mau — huéng dan 1y mau nudce thai; Bao quan theo tiéu chuian Quéc gia TCVN 6663-
3:2016 (1SO 5667-3:2012) vé chat lugng nudc — LAy miu — Phan 3: Bao quan va xir
ly mau nudc. Mau dugc chira trong can nhya 20 L va van chuyén ngay vé phong thi
nghiém (phong Vat liéu tién tién, Vién Hoa hoc va phong Phan tich doc chat, Vién
CoOng ngh¢ nang lugng va Moi truong).

Trudéc khi st dung cho nuéi cdy vi khuan lam, nuée thai dugc tién xir Iy nham loai
bo tap chat va diéu chinh thanh phan dinh dudng. Qua trinh tién xtr Iy mau bao gdom céc
budc sau:

- Lang va tach cin: Nudc thai sau khi dwgc van chuyén vé phong thi nghiém duoc
dé lang tinh 30 phut giup loai bo chat ran va cac chat hitu co ¢6 kich thude 16n c6 thé
anh hudng dén quéa trinh quang hop cua vi khuan lam.

- Loc so cap: Loai bo cac hat ran lo lirng bang cach sir dung vai loc PTFE 10 um.

- Piéu chinh pH va ndng do dinh dudng: Piéu chinh pH vé khoang 7-9 (khoang
t6i uu cho vi khuan lam) biang NaOH 5M/H,SO4 5M. Pé ti wu hoa ty 18 C:N:P, thanh
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phan nudc thai dugc phan tich va diéu chinh bang axit axetic va nitrat dé dat duoc ty 1é
mong mudn, dic biét 1a ty 1é C:N:P = 70:7:1 pht hop cho su phét trién cua vi khuan lam.

- Tiét tring mau: Sir dung phwong phap tiét tring bang UV dé loai bo hoan toan
vi sinh vat khéng mong muén trong nuéc thai, tranh canh tranh sinh truéng véi vi
khuan lam va c6 vai tro dam bao d¢ tinh khiét cua san pham cudi va ngin ngira sy
phan huay cua PHB.

Viéc thyc hién ding phuong phap 14y mau, bao quan va tién xir ly mau s& gidp
dam bao diéu kién tbi wu cho qua trinh nuéi cdy vi khuan lam trong nudc thai sinh hoat,
d6ng thoi tao diéu kién thuan lgi cho sy tich liy PHA/PHB.

b. Phuong phap phan tich dac tinh cta nudc thai

- Phuong phép do nhanh: C4c théng sé dugc do nhanh tai hién truong 1a pH va
nhiét do.

+ pH moi trudng dugc do bang may do pH cam tay dé theo ddi su thay ddi theo
thoi gian.

+ Nhiét d6 cia hé théng nudi ciy dugc kiém soat va do bang nhiét ké dién tir
hoac cam bién nhiét tich hop.

- Phuong phép phan tich trong phong thi nghiém: Céc thong s6 duoc phan tich
tai phong thi nghiém gom: COD, N-NH4", N-NOs, tong nitrogen, P- PO, tong
phosphorus.

+TCVN 6202:2008 — Tiéu chuan Viét Nam vé chat luong nudc — Xac dinh téng
Phosphorus va Phosphate, phuong phap do phd dung ammonium moliphat;

+ TCVN 6180:1996 ISO 7890-3:1998 (E): Tiéu chuan Viét Nam vé chat luong
nuéc — Xac dinh Nitrate, phuong phap trac pho ding axit sunfosalixylic;

+ TCVN 6179-1:1996 - Tiéu chuan Viét Nam vé chat luong nuéc — Xac dinh
ammonium, phuong phap do pho.

+ TCVN 6491:1999 - Tiéu chudn Viét Nam vé chét luong nuéc — Xac dinh nhu
cau oxygen hoa hoc, phuong phép dicromat.

+TCVN 9319:2012 - Tiéu chuan Viét Nam vé chét luong nude - Xéac dinh tong
nitrogen sau khi phan hity bang UV - Phuong phép sir dung phan tich dong chay (CFA
va FIA) va phat hién pho.

(Chi tiét phwong phdp phan tich cdc chi tiéu chdt liwong nuéc thai dwec trinh
bay trong Muc 7, Phy luc 1)

Dic tinh nudce thai dau vao 1 co sé quan trong dé lwa chon diéu kién nuéi céy Vi
khuan lam va thiét ké c4c thi nghiém. Céc chi tiéu nay phan anh ca dic tinh dinh dudng
(N, P) va tai luong hitu co (COD, BODs), 14 co s¢ dé danh gia hiéu qua caa qué trinh
xu ly.
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c. Hiéu suat xir Iy nudc thai.
Hiéu suit xir 1y duogc tinh theo cong thirc sau (2.2):
Ci-inC;Ci-out x100 (22)

i-in

E,(%) =

Trong d6: Ci-in VA Ci.out 12 biéu thi ndng d6 BODs, COD, N- NH4*, N- NOg, T-
N, P- PO4* va T- P (mg/L) dau vao va dau ra cta thi nghiém; E; 1a hiéu suét xir 1y chat
6 nhiem (%).
2.2.2.2. Phwong phdp ddnh gid tang truéng ciia vi khudn lam va thu hoach sinh khoi
a. Phuong phap danh gia tang truéng ctia vi khuan lam

Su phat trién cua vi khuan lam duoc theo ddi hang ngay bang cach do mat do
quang hoc ¢ budc song 750 nm (OD7s0) bang may do pho. Cac gia tri OD7s0 do dugc
chuyén doi thanh nong d¢ sinh khoi khé (X, g/L) bang phuong trinh hi¢u chuéan tuyén
tinh (2.3):

X =0,45x0D7s0 + 0,00021 (R? = 0,9995) (2.3)

Téc do ting truong (u, ngay ) cua vi khuan lam duoc xac dinh bang cong thirc

sau (2.4).

L (2.4)

" tz' t1

Trong d6 X1 va Xz 1a ndng do sinh khéi vi khuan lam (g/L) duoc do tai thoi gian
nudi t1 va t (d).

Ning suat sinh khdi vi khuan lam dugc xac dinh theo cong thirc sau (2.5).
P=- (2.5)

Trong d6: P 12 nang suat sinh khéi vi khuan lam (g/L/ngay); X 1a nong d6 sinh
khéi vi khuan lam (g/L) va t 1a thoi gian nuéi (d).
b. Phuong phap thu hoach sinh khéi vi khuan lam

Vi khuan lam duoc thu hoach bang phuong phap keo tu véi chitosan & nong do
50 mg/L, pH 6,0 va lang ty nhién, sau d6 ly tam & 5000 vong/phut trong 5 phat va thu
duoc sinh khéi vi khuan lam duéi dang sét. Sinh khéi sau thu hoach duoc trai déu trén
gidy thyc phim va cb dinh trén khay inox 304 dé sdy & 40°C dén khéi luong khong
d6i. Sinh khéi kho dugc nghién bang may nghién mini hozc 1a cbi nghién dé tao ra bot
S. salina M8. Bot sinh khdi duoc dong géi va bao quan dudi 4°C dé phuc vu cong viéc
chiét PHB. (Chi tiét quy trinh thu hoach sinh khoi ciia vi khudn lam dwoc trinh bay
trong Hinh 1.11, Muc 8 — Phu luc 1).
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2.2.2.3. Phwong phdp chiét xudt, dinh lwong va ddc tinh ciia PHB
a. Phuong phap chiét va tinh sach PHB

- Buéc 1: Xir 1y so bo sinh khéi, can 2 — 5 g sinh khéi S. salina M8 sau d6 tron
déu véi dung dich NaOCI 5% tuong tng véi nong do 50 g/L, hdn hop duoc lac xody 10
phut, ly tm & 5.000 vong/phdt trong 5 phit ¢ 25°C. Qua trinh 13p lai cho dén khi sinh
khdi chuyén han sang mau trang sita, dam bao loai bo dugc sac té diép luc (chlorophyll)
Va tap chat hiru co [2, 123-125].

- Buéc 2: Chiét tach PHB, sinh khéi sau khi loai bo sic t6 va tap chat duoc tron
vé6i chloroform theo ty 1¢ thé tich dung méi/sinh khéi tir 6 — 14 mL/g, hdn hop duoc gia
nhiét 70 — 90°C trong 3 gio, va thoi gian chiét tir 50 — 70 phat. S6 1an chiét duoc lap lai
3 lan dé t6i da hoa luong PHB hoa tan vao dung méi. Pha chloroform thu duoc va két
tua v4i methanol lanh theo ty 1¢ thé tich methanol/chloroform 1a 2:1. Hon hop dugc
lanh & 4°C trong 1-2 gio, sau do6 ly tam & 5.000 vong/phut trong 10 phit dé thu két tua
PHB [122].

- Buéc 3: Tinh sach PHB, két tua thu duoc sau ly tam tiép tuc duogc ria va loc,
sau d6 sdy giam ap dén khéi luong khong doi. Qué trinh tinh sach PHB duoc lap lai
bang cach hoa tan PHB trong dung mdi chloroform ndng va két taa véi methanol lanh
vai lan dé thu PHB tinh sach [123]. Mau PHB tinh sach dugc siy kh, bao quan trong
lo thuy tinh dudi 4°C dé phuc vu cac nghién cuau tiép theo.

(Chi tiét quy trinh chiét va tinh sach PHB tir sinh khéi ciia vi khudn lam dwoc
trinh bay trong Hinh 1.12, Muc 9 — Phu luc 1).

b. Phuong phap dinh lugng PHB

Pé dinh lwong PHB, mau PHB tinh sach duoc can va chuyén vao lo thuy tinh 12
mL. Mbi lo chita 2 mL chloroform va 2 mL metanol d3 axit hoa (chira 3% axit sunfuric
theo thé tich va 0,25 mg/mL axit benzoic lam chét chuan néi). Cac lo duoc day kin bang
nap 16t Teflon, lic va a & 100°C trong 3,5 gio. Sau khi lam nguoi dén nhiét do phong,
thém 1 mL nu6c khtr ion dé tach hdn hop thanh pha nuéc va pha hiru co. H3n hop duoc
lic xoay trong 30 gidy va dé ling cho dén khi tach pha hoan toan. Sau do, 16p hitu co
duoc ldy miu va phan tich bang may sic ki khi Agilent 8890 GC duoc trang bi cot HP-
5 (Agilent Technologies, Santa Clara, M¥) va dau do ion héa ngon lira (FID). Chuong
trinh nhiét d6 10 duoc thiét 1ap nhu sau: 160°C trong 4 phuat, 200°C trong 4 phut va
275°C trong 6 phut. Puong chuan duoc tao ra bang cach sir dung mudi natri axit DL-3-
hydroxybutyric, v&i cac ndng do chuan tir 0,1 dén 5,7 mg/L dé xac dinh ham lugng PHB
bang sic ky khi (GC-FID) [2, 123-125].

(Phwong trinh dwong chuan PHB xay dung trén may GC-FID duoc trinh bay tai
Hinh 1.12, muc 10 — Phy luc 1).
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Ham luong PHB (wt%) duoc xac dinh bang cach chuan héa khéi luwong PHB thu
dugc theo khdi lugng kho té bao ban dau (cell dry weight, CDW), va duoc biéu dién
duéi dang ty 16 WPHB/WCDW (%). Khéi lugng PHB dugc dinh luong thdng qua viéc
xay dung dudng chuan gitra dién tich pic sac ky va ndng d6 PHB (mg/L), tir d6 suy ra
ham lugng PHB trong mau phan tich [2, 123-125].

Ham luong PHB, hiéu suat chiét PHB duoc x4c dinh twong tmg theo cac phuong
trinh (2.6), (2.7), va (2.8).

_ CpxV

Apyp = " (2.6)
Ppyp = Aep 7 X = Appp*<P (2.7)
HPHB = % X 100% (28)

Trong d6 Apng 12 ham lwong PHB tinh theo sinh khéi khd (mg/g, hoic % trong
lwgng sinh khdi khd); Ceus 12 ndng d6 PHB trong dich chiét vi khuan lam (mg/L); V
la thé tich dich chiét vi khuan lam chaa PHB (L); m 1a khéi lwong khé cuaa sinh khoi
vi khuan lam duogc sir dung (9); Pers 14 ning suat PHB (g/L/ngay); X & ndng do sinh
khéi (g/L) do duoc tai thoi gian nudi t (d) va P 1a ning suat sinh khéi vi khuan lam
(9/L/ngay); Heug la hiéu suat chiét PHB (%); Arng, 1a ham lugng PHB chiét theo cac
diéu kién thi nghiém khac nhau (% trong luong sinh khéi khd) va Apmsmax 12 ham
lugng PHB chiét dugc cuc dai (% trong lugng sinh khéi kho).

c. Phuong phap nghién ctru dac tinh caa PHB

- Hinh thai bé mat va cau tric vi md caa PHB tinh ché duoc phan tich bang kinh
hién vi dién tir quét (SEM) (model JSM-6510LV, JEOL Ltd., Nhat Ban), cho phép quan
sat diac diém hinh thai, d6 dong nhat va cau trdc bé mat cua vat lieu polymer.

- Cau tric cua PHB duogc phan tich bang Pho 'H-NMR va 3C-NMR trén may
NMR 600 MHz (Avance NEO 600MHz, Bruker, Massachusetts, My) trong dung mdi
CDCls & nhiét do phong [2].

- Khéi lugng phan tir PHB: Khéi lugng phan tir trung binh s6 (Mn), khéi luong
phan tir trung binh khéi (Mw) va chi sé phan b6 khéi luong (Mw/Mn) duge xac dinh
bang thiét bi sac ki tham thau gel (GPC, Viscotek TDA302). Pha dong la THF véi téc
d6 bom 1 mL/min [138, 139].

- Nhém chtre ctia PHB duoc phén tich bang quang phd hong ngoai bién dbi Fourier
(FT-IR) (Spectrum Two FT-IR Spectrometer, Perkin Elmer, Anh) [2].

- Pac tinh nhiét cua PHB dugc phan tich bang cac may phan tich nhiét lugng
(TGA) (Labsys TGA1600, SETARAM, Phép) [140-142].
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2.2.3. Phan tich xit Iy so li¢u

- Dit liéu thi nghiém duoc xtr ly bang phan mém Excel va Minitab 18 (Minitab,
LLC, Pennsylvania, My).

- Phan tich bé mat dap tng (RSM) dugc thuc hién nhiam xac dinh méi quan hé
giita cac bién doc 1ap va phan ung dau ra thong qua md hinh héi quy phi tuyén.

- Céc thi nghiém sang loc va téi wu hoa theo thiét ké Plackett-Burman va Box—
Behnken duoc thuc hién vai mét 1an 1ap cho mdi nghiém thire, do cac phuong phap thiét
ké thi nghiém nay dwa trén mé hinh thdng k& nhiam danh gia dong thoi anh huéng cua
nhiéu yéu t va xay dung phuong trinh hdi quy du doan. Sau khi xac dinh dugc cac yéu
t6 va diéu kién téi uwu, cac thi nghiém x&c nhan duoc tién hanh véi hai lan lip doc l1ap
nham kiém chang d6 tin cay caa mé hinh du doan. Céc sé liéu thu dugc duoc xir Iy bang
phuong phép théng ké mo ta, biéu dién duéi dang gia tri trung binh + d6 léch chuan
(Mean + SD). M6 hinh hdi quy dugc danh gia thong qua hé sé xac dinh (R?) va phan
tich phuong sai (ANOVA), trong d6 su Khac biét duoc xem 13 ¢6 ¥ nghia théng ké khi
p <0,05.

- Y nghia théng ké cua md hinh va cac yéu té anh huong duoc danh gia thong
qua phan tich phuong sai (ANOVA). Trong d6, F-value phan &nh mirc d6 phu hop vay
nghia cua mo hinh hoic cua tirng yéu té khao sét; gia tri F cang 6n cho thay anh huéng
cua yéu té d6 cang c6 y nghia thong ké. P-value biéu thi xac suat sai khac ngau nhién;
cac yéu to hoac mo hinh c6 p-value < 0,05 dugc xem 1 c6 ¥ nghia théng ké ¢ muc tin
cay 95%.
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CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Két qua lwa chon chiing vi khuén lam ting truéng nhanh va ham lwong tich
luy PHB cao trong sinh khdi

Nghién ctu tién hanh khao sat ba chang vi khuan lam gom Spirulina sp.2,
Spirulina sp.4 va S. salina M8 nham danh gia dong thoi tiém ning sinh truéng va tich
lity ham lwong PHB cao trong cac mdi trudng chuan twong (ng. Két qua cho thay sy
khac biét rd rét gitra cac chung vé ca dong hoc sinh trudng va tiém ning tich lity polymer.
Cu thé, chang S. salina M8 ting trudng tot trong moi truong BG-11 va cho két qua sinh
khoi kho dat 1,99 g/L, cao hon so véi 1,59 g/L va 1,36 g/L do duoc dbi vai chung
Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4 trong moi trueong Zarrouk sau cung mét thoi gian nudi
cay 8 ngay (Hinh 3.1-A). Tdc do tang truéng riéng cuc dai cua S. salina M8 do duoc 1a
0,58 ngay %, cao hon so v6i 0,37 va 0,52 ngay ! do dugc twong trng cho Spirulina sp.2
va Spirulina sp.4. Chung S. salina M8 ciing thé hién kha ning tich liiy PHB dat 11,2%
cao twong duong gip doi so véi Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4 tich liy duoc 14 4,5
va 5,6% (Hinh 3.1-B). Nhiing két qua nay cho thay chiang S. salina M8 1a vuot troi
hon so véi hai chang Spirulina sp.2, Spirulina sp.4 trong ca muc tiéu san xuét sinh
khdi va tich luy PHB.

Céc két qua khao sat ban dau gitra S. salina M8 va cac chang Spirulina sp.2,
Spirulina sp.4 da dugc phan tich sau hon nham lam rd ¥ nghia so sanh giita cac doi
tuong nghién ctru trong dinh hudng san xuat vat liéu nhya sinh hoc PHB. Két qua cho
thiy su khac biét rd rét vé dic diém chuyén hoa va tiém nang tich lily PHB giita hai
nhém vi khuan lam.

Cu thé, nhiéu nghién ctu da chi ra rang céc chang Spirulina thuong c6 kha niang
tich lity PHB han ché. Vi duy, Spirulina platensis chi dat khoang 0,16% PHB theo sinh
khoi kho trong méi truong Zarrouk [166], trong khi mét s6 ching khac nhu Spirulina
sp. LEB-18 ¢ thé tich lity cao hon nhung van dao dong trong khoang 8,14-30,1% tuy
diéu kién nudi cay [77, 167]. Nguoc lai, cac chung thudc chi Synechocystis duoc ghi
nhan c6 kha nang tich lity PHB vuot troi, véi cdc gié tri dao dong rong tur khoang 10%
dén trén 80% sinh khéi kho (nhu Synechocystis PCC 6803, PCC 6714 hay CCALA192),
phu thudc vao diéu kién dinh dudng va chién luoc van hanh.

Su khac biét nay bat nguon tir dic diém sinh 1y va diéu hoa chuyén hda cua ting
nhom khéc biét ndy phan anh dic diém sinh 1y dic trung cua ting nhoém. Cac chung
Spirulina c6 xu hudng uvu tién dong carbon cho sinh truéng va téng hop cac hop chit
chic niang noi bao, do d6 han ché kha ning chuyén huéng manh sang tich lity polymer
du trir. Trong khi d0, cac chung Synechocystis c6 kha ning diéu hoa chuyén hoa linh
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hoat hon, dic biét trong diéu kién mat can bang dinh dudng (du carbon, han ché
nitrogen/phosphorus), cho phép tich lity PHB ¢ murc cao nhu mot dang du trir noi bao.

Bén canh d6, yéu t6 moi truong nudi ciy ciing c¢6 anh hudng quan trong dén tinh
kha thi ung dung. Spirulina thuong dugc nudi trong modi truong Zarrouk giau
bicarbonate, doi hoi chi phi dinh dudng cao, do d6 khong t6i wu cho muc tiéu san xudt
PHB quy mé 1én véi gia thanh thap. Nguoc lai, viée sit dung méi truong BG-11 hoic
nuée thai sinh hoat c6 thé cung cAp ngudn dinh dudng véi chi phi thap hon, dong thoi
tao diéu kién thuén loi cho tich liiy PHB.

Trong bdi canh nay, S. salina M8 thé hién wu thé rd rét khi vira dat ning suét sinh
khéi cao, vira tich liiy PHB & mirc 16n trong diéu kién nude thai khong tiét tring. Diéu
nay khong chi khang dinh tiém ning sinh hoc ctia chiing ma con cho thay tinh pht hop
trong dinh hudng ung dung thuc té, dic biét ddi véi cac hé thong xtr 1y nude thai két
hop san xuét vat liéu nhya sinh hoc theo hudng kinh té tudn hoan.

Tir nhiing s6 ligu thu dugc va cac phan tich so sanh da trinh bay & trén, nhom
nghién ciru da lya chon chang S. salina M8 1am ddi twong nghién ciru nham phat trién
md hinh tich hop xtr 1y nudc thai va san xuét vat lidu nhua sinh hoc PHB. Chang nay
vira cho ning suat sinh khéi cao, vira cd kha nang tich liily PHB vuot troi hon trong diéu
kién nubi cay vai chi phi thap, tao tién dé cho céc thi nghiém va nghién ciu ang dung ¢
cac noi dung tiép theo.

Bang 3.1. Két qua sinh trwéng va ham lwong PHB tich luy cia Spirulina sp.2,
Spirulina sp.4 va S. salina M8 sau 8 ngay nudi (n =3)

. 2 . . Téc dj ting Ham lwong
Chung vi khuan lam | Sinh khoi (g/L) .
truéng (ngay™) PHB (%)
Spirulina sp.2 1,59 + 0,01 0,37 £0,12 45+0,1
Spirulina sp.4 1,36 + 0,09 0,52+ 0,14 5,6+ 0,2
S. salina M8 1,99 + 0,02 0,58 £ 0,04 11,2+ 0,3
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Hinh 3.1. Nong dé sinh khéi (A), téc dé ting truéng riéng va
ham lwong PHB (B) trong sinh khéi ciia 3 chiing vi khudn lam

3.2. Két qua sang loc cac yeu t6 hoa - ly anh hwéng lén dén tang trudng sinh khoi
va ham lwgng tich luy PHB béi S. salina M8

Sy phat trién va san xuat polymer quang hop cua vi khuan lam dugc diéu chinh
manh mé& bai cac yéu té Iy hoa va phi sinh hoc. Khi cac théng sé nay duoc tdi uvu hoa,
ca sy tich liiy sinh khdi va tong hop nhya sinh hoc déu c6 thé dugc ting cuong dang
ké. Dua trén co s nay, thiét ké Plackett—-Burman (PBD) di duoc ap dung dé danh gia
anh huong cua 08 bién doc 1ap bao gom cudng d6 anh séang, ndong do CO,, pH, nhiét
06, toc a6 suc khi, ndng do nitrate, ndng d6 phosphate va thoi gian nudi cay dén ning
suat sinh khoi va su tich lity PHB cua S. salina M8, dong thoi qua d6 xac dinh cac yéu
t6 c6 y nghia thong ké. Két qua vé anh huong cua 08 yéu té bao gom: cudng do anh
séng, pH, nhiét 4o, nong d6 CO2, téc do suc khi, ndng do nitrate, nong do phosphate,
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va thoi gian nudi trong khoang khao sat twong tng tir 4.500 — 13.500 lux; 5 - 9; 25 —
35°C: 1-5%, 0,5—1,5vvm, 1 -2 g/L, 20 — 60 mg/L, va 5 — 15 ngay, véi ky hiéu bién
twong ung la A, B, C, D, E, F, G, va H, véi cac mirc dugc ma hoa (-1, 0, va 1). Thiét
ké PBD bao gom 17 lan thi nghiém, trong d6 c6 5 1an lap lai diém trung tdm, dé danh
gia tinh hop 1& cua md hinh va sai s thi nghiém. Két qua nghién ciru dau ra cua thiét
ké Ia hai bién doc lap: sinh khdi khd (Ysinnknéi, g/L) va ham lugng PHB (Yeus, %) duoc
thé hién trong Bang 3.2.
Bang 3.2. Ma trin ciia bién mi hoa theo thiét ké Plackett-Burman nghién ciu
san xuit sinh khoi va PHB bai S. salina M8

- Miic caa bién Yarnws | Yeus
A B C | D|E F G H (9/L) (%0)
| 1 1 1| 1 1 -1 0,95 8,56
2 0 0 0 0| 0 0 0 0 1,38 | 15,50
3 1 -1 1 1 | -1 1 -1 -1 1,53 | 11,50
4 0 0 0 0| 0 0 0 0 1,40 | 15,49
5 | -1 1 1 1] 1 1 1 1,05 | 17,60
6 1 1 11 ] 1 -1 1 -1 1,68 | 10,40
7 | 1 1 | -1 ] 1 -1 -1 -1 1,01 | 13,60
8 | -1 -1 T I O S | -1 -1 0,23 5,60
9 1 -1 1 |1 -1] -1 1 1 1,70 9,50
10 | 0 0 0 0| 0 0 0 0 1,39 | 15,70
11 | -1 -1 41 ] 1 -1 1 0,44 5,89
12 | 1 1 101 1] A -1 1 1,62 | 17,36
13 | 1 1 1| -1 1 1 -1 1 1,73 | 16,83
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14 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 0,84 6,26

15 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,93 7,73

16 0 0 0 0 0 0 0 0 1,38 15,44

17 0 0 0 0 0 0 0 0 1,41 15,26

Két qua cho thay su bién dong dang ké cua ca hai bién phan hoi (sinh khéi va
ham luong PHB) giita cac t6 hop cia 08 yéu té khao sat. Nong do sinh khdi khé dao
dong trong khoang rong, trong d6 gid tri cao nhét dat 1,73 g/L & thi nghiém 13, tiép theo
121,70 g/L & thi nghiém 9. Nguoc lai, sinh khdi thdp nhat 1an luot ghi nhan & thi nghiém
8 (0,23 g/L) va thi nghiém 11 (0,44 g/L), trong khi céc thi nghiém 14 va 15 cling cho
gia tri dudi 1 g/L. Sinh khéi thap & cac nghiém thirc ndy c6 thé dugc giai thich do phan
16n cac yéu t6 duoc thiét 1ap & muc thép, tao diéu kién bat loi cho sy sinh truéng cua
Synechocystis salina M8.

Ham lugng PHB ciing thé hién sy bién thién rd rét, dao dong tir 5,60% (thi nghiém
8) dén 17,6% (thi nghiém 5), cho thdy muc do anh huong manh cia cac yéu td khao sat
dén qua trinh tich lity polymer. Tuy nhién, xét trén phuong dién tng dung, hiéu qua cia
quéa trinh khéng chi phu thudc vao ham luong PHB (%) ma con phu thudc vao téng
luong PHB thu dugc trén mot don vi thé tich (g/L). Theo do, mac du thi nghiém 12 c6
ham lugng PHB cao hon (17,36%) so véi thi nghiém 13 (16,83%), nhung do sinh khéi
& thi nghiém 13 cao hon (1,73 g/L so véi 1,62 g/L), nén tong lwong PHB tich lity thuc
té dat dugc & hai nghi¢m thtrc 1a trong duong hodc thi nghiém 13 c6 xu hudéng cao hon.

Mit khéc, sy chénh léch vé ham luong PHB giita hai nghiém thire nay 1a khong
dang ké (khoang 3%), trong khi sy gia ting sinh khdi & thi nghiém 13 ¢ y nghia o rét
hon vé mat ning suat tong thé. Piéu nday phan anh dic diém sinh 1y dién hinh cta vi sinh
vat, trong d6 qua trinh sinh truong va tich lity PHB ¢6 méi quan hé canh tranh vé dong
carbon; do d6, diéu kién t6i wu cho tich Ity PHB cuc dai chua chic trung voi diéu kién
t61 wu cho sinh trudng.

Tur d6, viéc lya chon thi nghiém 13 lam diéu kién dai dién 1a c6 co sé khoa hoc,
vi nghiém thirc nay dat duoc su can bang hop 1y giita sinh truéng va tich lily san pham.
Két qua nay nhan manh rﬁng viéc xac dinh diéu kién tbi wu can dua trén tiéu chi tich
hop giita sinh khéi va ham lwong PHB, thay vi chi t6i da hoa mot chi tiéu riéng 1é. Thi
nghiém 13 do d6 duoc xem 13 phuong an phu hop hon cho muc tiéu téi vu hoa ning
suat PHB tong thé trong dinh hudéng timg dung thyc tién.

Su bién dong 16n vé& ham lugng PHB giita cic nghiém thic ciing phan anh pham
vi khao sat rong cua cac yéu td trong thiét ké Plackett-Burman, dong thoi khing dinh
anh huong dang ké cua timg yéu té dén qua trinh diéu hoa chuyén héa va téng hop
polymer trong té bao.
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3.2.1. Két qua sang loc cdc yéu to héa - Iy anh hwéng lon dén ting truwéng sinh khoi
bgi S. salina M8

Két qua thi nghiém trinh bay trong Béang 3.2 duoc phan tich boi phin mém
MiniTab nhim danh gid anh hudéng cia timg yéu té moi truong dén xu hudng ting
truong sinh khéi cua S. salina M8. Dién bién dit liéu thé hién trén Hinh 3.2 cho théy,
trong pham vi khao sat cudng d6 anh sang ting tir 4.500 dén 13.500 lux, pH ting tir 5
dén 9, nhiét do tang tir 25 dén 35°C, ndng d6 CO tang tir 1 dén 3%, ndng do phosphate
tang tir 20 dén 60 mg/L, va thoi gian nudi ting tir 5 dén 15 ngay déu c6 xu huéng 1am
tang ham lwong sinh khéi cua S. salina M8.

Tuy nhién, két qua phan tich théng ké bang phan mém Minitab trong Bang 3.3,
cho thay khong phai tat ca cac yéu t6 trén déu c6 anh hudng dang ké vé mat thong ké.
Cu thé, cuong do anh sang (A), pH mai trudng (B) va nhiét 6 nudi cay (C) duoc xac
dinh 1a cac yéu t6 c6 anh hudng manh va co y nghia théng ké dén ting truong sinh
khéi cua S. salina M8 trong khoang khao sat. C4c gia tri p-value déu nho hon 0,05,
chting to vai tro chi phdi ctia 03 yéu t6 nay trong cac khoang 4.500-13.500 lux, pH 5—
9 va nhiét do 25-35°C. Nguoc lai, cac yéu t6 nhu ndng d6 CO, (1-5%), phosphate (20—
60 mg/L) va thdi gian nudi (5-15 ngdy) c6 gia tri p-value > 0,05 cho thiy khong anh
huong dang ké dén tang truong sinh khéi cua S. salina M8 trong pham vi khao sat. Tong
hop cac két qua trén cho thiy cuong do anh sang, pH moéi trudng va nhiét do nudi cy
12 nhitng yéu t6 chinh quyét dinh hiéu sut ting truong sinh khéi ca S. salina M8 trong
diéu kién thi nghiém, dong thoi 13 co s& quan trong cho cac budc tdi wu hoa tiép theo

trong nghién ctru.
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Hinh 3.2. Anh hwéng ciia cdc yéu té héa - ly doi véi ting trwéng sinh khéi
cua S. salina M8
A: Cuong do anh saing C: Nhiét do E: toc d6 suc khi G: néng do phosphate
B: pH D: néng d6 CO2  F: ndng do sodium nitrate  H: thoi gian nudi cy

Bang 3.3. Phan tich ANOVA céc bién anh hwéng dén sinh khéi

san xuat béi S. salina M8

Bién Bactwdo  AdjSS Adj MS  F-Value P-Value
A 1 1,82197 1,82197 101,37 0,000
B 1 0,47292 0,47292 26,31 0,001"
C 1 0,26783 0,26783 14,90 0,006
D 1 0,01363 0,01363 0,76 0,413
E 1 0,01680 0,01680 0,93 0,366
F 1 0,01776 0,01776 0,99 0,353
G 1 0,02813 0,02813 1,56 0,251
H 1 0,09004 0,09004 5,01 0,060

*Gia trj thé hién c6 anh hudng 16n & mirc c6 ¥ nghia thong ké

- Anh huong cia cudng do anh sang (A): Két qua phan tich théng ké cho thay
cudng d6 anh sang 1a yéu t c6 anh huong manh nhat dén sinh khéi cua S. salina M8,
Vé6i gia tri F = 101,37 va p-value = 0,000. Piéu nay khang dinh vai tro quyét dinh cta
anh sang d6i v6i qua trinh sinh trudng cua vi khuan lam trong diéu kién thi nghiém.
Vé mit sinh 1y hoc, anh sang 1a mot trong nhiing yéu té moi truong quan trong nhat

chi phéi hoat dong quang hop, trao ddi chat va ting truong cua vi khuan lam. Nhin
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chung, sinh khéi ctia vi khuan lam ting theo cudng d6 anh sang cho dén khi dat ngudng
bao hoa dic trung cho ting loai. O cudng d6 chiéu sang thap, kha niang hap thy ning
luong quang hop bi han ché, dan dén giam toc do cd dinh carbon va sinh truéng cham.
Khi cuong d6 anh sang ting, bd may quang hop hoat dong hiéu qua hon, thuc ddy van
chuyén electron, gia ting qua trinh tao ATP va tir d6 nang cao kha ning tong hop sinh
khéi [169]. Két qua tir thiét ké sang loc Plackett—Burman ciing ciing cd nhan dinh nay,
khi sinh khdi cao hon luén dugc ghi nhan & cac thi nghiém ma cuong d6 anh sang
dugc ma hdéa & mic cao (+1). Xu hudng nay phu hop véi vai tro da duge xac lap cua
anh sang nhu 1a dong luc chinh cua qua trinh dong hoa carbon thong qua quang hop &
vi khuan lam va vi tdo. Theo cic nghién ctru trude dy, ddi voi nhiéu loai vi khuin
lam, bao gdm Synechocystis sp. PCC 6803, diéu kién sinh trudong toi vu thuong dat
dugc & muc anh sang tir trung binh dén cao, phd bién trong khoang 50-400 pmol m-
s1[169]. Tuy nhién, khi cuong do anh sang vuot qua ving tdi wu nay, hién tuong Gc
ché quang hop c6 thé xay ra. Hién tuong nay lién quan dén ap luc kich thich qua mte,
gay ton thuong hé quang hop II (PSII), 1am giam hiéu suit quang hop va kim ham su
tang trudng cua té bao. Co ché trc ché quang hop thuong gin véi su bat hoat protein
D1 cuaa PSII, doi héi cac chu trinh sira chita lién tyc va tiéu ton dang ké ning luong
trao d6i chat [169]. Mic du vay, vi khuan lam s& hitu cic co ché bao vé va thich nghi
quang hop hiéu qua, bao gdm dap tit khong quang hoa, chuyén trang thai va diéu chinh
dong kich thudc anten thu nhan anh sang. Cac co ché nay gitp té bao giam thiéu ton
thuong va phuc hoi khi cuong do anh sang trd vé mirc thuan loi [169]. Nho dé, nhiéu
loai vi khuan lam c6 kha niang chiu dung céac diéu kién chiéu sang bién dong trong moi
trudng ty nhién va hé thong nudi cay nhan tao, tuy nhién chi trong gii han sinh 1y
nhat dinh. Do d6, viéc xac dinh va duy tri cuong d anh sang t6i vu 13 yéu t then chot
nham ti da hoa ning suat sinh khdi cta vi khuan lam, dong thoi dam bao trang thai
quang sinh 1y 6n dinh va bén viing cho cac ung dung cong nghé sinh hoc.

- Anh huéng cua pH (B): Két qua phan tich thong ké cho thay pH c6 anh huéng
dang ké dén sy ting truong sinh khi cua S. salina M8, véi gia tri F = 26,31 va p-value
= 0,001 < 0,05. Piéu nay khang dinh pH 1a mot trong nhiing yéu t6 moi truong quan
trong chi phdi qua trinh sinh truéng ciia chung vi khuan lam nghién ciru trong khoang
khao sat. Anh huong cua pH ddi vai vi khuan lam phu thudc manh vao dac diém sinh
1y cua ting loi; tuy nhién, da sé cac loai vi khuan lam va vi tao quang hop déu dat
hiéu suat sinh truong tdi wu trong diéu kién pH trung tinh dén kiém nhe, thuong dao
dong trong khoang 7,0-8,5. Khi pH léch khoi khoang t6i uu nay, s mat can bang
proton trong moi trudng c6 thé lam gian doan cac qua trinh sinh 1y quan trong, bao
gdm van chuyén dién tir quang hop, kha niang hap thu va ¢ dinh carbon vé co, ciing

nhu hi¢u qua trao doi chét téng thé, tir d6 han ché sy tich lily sinh khdi. Bic biét, ¢ gia
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tri pH cao (trén 10—11), qué trinh chuyén héa ning lugng anh sang thudng bi (rc ché
manh, din dén suy giam dang ké ning suat sinh khdi. Xu hudng nay da dugc ghi nhan
rd rang trong cac nghién ciru trude day. Chang han, Synechocystis sp. PCC 6803 dat
sinh khoi t6i da (> 0,3 g/L) trong khoang pH 7,5-10, trong khi sinh kh6i giam manh
khi pH vuot qua 10 (< 0,3 g/L) [169]. Trong nghién ctru hi¢n tai, S. salina M8 cling
thé hién phan Ung twong tu, v6i sinh khéi tang dan khi pH ting tir 5 1én 9 va dat gié tri
cao nhit ¢ ving pH kiém nhe thudc gii han trén ctia khoang khao sat. Két qua nay
cho thiy S. salina M8, twong ty nhiéu loai vi khuan lam khac, wa thich diéu kién pH
kiém vira phai, noi qué trinh dong héa carbon va hoat dong quang hop duoc ting
cudng. Quan trong hon, phan tich théng ké di xac nhan pH 1a mot yéu t& quyét dinh
c6 ¥ nghia ddi voi sy tich lity sinh khdi cua S. salina M8, qua d¢6 nhan manh vai trd
trung tdm cua pH trong viéc tdi wu hoéa diéu kién nudi ciy nham nang cao hiéu suét
tang trudng cua chung nay [169].

- Anh hudng cua nhiét d6 (C): Phan tich phuong sai (ANOVA) cho thay nhiét
d6 ¢6 anh hudéng c6 ¥ nghia thong ké dén su tich lity sinh khéi cua S. salina M8, véi gia
tri F = 14,9 va p-value = 0,006 (< 0,05). Mic du mirc d6 tac dong khdng manh bang
cudng do anh sang va pH, két qua nay khang dinh nhiét do 1a mot yéu té moéi truong
quan trong, gop phan diéu chinh hiéu suat ting trudng cta chang S. salina M8 trong
khoang khao sat. Khoang nhiét do khao sat tir 25 dén 35°C trung hop véi dai nhiét do
t6i wu dd duoc ghi nhan cho nhiéu chung thudc chi Synechocystis, trong d6 hoat tinh caa
cac enzyme quang hop, toc d6 ¢ dinh CO, va hiéu qua chuyén héa ning lwong dat muc
cao, qua d6 thic day tdc do sinh truong cuc dai va gia ting sinh khéi tich lily. Cac nghién
ctru trude ddy cho thiy Synechocystis sp. PCC 6803 sinh truong téi vu & 30-35°C, dat
sinh khdi khoang 0,3-0,4 g/L, trong khi cac diéu kién nhiét do thap (18-22°C) hoic
cang thang nhiét cao (= 44°C) gay uc ché dang ké qua trinh sinh treéng, lam giam sinh
khdi va can tré cac qua trinh sinh tong hop lipid [169]. Xu huéng phu thudc vao nhiét
d6 twong tu ciing duoc ghi nhan ddi véi S. salina M8 trong nghién cau nay. O nhiét d6
thap nhat duoc khao sat (25°C), sinh khéi thu duoc 1 thap nhat, chi dat 0,23 g/L va 0,44
g/L trong Gng Vai cac thi nghiém s6 8 va 11. Nguoc lai, khi nhiét do dwoc nang 1én 35°C,
sinh trueéng cua S. salina M8 duoc cai thién rd rét, véi sinh khdi dat gia tri cao nhat lan
luot 12 1,70 g/L (thi nghiém 9) va 1,73 g/L (thi nghiém 13). Nhitng két qua nay cho thay
S. salina M8, twong tir nhiéu loai vi khuan lam khac, c6 kha ning thich nghi tét véi didu
kién nhiét do trung binh dén cao va dat hiéu suét ting truong cao. Qua d6, nhiét do duoc
xac dinh 12 mot yéu té didu khién quan trong can duoc kiém soat chit ch& nham téi wu
hoa qué trinh nudi cdy va ning cao ning suat sinh khdi cua ching nay.
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- Pbi véi nong d6 CO2 (D): Két qua phan tich phuong sai (ANOVA) cho thay
nong do CO2 khong c6 anh hudng cé ¥ nghia thong ké dén su tich liy sinh khi ca S.
salina M8 trong pham vi khao sat, vai gia tri F = 0,76 va p-value = 0,413 (> 0,05).
Diéu nay cho thay, khi cac yéu té moi truong khac duoc xem xét déng thoi, su thay
d6i ndng d6 CO> trong khoang nghién ctu khong phai 1a yéu tb chi phéi truc tiép doi
Vi tang truong sinh khéi cua S. salina M8. Vé mat sinh ly, CO2 déng vai tro 1a ngudn
carbon vo co thiét yéu cho qua trinh quang hop, va viéc gia ting ndng d6 CO, thuong
gitip ting cuong téc do ¢b dinh carbon va sinh trudong cho dén khi dat ngudng tdi vu.
Tuy nhién, khi vuot qua ngudng nay, CO, du thira c6 thé khdng mang lai lgi ich bo
sung, tham chi gy wc ché do sy bdo hoa cua cac hé thdng thu nhan carbon va co ché
diéu hoa trao ddi chat noi bao. Cac nghién ciru trude ddy da minh chtng cho hién
twong nay, chang han Synechococcus 11801 dat toc d6 ting truéng cao nhat (0,16—
0,18 h') 6 0,5-1% CO, trong khi tdc do sinh truang giam rd rét ¢ ndng do thap hon
(0,04%) hoic cao hon (10%) [169]. Tuong tw, Synechocystis sp. PCC 6803 c6 téc do
sinh truéng téi vu & khoang 5% CO, [169]. Trong nghién ciu nay, S. salina M8 thé
hién kha niang sinh truong on dinh trong dai nong d6 CO, twong d6i rong tir 1-5%.
Sinh khéi khé ghi nhan duoc dao dong trong khoang 0,23-1,73 g/L tai 1% CO,, 1,05-
1,59 g/L tai 3% CO; va 0,44-1,68 g/L tai 5% COz (Bang 3.2). Pang chu ¥, & ndng do
CO; 3%, sinh khéi thu duoc ludn vuot quéa 1 g/L, bat ké su bién thién cua céc yéu to
méi truong khac, goi y rang mac CO2 nay tiém can diéu kién thuan loi cho sinh trudng
cua S. salina M8. Nguoc lai, tai 1% va 5% CO, sinh khdi bién dong trong bién do
rong hon, phan anh sy phu thudc rd rét vao tac dong tong hop cua cac thong sé moi
trudng con lai nhu anh sang, pH va nhiét do. Nhitng két qua trén cho thay, mac du S.
salina M8 c6 kha nang thich nghi tt voi phd nong do CO, rong, nhung CO, khong
phai & yéu t6 gidi han chinh d6i véi sinh truéng trong khoang khao sat. Hiéu suat sinh
khdi ciia chiing nay chiu chi phdi chi yéu bai su tuong tac giita CO2 va cac yéu té hoa
— ly khac ctua moéi truong nudi ciy, diéu ndy can dugc xem xét trong cac nghién ctu
t6i vu hoa da bién & quy mo lén hon.

- D6i véi ndng d6 phosphate (G): Phosphate 1a mét trong nhitng chat dinh dudng
da luong thiét yéu ddi voi vi khuan lam, tham gia tryuc tiép vao ciu trdc va chirc ning
cua cac phan t sinh hoc quan trong nhu axit nucleic, adenosine triphosphate (ATP) va
phospholipid mang té bao. Do d6, sy thiéu hut phosphorus thuong dan dén suy giam
hoat dong quang hop, han ché qua trinh trao d6i chat va kim ham sy tich lity sinh khdi
(Raven, 2013; Wang va cong su, 2019). Trong nghién ctzu ndy, ndng d6 phosphate dugc
khao st trong khoang 20-60 mg/L (Bang 3.2). Két qua thuc nghiém cho thay sinh khéi
kho cua S. salina M8 dao dong trong khoang 0,23-1,73 g/L (tai cac thi nghiém 8 va 13),
tuy nhién su bién thién nay khéng thé hién xu hudng phu thudc rd rang vao noéng do
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phosphate. Phan tich théng ké bang thiét ké Plackett—Burman ghi nhan phosphate khong
6 anh hudng co ¥ nghia thong ké dén sinh khéi cua S. salina M8 trong pham vi khao
sét, véi p-value = 0,251 (> 0,05) (Bang 3.3). Nhitng két qua nay cho thiy, trong diéu
kién thi nghiém da thiét lap, phosphate khéng phai 1a yéu té gigi han ddi véi sy sinh
truong cua S. salina M8. Biéu nay 1a do ndng d6 phosphorus trong méi truong nudi ciy
d3 vuot ngudng nhu cau sinh Iy cua té bao, do d6 viéc bd sung thém phosphate khong
mang lai lgi ich rd rét vé sinh khéi. Xu huéng nay phl hop véi cac nghién ciru trude
day trén cac chung Synechocystis sp. va Scenedesmus sp., trong d6 su gia ting nong do
phosphate virgt mic téi vu khong dan dén su cai thién dang ké vé tang truang sinh khdi,
ma chi lam thay d6i can bang dinh dudng ngi bao.

- P6i vai thoi gian nudi (H): Két qua phan tich phuong sai (ANOVA) cho thay
thoi gian nuéi cy trong khoang 5-15 ngay c6 F-value = 5,01 va p-value = 0,06. Mic
di gié tri p-value xap xi ngudng y nghia théng ké (0,05), yéu td nay van chua dugc
xéac dinh 1a c6 anh hudng c6 ¥ nghia thong ké dén sinh khoi cua S. salina M8 trong
pham vi khao séat. V& mit sinh hoc, thoi gian nudi cay thuong c6 méi lién hé truc tiép
véi mue do tich Iy sinh khoi, do qué trinh ¢6 dinh carbon quang hop dién ra lién tuc
theo thoi gian. Trong nghién ciiu nay, sinh khdi cua S. salina M8 c¢6 xu huéng ting
dan khi thoi gian nudi kéo dai tir 5 dén 15 ngay, phan anh su tich liiy sinh khdi theo
dong hoc sinh truéng. Tuy nhién, mac d6 gia ting nay khong di 1on dé tao ra su khéc
biét co v nghia thdng ké, cho thiy tac dong cua thoi gian nudi ciy bi chi phdi manh
hon boi cac yéu té moi truong quyét dinh khéc, dic biét 1a cuong do &nh sang, pH va
nhiét d6. Tong hop cac két qua phan tich cho thay, trong diéu kién thi nghiém da thiét
lap, thoi gian nudi cdy va nong do phosphate dong vai tro 1a cac yéu té hd trg cho qua
trinh sinh truong, nhung khong phai 1a cac yéu t6 gisi han quyét dinh ning suét sinh
khoi cua S. salina M8. Biéu nay nhan manh rang viéc t6i wu hoa cac thong sé moi
trudong cha dao c6 ¥ nghia quan trong hon so vai viéc kéo dai thai gian nudi cay trong
chién luoc nang cao hiéu suit sinh khdi caa chang vi khuan lam nay .

Nguoc lai véi anh hudng cia anh sang, pH, nhiét do, néng do COo, néng do
phosphate va thoi gian nudi cdy, su ting téc do suc khi CO2 tir 0,5 dén 1,5 vvm va ting
noéng do nitrate tir 1 dén 2 g/L, lam giam nhe sinh khoi kho cua S. salina M8. Tuy
nhién sy giam sinh khbi kho khong qua 16n va khong cé y nghia vé mit théng ké do
p-value tinh dugc déu 16n hon 0,05 (Bang 3.3), diéu nay dugc luan giai nhu sau:

- Béi véi toe do suc khi (E): Suc khi 1a mot thong s van hanh quan trong trong
nudi cdy vi khudn lam, c6 vai tro ting cuong sy hoa tan CO; tir pha khi vao mdi truong
nudi, qua d6 nang cao ngudn carbon vo co sin cd cho qua trinh c¢b dinh carbon quang
hop. D@)ng thot, suc khi con cai thién mutrc do tron 1an ciia hé théng, thuc déy truyén khdi
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va ting cudng kha ning trao d6i chat dinh dudng cua té bao, tir d6 hd tro sinh trudng va
tich lily sinh khdi. Tuy nhién, khi toc d6 suc khi vuot qua ngudng thich hop, tmg suat
cit thity dong gia ting c6 thé giy ton thuong té bao va 1am suy giam oOn dinh sinh 1y,
hién twong da dugc ghi nhan & mot s6 loai vi khuan lam nhu Microcystis spp. dudi diéu
kién suc khi cao [169]. Trong nghién ctru nay, S. salina M8 thé hién kha ning sinh
treong on dinh trong khoang tdc d6 suc khi khao sat tir 0,5 dén 1,5 vvm. Sinh khéi kho
thu dugc dao dong trong khoang 0,23—1,70 g/L tai 0,5 vvm va dat gia tri cuc dai 1,73
g/L tai 1,5 vvm (Bang 3.2). Mit khéc, phan tich thong ké cho thay tdc do suc khi khong
c¢6 anh huong c6 ¥ nghia thong ké dén sy tich liy sinh khéi trong pham vi nghién ciru
(p = 0,366 > 0,05 (Bang 3.2). Nhitng két qua nay cho thiy S. salina M8 c6 kha ning
thich nghi tét trude su bién ddi vira phai cta tée do suc khi ma khong 1am suy giam sinh
truong. Pong thoi, chiing ciing chi ra rang trong diéu kién thi nghiém d thiét 1ap, sinh
khéi cua S. salina M8 chiu sy chi phéi manh mé& hon bai cac yéu té moi truong quyét
dinh khac, dac biét 1a cuong do anh sang, pH va nhiét dg, hon 1a boi tbc do suc khi.

- Bdi véi néng do nitrate (F): Su san co cua nitrate co tac dong co ban dén sinh
1y ctia Synechocystis vi nitrogen diéu chinh qua trinh sinh tong hop té bao, hiéu qua
quang hop va can bang carbon-nitrogen tong thé. Thong thuong, sy ting truéng phu
thudc vao nitrate tuan theo dong hoc bao hoa: tbc do tang trudng cu thé tang 1€n khi
ndng do nitrate ting cho dén khi nhu cau N cua té bao duoc dap tng, sau do nitrate bd
sung mang lai loi ich khong déng ké hoic c6 thé gy mat can bang chuyén héa. Nguoc
lai, ndng do nitrate rat thip gay ra tinh trang thiéu nitrogen, kich hoat su phan phdi lai
du trir nitrogen nodi bao va chuyén hudng dong carbon khoéi qua trinh hinh thanh sinh
khéi sang cac chat chuyén héa lién quan dén stress. Li va cong sy (2025) da chirng minh
rd rang sy chuyén d6i nay, cho thiy rang viéc cung cp du nitrate (120 mg N/L; N/P =
10:1) duy tri su ting truéng manh mé& cua Synechocystis va sy tiét chat chuyén hoa,
trong khi méi truong c6 ham luong nitrogen thap (54-84 mg N/L) gdy ra tinh trang thiéu
nitrogen nghiém trong, thuc day su bai tiét chat chuyén hoa qua mirc va tham chi giy ra
hién tuong tu v té bao [169]. Ty 1é Redfield chuan (C/N/P = 106:16:1; ty 1& khéi lugng
41,1:7,23:1) xac dinh yéu cau vé mit hoa hoc dé can béng qua trinh trao ddi chat cua vi
khuan lam. Trong nghién ciru ndy, ndng do nitrate trong méi trudng BG-11 dugc nang
cao tir 164,71 1én 329,41 mg/L, tao ra ty 1& mol N/P tir 51:1 dén 102:1 (ty 1¢ khéi lugng
tir 12:1 dén 24:1), vuot xa nhu cau vé mat hoa hoc. Ty 16 N/P cao bat thuong nhu vay
c6 thé da 1am rdi loan cén bang chit dinh dudng ndi bao, gop phan lam giam nhe sinh
khéi kho duoc quan sat thiy & ndng do nitrate cao hon. Tuy nhién, su suy giam nay
khéng c6 y nghia thong ké (p = 0,353 > 0,05, Bang 3.3), cho thiy ring trong pham vi
thir nghiém, luong nitrate du thira chi gdy ra tic dong trc ché nho so véi cac yéu td chi
phéi, vi du nhu cuong do anh sang, pH va nhiét do, dugc xac dinh thong qua sang loc
Plackett-Burman.
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3.2.2. Két qua sang loc cdc yéu to héa - Iy anh hwéng lén dén ham lwong tich luy
PHB boi S. salina M8

Sy tich liiy PHB trong sinh khéi cua S. salina M8, thé hién trong Hinh 3.3, chiu
anh huong manh mé béi cac diéu kién méi truong va dinh dudng. Biéu d6 anh huéng
mo ta sy thay d6i ham luong PHB khi céac yéu té duoc chuyén tir mirc thap (-1) sang
mtc cao (+1) qua d6 phan &nh mutc do nhay cam cua qua trinh tich liy PHB ddi voi
tirng bién khao sat. V& ban chat, sinh téng hgp PHB & vi khuan lam dwgc xem la mét
qua trinh trao doi chat thu cap, thuong duoc kich hoat trong diéu kién stress sinh Iy
hoac mat can bang dinh dudng, khi dong carbon bi chuyén hudéng tir sinh truéng té
bao sang luu trit polymer noi bao. Két qua phan tich theo Plackett—-Burman cho thay
cudng do anh sang, pH va nhiét d6 khong chi 1a cac yéu td chi phéi sy tang truong
sinh khéi ma con co tac dong gian tiép va dang ké dén kha ning tich liy PHB cua S.
salina M8. Viéc ting cuong do anh sang gilp nang cao hiéu suat cb dinh carbon quang
hop, tir d6 gia ting nguon tién chat (acetyl-CoA) va niang lugng khir (NADPH) can
thiét cho con duong sinh tong hop PHB. Pong thoi, méi truong kiém nhe (pH 8-9) tao
diéu kién thuan lgi cho hoat dong trao doi chat va 6n dinh hé théng quang hop, dan
dén su gia tang rd rét ham lwong PHB tich lily (>11%). Nhiét d6 ciling thé hién anh
huong tuwong tu, khi nhiét 46 cao hon (1én dén 35°C) thuc day hoat tinh enzym lién
quan dén ca sinh truéng va sinh tong hop PHB, trong khi nhiét do thap hon co thé 1am
cham céc phan ¢ng sinh hoa trong chu trinh nay. Bén canh céc yéu té vat ly, nong do
dinh dudng va thoi gian nudi cay ciing gop phan diéu chinh sy tich liiy PHB. Cu thé,
viéc ting nong do nitrate tir 1 1&n 2 g/L va kéo dai thoi gian nubi cay tir 5 dén 15 ngay
déu c6 xu hudng lam ting ham luong PHB trong sinh khéi.
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Hinh 3.3. Anh huéng ciia cdc yéu té héa - Iy doi véi ham lugng PHB tich liy trong
sinh khoi cua S. salina M8
A: Cuong do anh sang C: Nhiét do E: tbc d6 suc khi G: néng do phosphate
B: pH D:noéng d6 CO2  F: nong do sodium nitrate  H: thdi gian nudi ciy
Bing 3.4. Phan tich ANOVA cdc bién anh huéng dén ham lwong PHB san xuat
béi S. salina M8

Bién Bic tu do AdjSS  AdjMS F-Value P-Value
A 1 20,830 20,830 4,75 0,066
B 1 119,511 119,511 27,28  0,001*
C 1 0,232 0,232 0,05 0,824
D 1 9,883 9,883 2,26 0,177
E 1 7,379 7,379 1,68 0,236
F 1 2,421 2,421 0,55 0,481
G 1 9,594 9,594 2,19 0,182
H 1 21,467 21,467 4,90 0,062

*Gia tri thé hién c6 anh hudéng 16n & mirc c6 ¥ nghia thong ké.

Xét tir goc do diéu hoa chuyén hoa, ndng do nitrate cao hon (trong pham vi
khong gay trc ché) gitip duy tri hoat dong quang hop va trao doi chit cua té bao, dong
thoi tao diéu kién dé cac enzyme cia con duong tong hgp PHB (PhaA, PhaB, PhaEC)

duoc biéu hién va hoat dong hiéu qua. Nguoc lai, tinh trang thiéu hut nitrogen nghiém
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trong & Synechocystis da dugc nghién ciru c6 thé gay pha v bé may quang hop, 1am
suy giam ham luong protein va enzyme, tir @6 han ché dong carbon vao PHB mic du
xu huéng tich lity chat du trit (glycogen/PHB) c6 thé ting 1én [169]. Trong trudng hop
ting nitrate nhung su sinh truong van bi gidi han bai cac yéu té khac (vi du nhu
phosphours, anh sang, nhiét do hoic khi té bao dat pha 6n dinh), lugng carbon cb dinh
va nang luong khtr du thira s& khong duoc sir dung cho ting truong ma duge chuyén
hudng vao con duong tich lily PHB nhu mot “bé chtra” carbon va dién tir. Trang thai
“mat can bang dinh dudng” nay cho phép Synechocystis uu tién tich liy PHB ngay ca
khi nitrogen khong phai 1 yéu t6 han ché chinh [169]. Co ché nay giai thich sy phu
hop cho nghién ctru hién tai, khi S. salina M8 van gia ting ham luong PHB & nong do
nitrate cao hon, mic du vi khuan lam thuong dugc biét dén véi kha ning tich Iy
polymer du trit dudi diéu kién stress nitrogen.

Viéc kéo dai thoi gian nudi cay gop phan lam suy giam dan cac chat dinh dudng
trong mdi truong, tir d6 kich hoat cac co ché thich nghi cia té bao, bao gdm sy tai phan
bd dong carbon tir cac dai phan tir cau trac nhu carbohydrate va protein sang cac
polymer du trit ndi bao, dién hinh 1a PHB. Qua trinh ndy phan anh chién lugc sinh ton
pho bién cta vi khuan lam trong diéu kién dinh dudng khong can bang hoic tién vao
pha 6n dinh. Nguoc lai, trong pham vi khao sét, viéc gia ting ndng do CO2, téc dd suc
khi va néng do phosphate c6 xu huéng 1am giam ham luong PHB tich liy. Nguyén
nhan chu yéu 1a do céc diéu kién nay thuc déy sinh trrong manh mé, tao uu thé cho
qua trinh hinh thanh sinh khdi hon 1a kich hoat cac con dudng luu trit polymer. D6i
v6i COz, mic du day 1a ngudn carbon truc tiép cho quang hop va c6 thé hd tro tong
hop PHB & mdt sb loai, nhung méi quan hé giira ndng d6 CO2 va tich liy PHB mang
tinh phu thudc loai va chiu chi phdi dong thdi boi cac yéu té khac nhu mirc do nitrogen
san c6 va pH moi truong. Do d6, viéc taing CO2 khong phai luc nao ciing dan dén gia
tang PHB va trong mot s trudng hop con gay trc ché qué trinh tich litly polymer [169]
Tuong ty, ting cudng suc khi trong hé nudi cdy vi khuan lam thuong lam giam kha
nang tich liiy PHB. Qua trinh sinh tong hop PHB dugc ghi nhan 14 wu tién xay ra trong
diéu kién oxygen hoa tan thép hodc trang thai trao ddi chat kém thuan loi cho ting
truong, nhirng diéu kién nay co thé dat duoc khi giam mire suc khi [169]. Mic du vay,
moi quan hé giita suc khi va tich liiy PHB khong hoan toan tuyén tinh; mot sb nghién
ctru cho thidy ham lwong PHB c6 thé ting trong giai doan dau khi suc khi duogc cai
thién, nhung sau d6 giam dan khi qué trinh suc khi kéo dai va sinh truong duoc duy

tri 6n dinh. Hon nita, viéc ting ndng d6 phosphate thudng dan dén giam san xuét hoic
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tich lity PHB trong vi khuan lam. Piéu nay 13 do qua trinh tong hop PHB thudng dugc
vu tién trong diéu kién thiéu chat dinh dudng, bao gdm ca su thiéu hut phosphate [169].

Nhin chung, phan 16n cac yéu td khao sat chi gy ra su bién thién nho vé ning
suat PHB giira cac mirc do, phu hop v6i két qua ANOVA trinh bay trong Bang 3.4, cho
thiy it c6 ¥ nghia thdng ké. Trong sb 08 bién sé duoc danh gia (A—H), chi c6 yéu t6 pH
(B) thé hién anh huéng co ¥ nghia thong ké dén su tich lily PHB cua S. salina M8 (p =
0,001 < 0,05), véi gia tri F-Value cao (27,28), khang dinh vai trd anh hudng ctua pH dbi
v6i su bién thién ham lugng PHB trong pham vi thi nghiém. Nguoc lai, cac yéu t6 con
lai (A, C, D, E, F, G va H) déu c6 gia tri p > 0,05 va F-Value thap (0,05-4,90), cho thiy
dong gop khong dang ké khi duoc xem xét riéng 16 trong thiét ké Plackett—Burman. Mic
di mot sd yéu t6 c6 tong binh phuong twong dbi cao hon, anh hudéng cua ching van
khong dat ¥ nghia thong ké. Két qua sang loc vi vay xac dinh pH 13 yéu t6 quyét dinh
can wu tién trong cac nghién ctru toi uu hoa tiép theo, trong khi cac yéu td con lai co thé
duoc c¢d dinh, trir trudng hop xét dén cac twong tac tiém nang.

Xét tong thé, cuong d6 anh sang, pH, nhiét 46, CO2, suc khi, ndng do nitrate,
phosphate va thoi gian nudi cdy cung tham gia chi phdi qué trinh sinh trudng va sinh
tong hop PHB cua S. salina M8. Sinh khéi duoc thuc day chu yéu boi anh sang cao,
pH kiém, nhiét do tuong ddi cao, nguén CO2 déy du va suc khi & mtrc vura phai, véi
vai tro hd trg cia nitrate va phosphate. Nguoc lai, su tich lity PHB ting 1én trong diéu
kién anh sang manh, pH kiém, nhiét do cao, néng do nitrate cao hon, phosphate thép
hon va thoi gian nudi cay kéo dai, trong khi CO2 cao va suc khi manh c¢é xu hudng tic
ché su tich trit polymer. Tir goc do tng dung céng nghiép, ning suat PHB duoc vu
tién hon so véi ham luong PHB riéng 1¢, do nang suat PHB phu thudc dong thoi vao
sinh khéi va ham luong PHB.

Trén co s& két qua sang loc tir thiét ké Plackett—Burman, 03 yéu t6 cuong do
anh sang (4.500 - 13.500 lux), pH (5 - 9) va nhiét d6 (25 - 35°C) dugc lya chon cho
budc t6i wu hoa sinh khdi va nghién ciru san xuat PHB tiép theo, trong khi cac yéu to
COa, suc khi, nitrate, phosphate va thoi gian nuéi cay dugc cb dinh lan luot & muc 5%,
0,5 vvm, 1 g/L, 40 mg/L va 10 ngay.

3.3. Két qua vé t6i wu héa sinh khdi va ham lwong PHB tich lu§ béi vi khuin lam
S. salina M8

Két qua vé tang truang sinh khdi va tich luy PHB trong sinh khéi S. salina M8

vé6i 15 thi nghiém theo thiét ké Box-Behnken duoc trinh bay ¢ Bang 3.5.
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Bang 3.5. Két qua do ting trwong sinh khoi va tich luj PHB trong sinh khoi S.
salina M8 theo thiét ké Box—Behnken

- Mikc caa bién Y sinh khéi YpHB
A B C (g/L) (%)

1 | 4500 (-1) 7 (0) 25 (-1) 1,31 14,31
2 | 13500(1) | 5(-1) 30 (0) 0,87 10,29
3 | 13500 (1) 7 (0) 35 (1) 1,89 18,58
4 9000 (0) 7 (0) 30 (0) 2,57 19,52
5 9000 (0) 7 (0) 30 (0) 2,51 19,23
6 | 13500 (1) 9 (1) 30 (0) 2,35 20,47
7 9000 (0) 9 (1) 25 (-1) 2,04 15,78
8 | 4500 (1) 9 (1) 30 (0) 1,92 17,92
9 9000 (0) 9 (1) 35 (1) 2,15 20,61
10 | 4500 (-1) 5 (-1) 30 (0) 0,68 9,12
11 | 9000 (0) 7 (0) 30 (0) 2,59 20,11
12 | 13500 (1) 7 (0) 25 (-1) 1,39 17,96
13 | 4500 (-1) 7 (0) 35 (1) 1,58 18,47
14 | 9000 (0) 5 (-1) 35 (1) 1,03 10,76
15 | 9000 (0) 5 (-1) 25 (-1) 0,68 8,63

3.3.1. Toi wu hod sinh khoi kho tich luy béi S. salina M8

Két qua phan tich ANOVA tai Bang 3.6 cho thdy mé hinh hdi quy Box—
Behnken giai thich rd rét sy bién dong cia ning suit sinh khéi S. salina M8. Cu thé,
gia tri F-Value cia mé hinh (F = 122,94, p- value = 0,000) cing hé s6 xac dinh R? =
99,55%, R? hi€u chinh (R?adj = 98,74%) va R? du doan (R?*pred = 93,53%) khéng dinh
mo hinh c6 d6 phul hop cao va kha nang du doan dang tin cdy. Hon nira, chi s6 Lack-
of-Fit cua m6 hinh toan cé gia tri p- value = 0,172 > 0,05 va F = 4,97 cho théy khong
c6 sai khac co y nghia thong ké giita gia tri du doan cia mo hinh va sb liéu thyc
nghiém, nghia 1a mé hinh duoc xay dung pht hop véi dir liéu va sb liéu do dac tir thi
nghiém 1a c6 do twong thich rat cao.
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Bang 3.6. Phan tich ANOVA d6i véi sinh khoi khé ciia S. salina M8 cho cac thi
nghiém dua trén thiét ké Box-Behnken

Source DF Adj SS Adj MS F-Value p-Value

Model 9 6,48187 0,72021 122,94 0,000*

Linear 3 3,69662 1,23221 210,33 0,000*
A 1 0,12751 0,12751 21,77 0,006*
B 1 3,38000 3,38000 576,96 0,000*
C 1 0,18911 0,18911 32,28 0,002*

Square 3 2,74322 0,91441 156,09 0,000*
AxA 1 0,98723 0,98723 168,52 0,000*
BxB 1 1,26180 1,26180 215,39 0,000*
CxC 1 0,91234 0,91234 155,73 0,000*

Inzt-e\:\;?[/ion 3 0,04203 0,01401 2,39 0,185
AxB 1 0,01440 0,01440 2,46 0,178
AxC 1 0,01323 0,01323 2,26 0,193
BxC 1 0,01440 0,01440 2,46 0,178

Error 5 0,02929 0,00586

Lack-of-Fit 3 0,02583 0,00861 4,97 0,172

Pure Error 2 0,00347 0,00173

Total 14 6,51116

R? 99,55%

R-sq(adj) 98,74%

R-sq(pred) 93,53%

*Gia tri thé hién c6 anh hudng 16n & mirc c6 ¥ nghia thong ké.
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Anh hudng cua cac bién tuyén tinh (Linear effects): Dt liéu cho thay mé hinh
(model) va tinh chat tuyén tinh (linear), cudng do anh sang (A), pH ban dau (B), va
nhiét @ méi truong nudi (C) déu anh huong 16n ning suét sinh khéi vi gia tri p- value
< 0,05. pH ban dau (B) voi gia tri F-value = 576,96, p- value = 0,000. Pay 1a yéu td
c6 anh huong manh nhat. pH diéu chinh cin bang CO2/HCO3 va trang théi ion cta cac
mudi dinh dudng, tir 46 tac dong truc tiép dén qua trinh quang hop va déng héa carbon.
Gia tri F vuot troi so véi cac bién khac cho thay pH dong vai tro chi phéi trong téi wu
hoéa sinh trurong. Nhiét d6 nuoi (C) co cac gia tri F-value = 32,28, p- value = 0,002.
Nhiét do trong khoang gidi han khao sat (25-35°C) diéu chinh hoat tinh enzym quang
hop va tde d6 cd dinh CO,. Nhiét d6 ting trong khoang khao sat lam nang cao toc do
tang truong cuc dai. Cuong do anh sang (A): F-value = 21,77, p- value = 0,006, &nh
sang cung cip niang luong cho quang hop, tuy mirc anh hudng kém hon pH va nhiét
d6. Trong dai 4.500 — 13.500 lux, cudng do anh sang du cao dé kich thich ting trudng
nhung chua dat ngudng gay stress quang. Mac du tac dong tich cuc, murc anh hudéng
ctia anh sang thip hon so v&i pH va nhiét d6. Nhu vay, pH ban dau 12 bién tuyén tinh
chi phdi manh nhét, gitr vai trd trung tdm trong diéu tiét qué trinh quang hop va hap
thu dinh dudng, trong khi nhiét 46 va cudng d6 anh sang dong vai tro hd tro, gop phan
t61 uvu hoa ning suat sinh khéi cua S. salina M8.

C4c bién binh phuong AxA, BxB, va CxC tat ca déu thu duoc p- value < 0,05
va thé hién 1a bién quan trong trong mé hinh va c6 ¥ nghia vé mat thong ké dén ning
suat sinh khdi cua S. salina M8. Trong sé do, thir ty mirc d6 anh huong duoc sap xép
la BxB > AxA > CxC do F-value cua ba bién d6 duoc xép theo tht tu twong Gng la
215,39 > 168,52 > 155,73. Diéu nay cho thdy dap tng sinh khdi khong chi ting tuyén
tinh khi tang tirng yéu t6 ma con xuat hién dinh t6i vu; vi du pH qua cao hodc qua thap
déu lam gidm sinh khoi, tuong tu véi anh sang va nhiét do.

Tuy nhién, cac bién tuong tac 2 chiéu AxB, BxC, va AxC déu c6 p- value >
0,05 (F-value = 2,3-2,5) cho thdy khong c6 anh hudng twong tic dang ké giita cip
bién d6i v6i nang suat sinh khéi cua S. salina M8 trong khoang khao sat. Noi cach
khac, tdc dong cua tung yéu t6 dén sinh khdi chu yéu doc lap, khong phuy thudc vao
gia tri ctia cac yéu to con lai. Tat ca s6 liéu thu duoc & Bang phan tich ANOVA cua
sinh khéi ching to rang mo hinh nay chinh x4c va dang tin cdy. Diéu nay duoc Xac
nhan thém béi hé sb twong quan ctia R? & cac gia tri 99,55%. Cac phan tich khuyén
nghi rang mo hinh phu hop t6t véi dit lidu thuc nghiém va do d6 né co thé duge ap

dung dé dy doan chinh xac két qua thi nghiém.
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Bang 3.7. Bang h¢ s twong quan cac bién twong vng ciia mé hinh héi quy sinh
khéi khé ciia S. salina M8

Term Coef SE Coef T-Value P-Value
Constant 2,5567 0,0442 57,86 0,000"
A 0,1262 0,0271 4,67 0,006"
B 0,6500 0,0271 24,02 0,000"
C 0.1537 0,0271 5,68 0,002"
AxA -0,5171 0,0398 -12,98 0,000
BxB -0,5846 0,0398 -14,68 0,000"
CxC -0,4971 0,0398 -12,48 0,000
AxB 0.0600 0,0383 1,57 0,178
AxC 0.0575 0,0383 1,50 0,193
BxC -0.0600 0,0383 -1,57 0,178

*Gia tri thé hién c6 anh hudng 16n & mirc ¢6 ¥ nghia thong ké.

Duya trén cac hé s6 hoi quy (Bang 3.7), phuong trinh ham hdi quy clia ning suét
sinh khoi biéu dién theo 03 bién cuong do anh sang, pH ban dau va nhiét do nudi duoc
viét theo bién ma hoa va cac hé sb twong quan cia céc bién theo phwong trinh (3.1):
Ysinh knéi = 2,5567 + 0,1262A + 0,6500B + 0,1537C - 0,5171AxA - 0,5846BxB -
0,4971CxC (3.1)

Phuong trinh nay cho phép xac dinh gid tri t6i uu cta ting yéu to, dong thoi
khang dinh vai tro chi phéi ciia pH ban dau va tim quan trong cua cac hiéu tng phi
tuyén khi toi ru hoa nang suét sinh khéi cua S. salina M8.

CAc biéu do dudng vién ning suét sinh khdi duoc hién thi trong Hinh 3.4 13 d6
thi 2-D md ta mbi quan hé giita ndng d6 sinh khéi S. salina M8 vai 03 bién Ia cuong
d6 anh sang, pH méi trudong va nhiét d6 nudi. PO thi dwdng vién thé hién trong Hinh
3.4 - A cho thay ndng d¢ sinh khéi vuot qua 2,5 g/L duoc du doan trong mot pham vi
hoat dong rong duoc xac dinh béi cuong d6 anh sang tir 6.500-12.500 lux, gia tri pH
tir 7 d&én 9 va nhiét do gan 30°C (Hinh 3.4 -A). Tuong tu nhu viy, khi pH ban dau cua
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moi trudng nudi duoc diéu chinh & muc 7,0 thi sinh khdi khé cua S. salina M8 s& dat
trén 2,5 g/L khi thi nghiém duoc thuc hién dudi diéu kién anh sang 8.000 — 11.000 lux
va nhiét do nudi dugc kiém soat & mic 29 — 32°C (Hinh 3.4 -B). Khi dit diéu kién anh
séng 12 9.000 lux, cac thi nghiém nuéi S. salina M8 dudi diéu kién pH = 7 — 9 va nhiét
d6 27,5 — 34°C s& dat dugc sinh khdi kho trén 2,5 g/L, ching té kha nang thich nghi
cua chung nay ddi véi nhitng bién dong méi truong twong ddi rong (Hinh 3.4-C). Toi
wu hoa dya trén mé hinh d3 xac dinh cac diéu kién chinh xac duoc du doan sé tao ra
sinh khéi Ié6n nhat trong pham vi thir nghiém: cudng d6 anh sang 9.800 lux, pH ban
dau 8,0 va nhiét ¢ nudi cay 32°C. Trong nhiing diéu kién nay, S. salina M8 dat nong
d6 sinh khéi kho téi da 1a 2,73 g/L, phu hop véi xu hudng bé mit dap ung duoc thé
hién trong Hinh 3.5.
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Hinh 3.5. Dé thi két qud téi wu dong thoi sinh khoi khé va ham lwong
PHB tich luy boi S. salina M8
3.3.2. T6i wu ham lwong PHB tich luy béi S. salina M8
Bang 3.8. Phan tich ANOVA d6i véi ham hrong PHB tich luy béi S. salina M8
cho cac thi nghiém duwa trén thiét ké Box-Behnken

Source DF Adj SS Adj MS  F-Value P-Value
Model 9 264158 20351 9872  0,000"
Linear 3 186042 62,014 20859  0,000"
A 1 6,994 6,094 2352 0,005

B 1 161,820 161,820 54430  0,000"

c 1 17228 17228 57,95  0,000"
Square 3 72,684 24228 8149  0.000"
AxA 1 2,941 2,941 989  0,026"
BxB 1 67558 67558 227,24  0,000"
CxC 1 7211 7211 2426 0,004
Iri;\?;ii’ion 3 5,431 1,810 6,09  0,040"
AxB 1 0,476 0,476 160 0,261
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AxC 1 3,133 3,133 10,54 0,023

BxC 1 1,823 1,823 6,13 0.056
Error 5 1,487 0,297
Lack-of-Fit 3 1,084 0,361 1,80 0,377
Pure Error 2 0,402 0,201
Total 14 265,645
R? 99,44%

R-sg(adj) 98,43%

R-sq(pred) 93,13%

*Gia tri thé hién c6 anh hudng 16n & mirc c6 y nghia thong ké.

Tam quan trong cua cac bién don, bién binh phuong va bién twong tac d6i véi
ning suat sinh khéi (Yrus) duoc thé hién trong Bang 3.8. Dir liéu cho thdy mé hinh
(model) va tinh chat tuyén tinh (linear), cudng do anh sang (A), pH ban dau (B), va
nhiét d6 nudi (C) déu anh hudong 16n dén ham lwong PHB cua S. salina M8 vi gia tri p
< 0,05, thé hién tac dong co ¥ nghia théng ké. Diéu quan trong & pH thé hién mac do
anh huong 16n nhat dbi véi ham luong PHB tich lily trong sinh khoi S. salina M8 do
F-value = 544,30, 16n hon rat nhiéu so véi 23,52 cta cudng d6 anh sang (A) va 57,95
cua nhiét do nudi (C), 98,72 ciia mo hinh, va 208,59 cua tinh chat tuyén tinh. pH diéu
chinh can bang CO2/HCOs, anh hudng truc tiép dén co ché tap trung CO2 (CCM) va
hoat tinh cta cac enzym quang hop nhu Rubisco. pH tdi wu vira nang cao dong carbon
vao chu trinh Calvin, vira thiic ddy cung cap acetyl-CoA — tién chét tryc tiép cua PHB.
pH qua thap 1am giam chuyén CO, sang HCOs", con pH qué cao giy két tiia phosphate,
lam giam ATP va cofactor can cho sinh tong hop PHB. Trong khi d6, yéu t6 nhiét do
(C) c6 F-value = 57,95, p- value = 0,001, nhiét @6 thich hop (25-35°C) s€ tang hoat tinh
enzym va tde d6 chuyén hoa, dac bi¢t trong giai doan tich iy vat chat du trit, qua doé hd
trg tong hop PHB. Cuong d6 anh sang (A) tuwong tng c6 gia trji F-value = 23,52, p-
value = 0,005, day 12 ngudn cung cap ning luong cho qué trinh quang dudng. Trong dai
khao sat (4.500-13.500 lux), ting cuong d6 anh sang vira du c6 thé ddy nhanh téc do
quang hop, tao nhiéu NADPH va ATP — hai yéu t6 quan trong cho con dudng téng hop

PHB. Tuy nhién, mc anh huéng van nhé hon nhiéu so v6i pH va nhiét do.
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Cac bién binh phuong AxA, BxB, va CxC tat ca ciing thu duoc p < 0,05 va thé
hién 1a bién quan trong trong mo hinh va anh huong c6 y nghia vé mat théng ké dén
ham lugng PHB cua S. salina M8. Trong s6 d6, thir tw mic d6 anh huong duoc sap
xép 1a BxB > CxC > AxA do F-value cua ba bién dé dugc xép theo thtr tu twong ung
14 227,24 > 24,26 > 9,89. Bién binh phuwong BxB ¢ F-value = 227,24, p- value = 0,000
— manh nhét, cho théy ham luong PHB dat cuc dai tai mét gia tri pH tdi uru, pH qué cao
hodc qua thap déu lam giam PHB. Bién binh phuong CxC c¢6 F-value = 24,26, p- value
= 0,004 — phan anh tdn tai nhiét d6 tdi uu, vuot hodc thép hon murc nay déu kém hiéu
qua tich liiy PHB. Bién binh phuong AxA c6 F-value = 9,89, p- value = 0,026 — cho
thdy anh sang ciing c6 ngudng t4i wu; qua manh c6 thé giy stress quang, tc ché tong
hop PHB. Céc hiéu tng bac hai chimng té rang viéc diéu chinh ting yéu t6 can xac dinh
dinh t6i uu chtr khong chi ting/giam tuyén tinh.

Bién twong tac AxC c6 p = 0,023 < 0,05 ciing thé hién mirc d6 anh huang 1én
dén ham lugng PHB tich lily trong sinh khoi S. salina M8. Tuy nhién, cac bién tuong
tac AxB va BxC déu co p- value > 0,05 va thé hién anh huong khong c6 ¥ nghia thong
ké dén ham lugng PHB trong sinh khéi cia S. salina M8. Mit khac, chi s6 Lack-of-
Fit cia md hinh toan ham lugng PHB c6 gia tri p- value = 0,377 > 0,05 va F = 1,80
nén mé hinh va sé liéu do dac tir thi nghiém 13 c6 d6 tuwong thich rat cao. Tat ca sd liéu
thu duoc & Bang phan tich ANOVA cua ham luong PHB (Bang 3.8) ching t6 rang
mo hinh nay chinh xac va dang tin cay. Piéu nay dugc xac nhan thém boi hé sé tuong
quan cua R? & cac gia tri 99,44%. Cac phan tich khuyén nghi rang mé hinh phu hop
tot voi dit lidu thue nghiém, va do d6 no6 cé thé duogc ap dung dé du doan chinh xéc két
qua PHB tir cac thi nghiém thiét ké theo Bang Box-Behnken.
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Bang 3.9. Hé s6 twong quan céc bién twong ng ciia mé hinh hdi quy ham hrong
PHB cia S. salina M8

Term Coef SE Coef T-Value P-Value
Constant 19,620 0,315 62,32 0,000
A 0,935 0,193 4,85 0,005
B 4,498 0,193 23,33 0,000"
C 1,468 0,193 7,61 0,001"
AxA -0,892 0,284 -3,15 0,026"
BxB -4,277 0,284 -15,07 0,000"
CxC -1,397 0,284 -4,92 0,004
AxB 0,345 0,273 1,27 0,261
AxC -0,885 0,273 -3,25 0,023"
BxC 0,675 0,273 2,48 0,056

*Gi4 tri thé hién c6 anh hudng 16n & mic ¢6 ¥ nghia thong keé.

Phuong trinh cia ham hdi quy ctia ham luong PHB trong sinh khéi S. salina
M8 biéu dién theo ba bién cuong do anh sang, pH ban dau va nhiét d6 nuoi duge viét
theo bién ma hoa va cac hé sd twong twong quan cila cic bién theo Bang 3.9 nhu sau
(3.2):
Yers = 19,620 + 0,935A + 4,498B + 1,468C - 0,8921AxA - 4,277BxB - 1,397CxC -
0,885AxC (3.2)

Phuong trinh cho phép xac dinh gia tri téi vu ciia cuong d6 anh sang, pH va
nhiét do dé dat ham luong PHB cao nhat, dong thoi khang dinh vai tro chi phdi clia
pH, tim quan trong ciia cdc hiéu ng phi tuyén va tuong tac anh sang - nhiét do trong
qua trinh tich liy PHB cua S. salina M8.
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Cac biéu 6 duong vién ham lugng PHB tich luy boi S. salina M8 duoc hién thi
trong Hinh 3.6 1a d6 thi 2-D mé ta méi quan hé giita ham luong PHB tich luy bai S.
salina M8 va cuong do anh sang, pH mdi trudng va nhiét d6 nudi. Két qua cho thiy
qua trinh tich liiy PHB chiu anh hudéng dong thai va cd tinh phu thudc rd rét vao su
két hop cua céc yéu té nay. Cu thé, d6 thi Hinh 3.6-A cho thiy ham luong PHB vuot
qua 20% dat duoc trong mot vung diéu kién khé rong, twong tng véi cuong do anh
séng tir 7.000-13.500 lux, pH méi treong tir 7,5-9,0 va nhiét do xap xi 30°C. Biéu nay
phan anh qua trinh sinh tong hop PHB manh mé cua S. salina M8 duéi diéu kién anh
sang twong dbi cao va moi truong kiém nhe. Tuong tu, khi pH ban dau duoc ¢ dinh
& muc 7,0 (Hinh 3.6-B), ham lugng PHB trén 20% van dugc ghi nhan trong khoang
cudng do anh sang 9.000—12.000 lux va nhiét do nudi cdy 31-32°C, cho thay su phdi
hop ti uu giita anh sang va nhiét d6 trong diéu kién pH trung tinh. Nguoc lai, khi
cudng do anh sang duoc gitr ¢b dinh & mic 9.000 lux (Hinh 3.6-C), su tich liy PHB
trén 20% dwoc quan sat trong dai pH twong d6i rong (7,0-9,0) va khoang nhiét do tir
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28-35°C, qua d6 nhan manh vai tro dac biét quan trong caa nhiét do ddi véi qua trinh
sinh tong hop polymer noi bao. Két qua nay cho thay S. salina M8 c6 kha nang duy tri
tich lily PHB hiéu qua trong mot khoang diéu kién nhiét twong ddi linh hoat. Dra trén
md hinh hdi quy, gia tri tdi vu trong khong gian bién khao sat duoc du doan tai cudng
d¢ anh sang 9.800 lux, pH ban dau 8,0 va nhiét do 32°C, tai d6 ham luong PHB dat
cuc dai 21,4% (Hinh 3.5). Tong hop cac két qua cho thay su két hop giira anh sang
twong d6i cao, pH kiém nhe va nhiét 6 & mutc tdi uvu nhung khong gay stress 1a cac
diéu kién then chét dé t6i da héa kha ning sinh tong hgp PHB cua S. salina M8.

Hinh 3.5 trinh bay két qua tdi vu hoa da phan hdi dwoc tao ra tir mé hinh Box—
Behnken cho S. salina M8, dong thoi tdi da hoa sinh khdi (Ysinh knéi) va ham luong
PHB (Ypug). Ba yéu t6 gom cuong d6 anh sang (A), do pH ban dau (B) va nhiét do
(C) duoc hién thi doc theo phia trén, vai mdi cot thé hién su thay doi ctia mirc ¢ mong
mudn va phan hoi du doan trong pham vi thi nghiém caa ching. Biéu dd tdi uu hoa
nay cho thay rang, do pH 1a yéu té anh huéng manh nhat dén ca san luong sinh khoi
va PHB, trong khi nhiét d6 ciing c6 tac dong bac hai manh mé, gop phan dang ké vao
viéc toi da hoa ca hai phan hoi. Hon nita, cudng do anh sang dong vai tro tich cyc
nhung it chi phéi hon, véi gia tri téi wu gan 10.000 lux. Trong khong gian tham s
duoc nghién ctru, cac diéu kién téi vu cho ning suét sinh khdi va san luong PHB vé
co ban trung khop. Ca hai mé hinh hdi quy bac hai déu du doan cing mot diéu kién
t6i wu: cudng do anh sang ~ 9.800 Lux, pH = 8,0 va nhiét do ~ 32°C, tai d6 sinh khdi
t6i da (= 2,73 g/L) va ham luong PHB téi da (=~ 21,4%) dat dugc dong thoi (Bang
3.10). Sy hoi tu nay duoc hd tro thém bai phan tich mae 6 mong mudn da phan hoi
(Hinh 3.5), cho thay mot diém téi uu toan cuc duy nhat t6i da hoa ca hai phan hoi, va
boi gia tri R cao cua ca hai mé hinh (> 99%), cho thay su phd hop du doan manh mg.
Do d6, hinh anh minh hoa truc quan hiéu qua caa md hinh théng ké va xac nhan tinh
anh huong cua cac diéu kién tdi wu duoc suy ra dé ting cudng san xuat polymer sinh
hoc trong S. salina M8.

Tir quan diém sinh Iy hoc, sy ting truéng sinh khéi va su tich lity PHB thuong
tach roi nhau ¢ vi khuan lam: sinh khéi thuong dat muc téi da trong diéu kién ting
trudng thuan lgi, trong khi PHB thuong dugc tang cuong dudi ap luc dinh dudng hoac
moi truong. Tuy nhién, mot sé co ché giai thich Iy do S. salina M8 khéng thé hién su
thay doi trong cac diéu kién thir nghiém:

- Vai tro chii dao cua pH ddi véi ca hai phan tng: pH 12 yéu t6 anh huang manh
nhit dén ca sinh khéi va PHB (gié tri F cao nhat trong ANOVA, Bang 3.6, 3.7, 3.8 va
3.9). B6 pH hoi kiém (~8) ddng thoi toi uu hoa kha ning cung cip carbon vo co (su
chiém wu thé cia HCO3Y), hiéu qua quang hop va hoat dong cua cac enzyme sinh tong
hop PHB, tao diéu kién téi wu cho sy ting trudng va luu trit polymer.
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- Dong carbon day du dudi diéu kién anh sang va nhiét do téi vu: Anh séng vira
phai dén manh (~10.000 lux) va nhiét do trung binh (~32°C) ti da hoa qua trinh cd
dinh carbon quang hop. Trong nhiing diéu kién nay, ngudn cung cap carbon vuot qua
nhu cau tic thoi cho su phan chia té bao, cho phép lwong carbon du thira dugc chuyén
hoa thanh PHB ma khong tic ché su tang truéng.

- Khéng c6 sy cang thing dinh dudng manh trong giai doan t6i wu hoa: Trong
qua trinh téi uvu héa Box—Behnken, COy, nitrate, phosphate, suc khi va thoi gian nudi
ciy duoc cb dinh & mirc khong gisi han. Diéu nay tranh duoc su cing thing dinh dudng
nghiém trong, néu khong sé thac day su tich lily PHB ma lam giam sinh khdi, tir d6 thic
day su tdi uu dong thoi.

- Chién lugc phan bé carbon hiéu qua cua S. salina M8: Chung nay c6 kha niang
tich liy PHB nhu mét bé chira carbon tha cap trong khi van duy tri toe do tang truong
cao, khéng giéng nhu nhiéu vi khuin lam khac, noi qua trinh téng hop PHB chi duoc
Kich thich bai stress.

Su tring lap cua cac diéu kién tdi wu rat c6 loi cho viéc mé rong quy mé. Diéu
nay cho thay rang mot cira s6 van hanh duy nhat c6 thé duoc sir dung dé dong thoi toi
da hoa nang suat sinh khoi va san lugng PHB, don gian hoa viéc diéu khién 10 phan
{rng va giam nhu cau vé cac chién luoc hai giai doan hoic kich thich stress. Diéu nay
truc tiép cung cd tinh wng dung thuc tién cua cac phuong trinh du doan cho cac hé
théng canh tac thuc té.

T6m lai, miac du san lugng sinh khéi va PHB thuong bi chi phéi boi cac yéu to
sinh Iy khéc nhau, dix liéu thuc nghiém cho thay S. salina M8 thé hién cac diém tdi wu
tring khép cho ca hai phan wng trong khéng gian thiét ké da dugc nghién ctu, nhd vao
su sén c6 carbon thuan loi, kiém soat &6 pH vuot troi va diéu hoa trao d6i chat can bang.

Bang 3.10. Tong hop két qua tdi wu dong thoi sinh khdi khé va ham lwong
PHB tich luy béi S. salina M8

Thong so t6i wu Gia tri
pH 8,0
Cuong d6 anh sang (lux) 9.800
Nhiét d6 (°C) 32
Sinh khéi kho (g/L) 2,73
Ham luong PHB tich luy (%) 21,4
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3.3.3. Két qua thi nghigm kiém chitng mé hinh t6i wu va ddanh gia dj tin cdy ciia mo
hinh hoi quy bdc hai sinh khoéi khé va ham lwgng PHB

Thi nghiém kiém dinh mé hinh dwoc tién hanh dudi 05 t6 hop thi nghiém doc
lap vé cuong d6 &nh sang, pH va nhiét do nudi cay (Bang 3.11) nham danh gia do tin
cay caa mo hinh hdi quy bac hai d6i voi niang suét sinh khdi kho (Ysinn knéi) VA ham
lugng PHB (Yeus) cua S. salina M8. Két qua cho thay mirc do phl hop rat cao giita
cac gié tri du doan tir md hinh va s liéu do thuc nghiém ddi véi ca hai bién dap tng.
Déi vai sinh khéi kho, sai léch twong ddi giita gia tri du doan va gia tri thuc nghiém
dao dong trong khoang 2,98-3,86%, déu nam trong gigi han chap nhan +5%. Sai léch
am 16n nhat (-3,86%) ghi nhan tai diéu kién cuong d6 anh sang 13.000 lux, pH ban
dau 9 va nhiét d6 nudi 35°C, trong d6 sinh khéi do duoc (1,99 g/L) chi thap hon khong
dang ké so véi gia tri du doan (2,07 g/L). Nguoc lai, sai 1éch duong 16n nhat (2,98%)
xuat hién tai cuong d6 anh sang 10.000 lux, pH 8,5 va nhiét do nudi 35°C, véi sinh
khéi thuc nghiém (2,42 g/L) rat gan véi gia tri du doan (2,35 g/L). Nhitng két qua nay
khang dinh md hinh bé mat dap wng mo ta chinh xac xu hudng ting truang sinh khoi
cua S. salina M8 trong pham vi diéu kién khao sat. Twong tu, md hinh dy doan ham
lugng PHB ciing cho thay do chinh xac cao, vai sai sé twong doi chi dao dong tir 0,99—
3,71%, thap hon dang ké so v&i ngudng xac nhan 5%. Sai léch duong 16n nhat (3,71%)
duoc ghi nhan tai diéu kién anh sang cao (13.000 lux), pH kiém (9) va nhiét do 35°C,
trong d6 ham lugng PHB do duoc (20,98%) chi cao hon nhe so véi gia tri du doan
(20,23%). Sai léch nho nhat (—0,71%) thu dugc tai cudng d6 anh sang 10.000 lux, pH
8 va nhiét do nudi 30°C, phan anh do phd hop cao ctia md hinh trong diéu kién nudi
cay trung binh. Nhin chung, muc sai s6 thap va on dinh trong toan bé cac thi nghiém
kiém chttng cho thay cadc md hinh hoi quy bac hai dugc xay dung cho sinh khdi
(phuong trinh 3.1) va ham lugng PHB (phuong trinh 3.2) c6 d¢ tin cdy cao, du kha
nang dy doan chinh x4c hiéu suat sinh truong va tich lily PHB cua S. salina M8 trong
khdng gian tham sé di nghién ciu.
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Bang 3.11. Két qua tinh toan theo mé hinh hdi quy va do thue té tir thi nghi¢m
kiém chirng ham lwong sinh khéi va PHB béi S. salina M8 (n = 2)

Sinh khéi kho Ham lwgng PHB
Cwong ]
] Nhiét (Ysinh khéi, 9/L) (Yehs, %0)
dg anh a5
STT PH 1 4 | Tinn Tinh
sang . i . | Saisé i . | Saiso
°C) | twrmd | Po thuc té trmd | Do thuc té
(lux) (%) (SD)
hinh hinh
1 9.000 7 30 2,57 2,61+0,04 1,56 19,62 | 20,02+1,34 | 2,04
2 13.000 9 35 2,07 1,99+0,07 | -3,86 | 20,23 |20,98+0,86 | 3,71
3 10.000 8 30 2,74 2,71+0,11 | -1,09 | 21,00 |20,85%+0,98 | -0,71
4 10.000 | 8,5 30 2,73 2,81+0,09 2,93 20,81 |21,07+£1,22 | 1,25
5 10.000 | 8,5 35 2,35 2,42+0,05 | 2,98 21,19 |20,98+0,78 | -0,99

Sai 56 (%) = [(Két qua do thuc té - Két qua tinh tir md hinh)/Két qua tinh tir mé hinh]x100

3.4. Két qua vé anh hwéng ciia diéu kién moi trudong nudi dén sinh truong, tich luy
PHB va hi¢u qua xir ly nwéc thai sinh hoat caa S. salina M8

Céac diéu kién tdi vu dugc xac dinh trong Mue 3.3 duoc xay dung trén co so
moi truong nudi cdy trong diéu kién quang dudng véi thanh phan dinh dudng 6n dinh
va duoc kiém soat chit ché. Khi chuyén sang méi truong nude thai sinh hoat, von ¢6
thanh phan dinh dudng phirc tap va bién dong theo thoi gian, khong phai tit ca cac
diéu kién t6i vu déu co thé ap dung truc tiép.

Do do, trong ndi1 dung nghién ctru nay, cac diéu kién da duoc ung dung c6 chon
loc. Mot sb yéu t6 ¢6 anh huong 10 rét va 6n dinh (nhu pH) tiép tuc duogc duy tri theo
két qua t8i wu hoa. Nguoc lai, cac yéu t5 chiju tac dong manh ctia thanh phﬁn nudc thai,
dac biét 1a ty 1€ dinh dudng C:N:P, dugc diéu chinh va mo rong pham vi khao sat nham
phan 4nh diéu kién thuc té cua nudc thai sinh hoat. Cac yéu té da duoc xac dinh 1a
khong anh hudng déng ké theo thiét ké sang loc Plackett—Burman (Muc 3.2) khong
dugc 1ap lai trong hé nudc thai, nham giam $6 lugng thi nghi€ém nhung van dam bao

tinh khoa hoc, hiéu qua xtr 1y va kha nang tich liy PHB cta ching S. salina M8.
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3.4.1 Két qud phén tich dic tinh ciia méu nwéc thdi sinh hoat

Két qua phan tich dic tinh nuéc thai sinh hoat sau xir 1y so bo (Bang 3.12) cho
thdy mau nuée thai co pH trung tinh, phi hop véi diéu kién sinh truéng cua S. salina
M8 — ching vi khuan lam d3 dugc nudi cay hiéu qua trong mdi trudng BG-11 chuan.
Ham lugng téng nitrogen cao, chii yéu & dang amoni (N-NH4* dat 32,12 + 0,42 mg/L),
trong khi nitrate (N-NO3") thdp hon nhiéu (3.2 + 0,1 mg/L), cho thiy qua trinh nitrate
hoéa dién ra han ché, ddy 1a dic trung phd bién cia nude thai sinh hoat chua qua xir 1y.
Tdng nitrogen (36,12 + 0,52 mg/L) va téng phosphorus (5,2 + 0,2 mg/L) nim trong
pham vi gi4 tri duoc ghi nhan phd bién ddi voi nude thai sinh hoat trén thé gidi (T-N
= 20-70 mg/L; T-P = 3-10 mg/L), va ciing twong dong v4i ndng do quan sat trong
nudc thai do thi & cac khu vuc nhiét déi nhu Viét Nam va Indonesia [2, 123-125].
Phosphorus ton tai chu yéu dudi dang phosphate (P—PO4%) v&i nong do 4,24 + 0,15
mg/L, cung cip du phosphorus dé hap thu cho qué trinh chuyén hoéa cta vi tao, nudc
thai ¢ ty 1& dinh dudng C:N:P theo khdi lwong xap xi 47:7:1 (twong dwong ty 1& mol
C:N:P=121:15:1), ty 1& nay gan véi can bang dinh dudng t6i wu cho qué trinh tao sinh
khéi va tich liiy polymer sinh hoc [2, 123-125]. Ham luong COD (325,6 + 0,3 mg/L)
cho théy muc d hiru co phan hiy sinh hoc trung binh, twong tu gia tri cua nudc thai
sinh hoat trung binh (250-500 mg/L) [2, 123-125], d6ng thoi cung cap ngudn carbon
hitu co tiém ning cho vi tio phat trién theo co ché di dudng. Trong céc thi nghiém
nay, hé nudi cdy dugc van hanh vai thoi gian luu thuy luc khoang 7-8 ngay nham dam
bao du thoi gian cho qua trinh sinh trudng cia vi khuan lam va hap thu cac chét dinh
dudng trong nudc thai.

Nhu vy, nudc thai sinh hoat sau tién xir Iy van duy tri cac diéu kién hoa — ly
va dinh dudng pht hop cho nudi cdy bén viing S. salina M8 ciing nhur cho qua trinh
tich ity PHB.
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Bang 3.12. Két qua phén tich chat hrong nwée thai sau khi xir 1y so bd

st dung trong cac nghién ciru thwe nghiém (n = 3)

Gid tri ciia ¢4 QCVN
STT | Thong sé Pon vi cﬁ‘attr(‘) ;‘;ﬁeﬁc 14:2025/BTNMT
CotA | CotB
1 pH - 7,3+£0,2 6-9 6-9
2 Nhiét do °C 25,67+ 0,21 - -
3 TSS mg/L 1,4+ 0,2 <35 <100
4 COD mg/L 325,6 £ 0,3 <50 <60
5 | N-NHs' mg/L 32,12 + 0,42 <40 <80
6 N-NO3 mg/L 3,2%+0,1 300 50 ¢
7 T-N mg/L 36,12+ 0,52 <25 <30
8 P-PO4* mg/L 4,24 £0,15 6(") 10)
9 T-P mg/L 52%0,2 <2,5 <3,0
Ty 16 Ty 1& khéi luong 47:7:1 - -
10 C:N:P X
o Ty 1€ s6 mol 121:15:1 - -
COD: Nhu cau oxygen hda hoc T-P: Tong phosphorus
BODs: Nhu cau oxygen sinh hoa T-N: Téng nitrogen

Ghi chii: ©: QCVN 14:2008/BTNMT: Quy chudn k thudt quéc gia vé nwéc thai
sinh hoat va QCVN 14:2025/BTNMT: Quy chudn ky thudt quéc gia vé nuwde thai sinh
hoat va nuoc thai do thi, khu dan cu tap trung.

3.4.2. Két qud vé anh hwong ciia ty 1é C:N:P dén ting truéng sinh khéi, tich liiy PHB
va hi¢u qud xir ly nwdc thdi boi S. salina M8

3.4.2.1. Két qua vé anh hwong ciia ty 1é C:N:P dén tang trucng sinh khéi, tich lity PHB
boi S. salina M8

Két qua khao sat duoc thyc hién véi nudc thai da tiét tring va méi truong chuan
BG-11, voi céac ty 1€ C:N:P trong nudc thai tiét trung diéu chinh carbon la (100:7:1);
(80:7:1); (70:7:1), (60:7:1), (50:7:1), va miu ddi chtng 1 (47:7:1, nudc thai thd). Nudc
thai v&i ty 18 C:N:P diéu chinh ca hai ngudn carbon va nitrogen 1a (70:10:1); (70:15:1);
(70:20:1), (70:30:1), (70:40:1), va mdi truong BG-11 chuan co ty 18 N:P = 35:1 (mau
d6i chung 2).
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Cac diéu kién nudi cay dugc dong bd bao gdom: ty 1é gidng ban dau 50% (V/v)
(trong Gng voi sinh khdi kho 0,5 g/L), pH = 7, cudng d6 anh sang 4.500 lux, nhiét do
27°C, suc khi hdon hop khong khi CO2 (2% CO2, v/v) v6i luu lwgng 0,1 vvm. Sau 8
ngay nudi, sinh khoi khé, téc do ting trudng riéng, ning suat sinh khéi va ham lugng
PHB duoc do luong va phan tich thé hién trong Hinh 3.8.

41 5 ~-100:7:1 8071
70:7:1 --60:7:1
35 —-50:7:1 —-47:7:1 (control 1)
- N —-70:10:1 —+-70:15:1
3 3. g 127 70:201 70:30:1
3. S 70:35:1 —-70:40:1
< 2 14 ~-35:1 (control 2-BG11)
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Hinh 3.8. Sinh truwong va tich luy PHB cua S. salina M8 trong nwdc thdi da tiét trung
voi cac ty I¢ C:N:P khac nhau

Két qua thi nghiém trén Hinh 3.8 cho thay, ndng do sinh khéi S. salina M8 ting
nhanh trong pha lily thira (ngay 0—4) va 6n dinh sau d6, dat gia tri cyc dai tir 1,87 dén
3,59 g/L tiiy theo thanh phan dinh dudng. Hai thi nghiém dbi chirmg gdm nudc thai sinh
hoat chua diéu chinh véi ty 18 C:N:P = (47:7:1), phan anh dic diém dinh dudng trong
nude thai thyc té duoc sir dung trong thi nghiém va méi trudng nhan tao BG-11 ¢o ty 1¢
N:P tuong ung 1a (35:1), chi dat sinh khoi kho 1,87 va 1,96 g/L. Viéc bd sung nguén
carbon bén ngoai (acid acetic) dé diéu chinh ty 1& C:N:P 1én mac 50:7:1 dén 100:7:1,
gitip tang sinh khoi kho cua S. salina M8 Ién 2,24-2,87 g/L. Pong thoi bo sung ca acid
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acetic va nitrate dé dat ty 18 C:N:P trong khoang 70:10:1 dén 70:40:1 tiép tuc cai thién
sinh khéi ting tir 2,71 dén 3,59 g/L. Gié tri sinh khdi cao nhét 3,59 + 0.09 g/L thu dugc
tai ty 1& C:N:P = (70:40:1), tiép theo 1a ty 1¢ (70:35:1), sinh khéi dat (3,26 + 0,11 g/L)
va ty 18 (70:30:1) dat sinh khéi twong tng 1a (3,25 + 0,07 g/L) (Hinh 3.8-A).

V& ning suét sinh khdi (Hinh 3.8-B), gi4 trj cao nhét dugc ghi nhan trong giai
doan liy thira sém (ngay 1-3) ¢ ty 1€ (70:35:1) va (70:40:1) twong g la 1,0 va 1,1
g/L/ngay, sau d6 giam khi dinh dudng bj tiéu thu va thdp nhat & 2 mau ddi chimg ty 18
(47:7:1) va (35:11), ning suat sinh khi chi dat 0,61 — 0,62 g/L/ngay. Dit liéu nay mot
1an nita khang dinh rang cin bang dinh dudng, dic biét giita C, N va P, dong vai tro
then chét trong hiéu qua sinh truéng cua S. salina M8.

Téc d6 sinh truong cuc dai (pmas) (Hinh 3.8-C), dao dong tir 0,50 dén 0,93 ngay .,
trong d6 cac gia tri cao nhat tai C:N:P = 70:35:1 va 70:40:1 (0,88 va 0,93 ngay%; p =
0,002-0,014 < 0,05). Nguoc lai, ham luong PHB ting manh trong diéu kién thiéu
nitrogen ¢ muc vira phai. Ham lugong PHB cao nhat 46,4% dugc ghi nhan tai ty 1¢
C:N:P = 70:7:1, tiép theo 1a 44,6% (60:7:1) va 40,8% (50:7:1). Cac mau d6i ching
nudc thai tiét trung (C:N:P = 47:7:1) va mo6i truong BG-11 (N/P =35:1) chi dat 28,3%
va 15,9% PHB (p = 0,002-0,034; Hinh 3.8-D). Xu hudng nay phu hgp véi cac nghién
ctru trude cho thay gidi han nitrogen hoic phosphorus thuc day chuyén huéng dong
carbon sang tong hgp PHB & vi khuan lam [88]. Piéu nay ciing dugc quan sat & nhicu
loai cyanobacteria khac nhu Synechococcus sp. MA19, Synechocystis sp. PCC 6803,
Aulosira fertilissima va Spirulina platensis. Nhin chung, két qua cho thay giéi han dinh
dudng & mirc vira phai, dac biét tai C:N:P = 70:7:1, gitp tdi uu déng thot sinh truong
va tich lily PHB, dat ning suat PHB cuc dai 0,14 g/L/ngdy, khang dinh tinh linh hoat
trao d6i cht va tiém ning san xuat nhua sinh hoc cua S. salina M8 dudi cac diéu kién
dinh dudng dugc kiém soat. Ham luong nitrogen ¢ ty 1& (47:7:1) trong miu d6i ching
16n khong dem lai hiéu qua ting trudng cao hon ma con gay mat can bang dinh dudng.
Nhitng két qua nay 13 co sé quan trong dé diéu chinh dinh dudng trong quy trinh nudi
cdy vi khuan lam nham t6i wu héa sinh khdi va hiéu qua xtr Iy nude thai.
3.4.2.2. Banh gid hiéu qud xir Iy chdt 6 nhiém trong nwée thai cua S. salina M8 tai cdc
ty l¢ C:N:P

Nghién ciru da tién hanh phén tich nong do cac chat 6 nhiém trong nudc thai da
tiét tring bao gém: N-NH4*, T-N, T-P, P-PO,%, COD (sau diéu chinh) xu Iy bang S. salina
M8, tai cac ty I¢ C:N:P khac nhau: (100:7:1, COD = 4.600 mg/L); (80:7:1, COD = 3.700
mg/L); (70:7:1, COD = 3.370 mg/L), (60:7:1, COD = 2.600 mg/L) va mau ddi ching
(47:7:1, COD = 325,6 g/L). Hiéu qua xir ly cac chat 6 nhiém trong nudce thai bao gom:
N-NH.*, T-N, T-P, P-PO%, COD trong nudc thai sau 8 ngay dugc thé hién trong Bang
3.13 dudi day:
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Bang 3.13. Nong d9 cc chat 6 nhiém trong nwéc thai sau khi xir 1y béi S. salina
M8 tai cac ty 1€ C:N:P khéac nhau (n = 3)

NH.* T-N P-PO.* T-P COD
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Ty l¢ C:N:P

100:7:1 (T1) 8,45+ 0,15 | 8,84+0,13 | 1,45+0,20 | 2,1+0,42 | 113,6+0,85

80:7:1 (T2) 9,64+0,21 | 10,84+ 0,43 | 1,19+0,20 | 1,66+ 0,47 | 101 +0,16

70:7:1(T3) 4,82+ 0,11 | 542+0,14 | 0,85+ 0,10 | 1,14+ 0,56 | 65,15+ 0,18

60:7:1 (T4) 10,24+0,24 | 9,64+0,16 | 1,30+0,16 | 1,88+ 0,31 93+0,2

47:7:1 (B6i chung) | 11,03+0,31 | 10,56+ 0,62 | 1,06+ 0,08 | 1,56+ 0,12 | 97 +0,23

- PGi véi thong sé N-NH4*-

S4 liéu trén Hinh 3.9 cho thay hiéu qua loai bo N-NH4* boi S. salina M8 phu
thudc rd rét vao ty Ié dinh dudng C:N:P. O ty 1& C:N:P = 70:7:1, duoc xem la can biang
ti wu gitra carbon va nitrogen, sinh khéi va qua trinh dong héa nitrogen déu duoc duy
tri hiéu qua va do d6 ndng d6 N-NH4* giam manh tir 32,12 + 0,42 mg/L xudng 4,82 +
0,11 mg/L sau 8 ngay nudi cay, tuong duong véi hiéu suat dat 84,99%. Khi ty 18 carbon
tang 1én (100:7:1 va 80:7:1), ngudn carbon doéi dao cung cip ning luong nhung ¢ thé
lam dich chuyén phan bé dong carbon noi bao vé dur trir (vu tién tich liy PHB) hoic
gay bién d6i sinh Iy (pH, stress chuyén héa), tir d6 giam ty & ddng hda nitrogen - két
qua 1a N-NH* sau xir Iy van & muc 8,45-9,64 mg/L (hiéu suat ~70-74%). Nguoc lai,
khi carbon & muc thap (miu ddi chitng 47:7:1 va 60:7:1), thiéu carbon han ché toc do
tang trudng va nhu cau nitrogen dé tong hop sinh khéi, dan toi dong hda N-NH4* kém
hon va ndng do sau xir Iy cao hon (10,24-11,03 mg/L; hiéu suat ~65-68%). Tom lai,
dir liéu cho thay can bang hop ly gitta C va N 1a yéu t6 then chét dé vira duy tri sinh
khoi, vira tdi da hoa déng héa N-NH4*, ca du carbon 14n thiéu carbon déu lam giam
hiéu suat khir N-NH4* nhung thong qua nhiing co ché khac nhau nhu dich chuyén dong
carbon sang du trit hodc han ché sinh tong hop tuong wng.
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Hinh 3.9. Nong dj N-NH4* trong nwdc thii trude va sau xir Iy béi S. salina M8

- Poi véi thdng sé tong nitrogen (T-N):

Cac két qua Hinh 3.10, cho thay ty 18 dinh dudng dau vao c6 anh huong rd rét
dén hiéu qua loai bo téng nitrogen (T-N) cua S. salina M8 trong nuéc thai sinh hoat.
Trong diéu kién téi uu voi ty 16 C:N:P = 70:7:1, S. salina M8 dat hiéu suét xir ly T-N
cao nhat (84,99%), chiing to méi trudng dinh dudng can bang da thuc day hiéu qua
chuyén hoa va hap thu nitrogen. O ty 18 C:N:P = 100:7:1 va 80:7:1, ngudn carbon cao,
ham lugng nitrogen thap hon lam giam hiéu suat loai bo tong nitrogen (T-N), nguyén
nhan 14 do du thira carbon thac ddy phan hudng carbon vao du trir (PHB) thay vi vao
sinh khéi chta nitrogen do d6 lam giam nhu cau ddng hoa nitrogen; dong thoi du
carbon c6 thé gay thay doi pH hoac stress chuyén hoa, anh huong dén co ché hap thu
nitrogen cua té bao. Vi nuéc thai da tiét tring (khéng c6 di dudng canh tranh), cac co
ché noi bao caa vi khuan lam 1a nhan t chinh giai thich hién twong nay. O ty 1& (60:7:1)
va (47:7:1), hiéu suat thap nhat dat 70,8-73,3%), ty Ié nay phan &nh thiéu carbon twong
dbi so véi nhu cau tong hop sinh khéi nhanh 1am giam ty 1é dong héa nitrogen.

Nhu vay, d6i véi nudc thai da tiét tring, ty 16 C:N:P = 70:7:1 1a diéu kién tdi
uu héa kha ning loai bo tong nitrogen (T-N) vi can bang giira ngudn carbon va nhu
cau dong hoa nitrogen cho sinh khéi.
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Hinh 3.10. Néng dg T-N trong nwdc théi trude va sau xiv ly

- Poi véi thdng sé P-PO4>

Két qua thé hién trong Hinh 3.11 cho thay hiéu qua loai bo phosphorus (P-PO4*)
trong nudc thai sinh hoat boi S. salina M8 phu thudc chat ché vao ty 1é dinh dudng
C:N:P dau vao. O nghiém thirc t6i wru vai ty 18 C:N:P = 70:7:1, ndng d6 P-PO4*> giam tir
4,24 + 0,15 mg/L xubng con 0,85 + 0,10 mg/L sau 8 ngdy nudi, dat hiéu suit xir Iy cao
nhat khoang 83%. Piéu nay cho thiy diéu kién dinh dudng cin bang di tao thuin loi
cho vi khuan lam hép thu phosphorus hi¢u qua dé phuc vu cho qua trinh ting truong va
tich Iy sinh khi tir ¢6 thuc day hap thu va ¢ dinh cac chat dinh dudng vao sinh khéi
vi khuan lam. O cac ty 1¢ giau carbon (100:7:1 va 80:7:1), mic du carbon doi dao cung
cAp nang luong cho quang hop, nhung du thira carbon c6 xu huéng lam chuyén dong
chuyén hoa sang tich liiy cac hop chét dy trit nhw PHB, 1am giam nhu ciu str dung dinh
dudng cho ting trudng sinh khoi. Do d6, hiéu qua xir 1y giam, thé hién qua ndng do sau
xur 1y cao hon (1,45-1,19 mg/L). Nguoc lai, tai cac ty 1€ carbon thép (60:7:1 va47:7:1),
ngudn carbon tré thanh yéu t4 giéi han sinh trudng, 1am giam kha ning déng hoa va tich
lity dinh dudng cua S. salina M8. Do d6, hiéu qua xir Iy khong cao, v6i ndng do sau xir
ly tang trd lai (1,30 + 0,16 va 1,56 £ 0,12 mg/L). Do h¢ nudc thai da dugc tiét trung, cac
bién dong nay phan anh tryc tiép dap tng sinh 1y va trao doi chat noi tai cua S. salina

MS, khong chiu anh huong cta vi sinh vat di dudng.
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s - hi
m Trwdce xi ly m Sau xtr ly chitng)

Hinh 3.11. Nong d¢ P-PO4*> trong nwéc théi trude va sau khi xiv Iy
boi S. salina M8

- Doi vdi théng s6 tong phosphorus (T-P)

Két qua tai Hinh 3.12 cho thay hiéu qua loai bo téng phosphorus (T-P) cua S.
salina M8 trong nu6c thai sinh hoat da tiét tring ciing phu thudc vao ty 18 C:N:P. Nong
d6 T-P sau xtur 1y dao dong tir 1,14 dén 2,1 mg/L, phan anh sy khac biét vé kha ning
ddng hoa phosphorus dudi cac diéu kién carbon khéac nhau. Ty 1 70:7:1 cho hiéu qua
xtr ly cao nhat dat 78%, ndng d6 sau xur ly 1,14 + 0,56 mg/L, cho thy su can bang tdi
vu gitta carbon va nhu cau phosphorus cho sinh trueéng va sinh tong hop té bao. O cac
ty ¢ giau carbon (100:7:1 va 80:7:1), hiéu qua loai bo T-P giam do du thira carbon
lam giam nhu cau phosphorus cho ting truong. Nguoc lai, tai cac ty 1 carbon thap
(60:7:1 va 47:7:1), sinh truéng bi han ché, dan dén giam hip thu phosphorus va T-P
sau xir 1y tang tro lai. Két qua khang dinh rang duy tri ty 18 C:N:P can bang (70:7:1),
1a diéu kién tbi wu dong thoi hiéu qua xtr 1y phosphorus va sinh truong cua vi khuan
lam trong hé théng nuée thai.
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B Trwoc xu ly B Sau xtr ly

Hinh 3.12. Nong dp T-P trong nudc théi trwdc va sau khi xir Iy béi S. salina M8
- P6i véi théng sé COD
Bang 3.14. Ham lwong COD dau vao (sau diéu chinh) tai cac ty 1¢

va hiéu suit xir Iy (n = 3)

A COD diu vao CODsauxirly | Hiéu suét
Ty l¢ C:N:P R y
(sau diéu chinh; mg/L) (mg/L) (%)
100:7:1 (T1) 4.600 113,6 £ 0,85 97,5
80:7:1 (T2) 3.700 101 + 0,16 97,2
70:7:1(T3) 3.370 65,15 + 0,18 08
60:7:1 (T4) 2.600 93+0,2 96,4
47:7:1 (Dbi chuang) 326 97 +0,23 70
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Hinh 3.13. Néng d¢ COD trong nwéc thdi truéc va sau khi xir Iy béi S. salina M8

O cac ty lé giau carbon (100:7:1 va 80:7:1), COD sau xur 1y cao hon dang ké
(113,6 + 0,85 va 101 £ 0,16 mg/L). Du thira carbon trong céac diéu Kién nay co thé vuot
qua nang luc dong hoa cua té bao, 1am giam hiéu qua chuyén hoéa hoan toan carbon
hitu co. Bong thoi, carbon du thira ¢6 xu hudng duoc chuyén huéng vao cac dang dy
trir noi bao (nhu PHB), thay vi bi loai bo hoan toan khoi hé thong, dan dén COD con
lai cao hon. Nguoc lai, tai cac ty & carbon thap (60:7:1 va 47:7:1), mic du luong
carbon ban dau thap hon, ndéng do COD con lai 93 £ 0,2 va 97 + 0,23 mg/L, cao hon
gidi han cho phép theo QCVN 14:2025/BTNMT (cot B). Piéu nay la do carbon tro
thanh yéu t6 gigi han sinh truéng, 1am giam hoat dong trao do6i chat tong thé va ning
lwc ¢6ng hda carbon cua S. salina M8. Khi sinh truong bi han ché, toc do sir dung va
chuyén hoa carbon hitu co ciing suy giam, ddn dén hiéu qua xir ly COD thép hon so
vé6i diéu kién ti wu. Do nudc thai da duoc tiét tring, su suy giam COD trong hé thong
chu yéu phan &nh kha ning hip thu va chuyén hoa carbon truc tiép cua S. salina M8,
khdng chiu anh huong cua vi sinh vat di dudng. Két qua nay khang dinh rang ty 1é
C:N:P can bang, dac biét & mac 70:7:1, 1a yéu té quyét dinh dé toi vu hoa hiéu qua xir
ly COD, d6ng thoi duy tri sinh treong 6n dinh va hiéu qua trao d6i chét cua vi khuan
lam trong hé théng nudc thai sinh hoat.

Tong hop két qua xu 1y cé&c chi tiéu & nhiém chinh nhu carbon hitu co (COD),
nitrogen (N-NH4*, T-N) va phosphorus (P-PO4*, T-P) duoc thé hién trong Bang 3.15.
Trong d6, nghiém thirc ¢6 ty 18 C:N:P = 70:7:1 cho thay hiéu suat xu ly tong thé cao
nhat va chét luong nudc thai sau xir Iy dat QCVN 14:2025/BTNMT, ¢6t B (Quy chuin
k¥ thuat Qudc gia vé nudc thai sinh hoat va nudc thai d6 thi, khu dan cu tp trung). Do
do, ty 16 C:N:P = 70:7:1 duoc xéc dinh 1a diéu kién ti wu va lya chon dé thyc hién cho
cac nghién ctiru chuyén sau tiép theo nhiam danh gia hiéu qua xir Iy va tich liy sinh khoi
cua S. salina M8 trong nudc thai sinh hoat.
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Bang 3.15. Hi¢u suit xir Iy cac chat 6 nhiém trong nuéc thai
bai S. salina M8 tai ty 1€ C:N:P =70:7:1 (n = 3)

Tylé

- + - 3- -
C-N-P = 70-7-1 N-NH4 T-N PO4 T-P COD

Trude xu ly (mg/L) | 32,12+ 0,42 | 36,12+0,52 | 424+0,15 | 52+0,2 | 3.370+£57

Sau xir Iy (mg/L) | 4,82+0,11 | 542+0,14 | 0,85£0,10 | 1,14+0,56 | 65,15+ 0,18

QCVN
14:2025/BTNMT <8,0 <30 - <3 <60
(Cot B)
Hiéu suit (%) 84,99 84,99 83 78 98

Két qua cho thay, sau 8 ngay nudi ciy trong diéu kién ty 1& dinh dudng C:N:P
=70:7:1, ham luong cac chat 6 nhiém chinh trong nudc thai nhu N-NH4* T-N, T-P, P-
PO.* va COD déu giam dang ké, cho thay hiéu qua hap thu va xir 1y cac chat 6 nhiém
cao cua S. salina M8. Cu thé, nong d6 N-NH4* va T-N déu dat hiéu suat xu 1y 84,99%,
chirng minh kha niing loai b hiéu qua ca dang nitrogen v6 co 1an hiru co. Ham luong
P-PO4% va T-P ciing dugc loai bo véi hiéu suat 1an luot 83% va 78%, dap ung yéu cu
x4 thai theo QCVN 14:2025/BTNMT (c6t B). Ngoai ra, ham lugng COD giam tu
3370+ 5,7 mg/L xuéng con 65,15 + 0,18 mg/L, tuong duong hiéu Suat xur 1y dat 98%,
cho thay S. salina M8 khong chi xtr Iy hiéu qua cac chat dinh dudng ma con goép phan
loai bo chat hitu co trong nude thai. Két qua nay twong dong voi két qua nghién ciu
cua Nattawut Krasaesueb va cong su, (2019), trong d6 chung Synechocystis sp. dugc
nudi trong nude thai gidu N-NH4* va P-PO4* da cho hiéu suat loai bo chat dinh dudng
lan luot 14 96,99% dbi véi phosphate; 80,10% ddi véi nitrate; 67,90% dbi véi nitrite
va 98,07% d6i voi ammonium [146]. Pong thoi, nghién ciru ciing twong dong véi
nghién ciru ctia Li va cong su, (2024), khi nudi cay két hop vi tao ching Chlorella
vulgaris va vi khuan hiéu khi trong nuéc thai hdn hop & ty 16 C:N = 15:1, dat hiéu suat
loai b6 COD, NH4*-N va TP cao nhat, lan lugt chiém 60,89 = 1,80%, 43,38 + 1,00%
va 68,55 + 0,59% [170]. Nhu vay, viéc diéu chinh ty 1¢ dinh dudng can dbi gitta C:N:P
= (70:7:1) trong nudc thai dau vao két hop voi ndng d6 gidng ban dau 0,5 g/L, cudng
d6 4anh sang 4.500 lux, pH = 7 va nhiét d6 27°C d3 tao mdi trudng tdi vu cho S. salina
M8 sinh trudng tot va xtr Iy hiéu qua cac chit 6 nhiém va dong thoi tich luy sinh khoi

phuc vu muyc tiéu san xuét vat liéu nhya sinh hoc PHB.
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3.4.3. Két qua vé anh hwong ciia pH dén ting truéng sinh khéi, tich liiy PHB va hiéu
qud xwr ly nwdc thdi boi S. salina M8

3.4.3.1. Két qud vé dnh huéng cua pH dén tang treong sinh khoi, tich liiy PHB bdi S.
salina M8

pH 1a mot yéu tb chi thi quan trong, phan anh tinh trang dinh dudng cia moi
truong nudi cdy, dic biét lién quan dén ngudn cung cap bicarbonat va khi CO2 hoa tan
la c&c thanh phan can thiét cho qua trinh quang hop cua vi khuan lam. Trong méi trudng
nudi S. salina M8 thi pH dong vai tro then chét, vi nd anh huong truc tiép dén kha niang
hap thu dinh dudng (nhu nitrate, phosphate) ciing nhu diéu chinh toc d6 trao d6i khi va
sinh trugng cia té bao vi khuan lam. Cac diéu kién thuc nghiém: ty 1& C:N:P = 70:7:1,
nhiét d6 27°C, cudng do anh sang 4500 lux, suc khi hon hop khong khi CO2 (2% COx,
V/IV) Véi luu luong 0,1 vvm, nudc thai da tiét trung.

S6 lidu trong (Hinh 3.14-A) cho thay, sinh khéi khé ting nhanh trong 3—4 ngay
dau va sau d6 dat trang thai 6n dinh & tat ca cac nghiém thic, véi gia tri sinh khéi cao
nhat (2,6 — 2,7 g/L) tai pH = 7 — 9, tiép theo 1a 1,3 g/L tai pH = 6 va thdp nhat 0,6 g/L ¢
pH 5. Tuong tu, nang suét sinh khdi dat cuc dai vao ngay 2—-3 cua qua trinh nudi, dat
muc 0,65-0,75 g/L/ngay & pH = 7 — 9, s0 v&i mirc thap hon nhiéu 1a 0,335 g/L/ngay tai
pH = 6 va 0,26 g/L/ngay tai pH = 5 (Hinh 3.14-B). Tdc do sinh truong cuc dai (tmax,
Hinh 3.14-C) ciing phan 4nh xu huéng tuong tu, ting tir khoang 0,3 ngay tai pH =5
lén 0,7-0,8 ngay 1 & pH = 7-9 (p = 0,002-0,03 < 0,05). Ham luong PHB bi chi phdi
manh bai pH, véi gia tri cao nhat tai pH = 8 va 9 (twong tng Vi PHB = 46-51%), muc
trung binh tai pH =7 (PHB = 44%), va giam manh tai pH = 6 (PHB = 22%) vapH =5
(PHB =16%) (p = 0,001-0,023 < 0,05 (Hinh 3.14-D). Két qua cho thay S. salina M8
sinh trudng va tich lily PHB hiéu qua nhat trong diéu Kién trung tinh dén kiém nhe (pH
= 7-9), trong khi méi truong acid gay e ché dang ké ca sinh truong 1an tong hop PHB.
Diéu nay cho thay mai trudong kiém khong chi thic day hinh thanh sinh khéi ma con
tang cuong du trir carbon dudi dang PHB. Cac phat hién trén phan anh kha nang thich
rng tét vai pH va linh hoat vé trao doi chat cua S. salina M8, khang dinh tiém ning &g
dung ctia chung nay trong san xuit nhya sinh hoc tir nuéc thai dudi diéu kién kiém nhe.
Dic biét, kha nang duy tri dong thoi sinh trudng va tich liy vat liéu nhya cho thay S.
salina M8 it gap su bién dong vé trao d6i chat nhu nhiéu chang vi khuan lam khéc.
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Hinh 3.14. Sinh truwéng va tich luy PHB cua S. salina M8 trong nwdc thdi o
cdac gid tri pH khac nhau

So sanh véi cac loai vi khuan lam khéac cho thiy S. salina M8 vira thé hién
nhitng dic diém twong dong, vira 6 nhitng khac biét rd rét. Twong ty vi khuan lam noi
chung, S. salina M8 ciing giam sinh truéng trong méi trueong acid, trong khi nhiéu loai
vi khuan lam duoc nudi téi wu & pH = 7-9 do han ché trong hap thu carbon vo co va
hoat tinh enzyme. Dudi cac diéu kién gay stress (nhu thiéu dinh dudng hodc pH bat
loi), nhiéu loai vi khuan lam cé xu huéng chuyén hudng dong carbon sang tong hop
polymer duy trit (vi du nhu PHB), nhung diéu nay thuong di kém véi sy suy giam manh
sinh khéi [24]. Béi véi chiing Synechocystis sp. PCC 6803 tich liiy PHB dudi diéu
kién thiéu nitrogen nhung thuong chi dat ham luong PHB thap (~5-13% khdi lwong
khd) khi stress nhe [24], trir khi duoc bién nap di truyén hoic bo sung acetate (khi do
c6 thé dat trén 60% PHB). Trong mot thir nghiém pilot trén nudce thai, Synechocystis
sp. PCC6714 MT_a24 dat ham luong PHB t6i da 23,7% duéi didu kién han ché dinh
dudng, d6ng thoi sinh khéi dat 3,5 g/L [59]. Trong nghién ctzu ndy, cho thiy S. salina
M8 ¢ thé tich lity PHB 1én dén ~50% dong thoi van duy tri sinh khéi > 2 g/L trong
khoang pH 7-9. Biéu nay cho thay S. salina M8 s¢ hitu kha niang linh hoat trao doi
chat, cho phép vira ting truong sinh khéi vira tich lity carbon duéi dang PHB trong céc
diéu kién pH thuan loi, day duoc coi 1a mot dic tinh it gap ¢ vi khuan lam, trir khi bi
stress nghiém trong hoic dugc bién nap di truyén.

Nhitng khac biét nay cho thay S. salina M8 la mét chung thich hop cho céac hé
thng san xuat dong thoi sinh khéi va tién chat nhya sinh hoc trong diéu kién stress vira
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phai, trong khi nhiéu vi khuan lam khac thuong can chap nhan danh d6i sinh truong
hodc phai ting cuong di truyén méi dat duoc hiéu suat PHB cao.
3.4.3.2. Pdnh giG hiéu qua xir 1y chdt 6 nhiém trong nwéce thai ciia S. salina M8 tai pH =7
Két qua phan tich ndng d6 va hiéu suat xt Iy cac chat 6 nhiém cua S. salina M8
tai pH = 7 trong nudc thai sinh hoat duoc thé hién trong Bang 3.16 va Hinh 3.15.
Bang 3.16. Hi¢u suit xir Iy cac chit 6 nhiém trong nuwéc thai béi

S. salina M8 tai pH=7 (n = 3)

oH = 7.0 NH4* T-N P-POs* T-P COD
' (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Trude xu ly 32,12+0,42 | 36,12+0,52 |4,24+0,15| 52+0,2 | 3370+5.7
Sau xtr ly 461+£0,22 | 523+0,25 | 0,82+0,05 | 1,12+ 0,15 | 63,33+ 0,5
QCVN
14:2025/BTNMT <8,0 <30 - <3 <60
(Cot B)
Hiéu suat (%) 85,65 85,52 80,66 78,46 98,1
4000 & 100
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= - 70 5
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Hinh 3.15. Néng d¢ va higu sudt xit Iy chét 6 nhiém trong nwdc thai
bgi S. salina M8

Két qua thé hién trén Hinh 3.15 cho thay, sau 7 ngay nudi cay tai gia tri pH =
7, ndng do céc chat 6 nhidm trong nudc thai sinh hoat giam rd rét. Hiéu suat xir ly cao
nhét ghi nhan ddi véi N-NH4*, dat 85,65% (tir 32,12 + 0,42 mg/L xubng 4,61 + 0,22
mg/L), ching t6 kha niang loai bo N-NH*, hiéu qua cua S. salina M8. Tong nitrogen
(T-N) dat 85,52% (tir 36,12+ 0,52 mg/L con 5,23+ 0,25 mg/L). Piéu nay cho thay S.
salina M8 khdng chi hap thu N-NHs* ma con c6 kha ning xt Iy hiéu qua cac dang
nitrogen khac trong nuéc thai. Tuong tu, ham lwong phosphate hoa tan (P-PO.*) va
t6ng phosphorus (T-P) sau xt 1y ciing giam dang ké véi hiéu suat lan luot 1a 80,66%
va 78,46%, ching té kha ning loai bo ddng thai phosphorus ca & dang vé co va hitu
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co. Ngoai ra, ham lwgng COD - dai dién cho chét hitu co trong nuéce thai ciing duoc
giam manh tir 3370 + 5.7 mg/L xudng 63,33+ 0,5 mg/L, twong dwong véi hiéu suit dat
98,1%. Céc sb liéu trong nghién ciru nay 1a ddng nhat vai cac két qua nghién ctu cua
nhom tac gia Poan Thi Oanh va cong su, (2020), trong d6 chung Chlorella vulgaris CNK
c toc do sinh truong toi wu tai pH = 7 véi higu sudt xa Iy N-NH4* dat 54% [171]. So sanh
nay cang cang cb thém higu qua sinh truéng va xtr 1y vuot trdi cua ching S. salina M8 tai
diéu kién pH trung tinh trong mi trudng nudc thai.
3.4.4. Két qud vé anh hwéng ciia cwong dé dnh sing dén ting truwéng sinh khoi, tich
liity PHB va hi¢u qud xi¢ ly nwoc thdi boi S. salina M8

Cudng d6 anh sang anh huong tryc tiép dén sinh truong va kha nang xir 1y nuée
thai caa S. salina M8. Lua chon duoc cuong d6 anh sang tbi vu sé gip S. salina M8
tang trudng tét thong qua qua trinh quang hop va loai bé duge ham luong nitrogen,
phosphate dong thoi giup ting oxygen hoa tan trong nudc thai. Tuy nhién néu cuong
d6 sang qua 1on thi co thé gay e ché qua trinh quang hop va 1am giam hiéu suat xir ly
cac chat 6 nhiém. Két qua sinh truong cua S. salina M8 ¢ cac cudng d6 anh sang khéc
nhau véi diéu kién nudi cay: ty 16 C:N:P = 70:7:1, pH ban dau = 7, nhiét d6 27°C, téc
do suc khi hon hop khong khi + CO2 (2% CO2, v/v) 14 0,1 vvm, nuéc thai da tiét trung
sau 8 ngay duoc thé hién trong Hinh 3.16.
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2 3 08 19600LUX
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Hinh 3.16. Sinh trwong va tich luy PHB ciia S. salina M8 trong nudc thdai
o cwong d¢ anh sang khac nhau
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Két qua thé hién trén Hinh 3.16, cho thiy anh hudng ctia cac murc cuong do anh
sang khac nhau dén sinh truong va kha ning tich liy PHB cua S. salina M8. Nhu thé
hién & Hinh 3.16-A, sinh khéi kho tang 6n dinh trong sudt thoi gian nudi ¢ tat ca cac
mure chiéu sang, dat 2,6-3,1 g/L sau 8 ngdy nudi cdy. Sinh khéi cao nhat dat duogc tai
13.500 lux (3,1 g/L), tiép theo 1a 19.600 va 9.000 lux (3,0 g/L), trong khi muc anh sang
4.500 va 25.000 lux cho sinh khéi thap hon (2,8-2,9 g/L).

Ning suit sinh khéi dat cuc dai vao ngay ther 2, voi gia tri khoang 1,0-1,1
g/L/ngay tai 13.500 lux, va giam nhe & c4 muc anh sang thap hon va cao hon (Hinh
3.16-B). Téc do sinh truong dic hidu cuc dai (um) ciing ting dang ké tir 0,6 ngay™ &
4.500 lux Ién 0,8 ngay™ tai 13.500 lux (p = 0,001 < 0,05), sau d6 giam nhe con 0,7
ngay* tai 19.600 — 25.000 lux (p = 0,19 < 0,05) (Hinh 3.16-C). Ham luong PHB phu
thudc 16 rét vao cuong do anh sang, cao nhat tai 13.500 lux (PHB = 48%), tiép theo 1a
9.000 va 4.500 lux (PHB = 44-46%, p = 0,017 < 0,05). Trong khi d6, anh sang cao
(19.600-25.000 lux) lam giam tich liy PHB, chi con 40% va 35% (p = 0,003 < 0,05)
(Hinh 3.16-D).

Céc két qua nay cho thiy cuong d6 anh sang trung binh — cao (13.500 lux) 1a tdi
uu cho ca sinh truong va tong hop PHB cua S. salina M8, trong khi cudng do anh sang
qua cao co thé gy trc ché quang hoa va lam giam hiéu suét tich lily PHB. Xu hudéng nay
phU hop véi cac két qua trude day o nhiéu loai vi khuan lam va vi tao, trong d6 cudng
d6 anh sang qua thap hodc qua cao déu han ché sinh truong va kha ning tich lily carbon
noi bao. Vi du, Rueda va Garcia (2021) st dung mé hinh déng hoc cho qué trinh tao
PHB & vi khuan lam va chi ra ring cuong do chiéu sang téi uu (khoang 400 pmol m
s7) gitip t6i da hoa ca niang suét sinh khi va tich liiy PHB. M6 hinh caia ho mé ta chinh
X&c sy can bang giita thiéu sang va wc ché quang hoa, twong dong voi quan sat trong
nghién ctru nay khi cuong d6 anh sang vuot qué 13.500 lux lam giam ham lugng PHB,
cd thé do stress va tén thuong quang oxy héa [107].

Tuong tu, Perez Coufiago va cong su, (2025) mé phong su tang truong cua Vi
khuan lam dudi nhiéu mic chiéu sang khac nhau va cho thay céc hé vi sinh vat chiém
vu thé bai Synechocystis va Synechococcus dat ning suit PHB téi wu & khoang 400—
800 PPFD (=12.000-16.000 lux). M4 hinh ciing du b&o sy suy giam ning suat khi vuot
qua ~1000 PPFD, phu hgp véi dir liéu caa nghién ctru nay khi lwugng PHB giam &
25.000 lux. Hon nita, Perez Coufiago va cong su, (2025) nhan thay ning suat PHB
trong hé Synechocystis c6 thé ting ~18,6% khi t6i wu héa anh sang - rat twong dong

véi mue ting quan sat dugc ¢ S. salina M8 giitra hai diéu kién chiéu sang chua téi wu
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va ti vu. Céc két qua nay ciing phu hop véi Gracioso va cong su, (2021), ngudi ghi
nhan rang anh sang cao c6 thé kich thich ting PHB & Synechocystis phan 1ap tir rirng
ngap man, di Van ton tai giGi han &c ché anh sang [60]. Nguoc lai, Rueda va cong su,
(2022) cho thdy mic du ting anh sang lam ting ning suat PHB theo thé tich ¢
Synechocystis sp., nhung khong lam thay d6i dang ké ham lwong PHB (% trong luong
khd) [110]. Nhu vay, két qua nghién ctru nay cho thay tim quan trong cua viéc xac
dinh “ving anh sang téi vu theo tirng ching”: ddi véi S. salina M8, khoang ti uu nam
trong vung &nh sang trung binh — cao; vuot qua mac nay, kha nang tich lity PHB giam,
c6 thé do stress quang hoic thay d6i huéng phan bo carbon noi bao. Cac so sanh nay
cho thay anh sang la yéu té quyét dinh trong tong hop PHB, nhung hiéu qua cua no
phu thugc manh vao kiéu gen chung, trang thai dinh dudng va diéu kién nuéi.

Dua trén két qua thuc nghiém, cudong do anh sang 13.500 lux duoc xac dinh 1a
diéu kién toi uu cho sy sinh truong cua S. salina M8 trong nudc thai da tiét tring voi ty
I& C:N:P = 70:7:1, sau 8 ngay nudi cay, két hop vai pH = 7 va nhiét do on dinh & 27°C,
téc do suc khi hdn hop khdng khi + CO2 (2% CO;, v/v) 14 0,1 vvm. Trong diéu kién nay,
mat do S. salina M8 dat gi4 tri cao nhat, ddng thoi higu qua xu 1y cac chat & nhiém trong
nudéc thai sinh hoat ciing duogc cai thién dang ké. Két qua phan tich ndng d6 va hiéu suat
xtr ly cac chi tiéu 6 nhiém duoc trinh bay trong Bang 3.17 va Hinh 3.17.

Bang 3.17. Hiéu suat xir Iy cac chit 6 nhiém trong nwéc thai boi

S. salina M8 tai cwong do anh sang 13.500 lux (n = 3)

+ _ _ 3- _
Cudng d9 anh NH4 T-N P-PQOq4 T-P COD

sang 13.500 Lux (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Truoc xi ly 32,12+0,42 | 36,12+ 0,52 | 4,24 +0,15 5,2+0,2 3.370 £ 5.7

Sau xu ly 4,35+ 0,09 | 502+0,14 | 0,78£0,21 | 0,95+ 0,41 | 58,05+ 0,28
QCVN
14:2025/BTNMT | <8,0 <30 ; <3 <60
(Cot B)
Hiéu suit (%) 86,46 86,1 81,6 81,7 98,3
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Hinh 3.17. Néng d¢ va higu sudt xit ly cdc chét é nhiém trong nwéc thdi
boi S. salina M8 ¢ cuwong dp dnh sang 13.500 lux

Tir két qua trén Hinh 3.16 cho thdy, S. salina M8 xir 1y hiéu qua hau hét cac
chét 6 nhiém trong nudc thai sinh hoat. Nong d6 N-NH,* giam tir (32,12 + 0,42) mg/L
xubng (4,35+ 0,09) mg/L, twong Gmg v6i hiéu suat xir 1y 86,46%, cho thiy kha ning
loai bd ammonium vuot troi. Téng nitrogen (T-N) ciing dugc loai bé hiéu qua, giam
86,1% tir (36,12 0,52) mg/L xudng (5,02 0,14) mg/L, chirng minh kha niang héap thu
va dong hoa nitrogen vao cac hop chét sinh hoc cia t& bao. Pdi v6i cac hop chat
phosphorus, hiéu suat xir Iy P-PO,* dat 81,6% (tir 4,24 + 0,15 mg/L xubng 0,78+ 0,21
mg/L); tong phosphorus (T-P) giam tir (5,2 = 0,2) mg/L con (0,95+ 0,41) mg/L (twong
duong hiéu suat dat 81,7%). Piéu nay cho thdy S. salina M8 c6 kha ning hip thy
phosphorus manh trong diéu kién anh sang t6i vu. Ham lugng COD giam tir (3.370 +
5.7) mg/L con (58,05+ 0,28) mg/L, dat hiéu suit 98,3 %. Két qua nay twong dong véi
két qua nghién ctru cua Nattawut Krasaesueb va cong su, (2019), chiung Synechocystis
sp. duogc nudi trong nudc thai gidu N-NH4* va P-PO4> da cho hiéu suat loai bo chat
dinh dudng 13 96,99% ddi v&i phosphate; 80,10% ddi voi nitrate; 67,90% ddi vai nitrite
va 98,07% dbi véi ammonium [146].
3.4.5. Két qud vé anh hwéng ciia ty 1é giong S. salina M8 ban ddu dén sinh truwéng
ciia S. salina M8 trong nwdc thdii

Ty 1& cip gidng ban dau c6 vai trd quan trong va anh huéng dén sinh truong
cta S. salina M8 trong moéi truong dinh dudng. Trong nghién ciru nay céc ty 1é cip
giéng ban dau duoc khao sat 1a: 5, 10, 20, 30, 40, 50% (v/v), twong duong sinh khdi
kho ban dau 12 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; va 0,5 g/L. Sinh truéng cua S. salina M8 duoc
theo ddi sau 7 ngay thdng qua do mat do quang va sinh khéi kho sau mai ngay nudi
cy (Hinh 3.18).
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Hinh 3.18. Sinh trwong va ham lwong PHB tich liiy béi S. salina M8 6 ty Ié giéng ddu
vao khdc nhau

Hinh 3.18 minh hoa mot cach toan dién anh huéng cua ty 1¢ giong dau vao dén
sinh truong, dong hoc sur dung dinh dudng va kha nang tich 1y PHB cua S. salina M8.
Cac két qua thu duoc cho thiy su twong tac chit ché gitra mat do té bao ban dau, hiéu
suat sinh truéng va qua trinh tich liiy san pham du trit trong té bao.

O Hinh 3.18-A, sinh khéi kho tang lién tuc theo thoi gian nudi & tat ca céc
nghiém thtc, tuy nhién mic d6 ting truong khéac biét rd rét gitta cac ty 18 gidng. Cac
nghiém thic c6 ty 1& gidng cao (0,4-0,5 g/L) dat sinh khéi cao nhat, xap xi 2,7-2,8
g/L sau 7 ngay nudi. Piéu ndy cho thay mat do té bao ban dau I6n giup rat ngan pha
thich nghi, ting kha nang khai thac anh sang va dinh dudng, tir d6 thac day tich liy
sinh khéi nhanh hon. Ngwoc lai, ¢ cac ty Ié giéng thap (0,05-0,1 g/L), sinh khéi ting
cham hon va dat gia tri cudi thap hon, phan anh su kéo dai pha thich nghi va giéi han
vé s luong té bao tham gia vao qua trinh ting trudng.

Hinh 3.18-B thé hién su suy giam nhanh ning suét sinh khéi (Px) trong moi
treong nudi, dac biét trong 1-2 ngay dau. Muc giam Px rd rét hon ¢ cac nghiém thuc c6
ty 16 gidng cao, cho thay kha ning hap thu dinh dudng manh mg cua S. salina M8 khi
mat do té bao 16n. Sau giai doan dau, téc do giam Px cham lai, phd hop véi xu huéng
giam tdc do sinh truong & giai doan sau. Két qua ndy nhian manh tiém ning ung dung
cua chang S. salina M8 trong xt 1y nudc thai giau dinh dudng, dac biét la loai bo
phosphorus.

Sy thay d6i cuia toe do sinh truong riéng cuc dai (Umax) duoc thé hién trong Hinh
3.18-C cho thay xu huéng giam dan khi ting ty 18 gidng. Gié tri pmax cao nhat (khoang
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2,4 ngayt) dat dugc ¢ ty & gidng thap (0,05 g/L), trong khi giam xubng con khoang
1,3-1,4 ngay & céc ty 1¢ gidng cao (0,4-0,5 g/L). Hién twong nay co thé duoc giai thich
boi su gia ting canh tranh &nh sang, CO, va dinh dudng trong diéu kién mat do té bao
cao, 1am han ché téc do ting trudng cua ting té bao riéng 1é.

Dang cha y, Hinh 3.18-D cho thiy ham lwgng PHB tich lily trong sinh khdi
tang rd rét khi tang ty & giéng, tir khoang 20% & 0,05 g/L 18n trén 40% & 0,5 g/L sinh
khdi khd. Sy gia ting nay lién quan dén diéu kién dinh dudng han ché, dic biét 1a
phosphorus, va stress sinh Iy & mat d6 té bao cao, vén dugc xem 1a cac yéu té kich
thich vi tao tich liy PHB nhu mot dang du trit carbon va nang luong.

Tong hop céc két qua cho thay ty 16 gibng dau vao 1a mot thdng sb van hanh
quan trong trong nudi cy S. salina M8. Ty I¢é giéng thap phu hop cho muc tiéu dat toc
d6 tang trudng cao ban dau, trong khi ty Ié gidng cao c6 lgi cho viéc tdi da héa sinh
khéi, hiéu qua loai bo dinh dudng va ham luong PHB, qua d6 mo ra trién vong &ng
dung trong san xuat vat lidu sinh hoc két hop xir Iy nudc thai.

Ty 16 0,2-0,5 g/L tao giéng cho két qua sinh truéng va 6n dinh tét nhat. Két qua
nay phl hop vai cac nghién ciru trude day, khang dinh rang mat do gidng nudi ban dau
anh huong l6n dén hiéu suat quang hop va toc do tang truéng caa sinh khéi [172]. Do
do, ty 18 cap gidng 0,2-0,5 g/L sinh khdi khd duoc lya chon cho cac thi nghiém tiép theo.

3.4.6. Két qud vé khd nang sinh trwéng va tich luy PHB ciia S. salina M8 trong nuwdc
thai tiét trung va khong tiét trung

Thi nghiém dugc tién hanh nham danh gia su khac biét trong kha nang sinh
trueong va tich luy PHB cua S. salina M8 khi nuéi trong nudc thai sinh hoat da tiét
trung va khong tiét trung. Day 1a mot yéu té quan trong dé xac dinh kha ning (ng dung
thuc tién cua vi khuan lam trong méi trudng giau vi sinh vat va khong qua Xt 1y so bo.
S6 lidu thé hién trén Bang 3.18 va Hinh 3.19 cho thay nudc thai khdng tiét tring va
nudc thai tiét tring trong diéu kién nudi ciy: ty 1é C:N:P = 70:7:1, pH ban dau = 7,
nhiét d6 27°C, cudng do anh sang 13.500 lux, suc khi hdn hop khong khi CO2 (2%
COy, VIV) & tde @6 0,1 vvm), c6 anh hudng rd rét sy phét trién sinh khéi cua S. salina
M8. Sinh khéi kho ting déu trong 4 ngay dau nudi ciy va sau d6 dat trang thai 6n dinh.
Nong do sinh khéi téi da dat 3,0 g/L trong nuéc thai chua tiét trang (nudc thai thd) va
2,8 g/L trong nuéc thai di tiét trung, cho thiy sinh truéng dugc cai thién nhe trong diéu
kién chua tiét trung. Nang suét sinh khéi dat cuc dai vao ngay tha 2, véi khoang 1,1
g/L/ngay trong nudc thai chua tiét trung va 1,0 g/L/ngay trong nudc thai da tiét trang,
sau d6 giam dan dén ngay tha 8 (Hinh 3.19-B). Téc do sinh trudng riéng cuc dai (pmax)
giita hai nghiém thtrc gan nhu twong duong (0,55 ngay " trong nudc thai da tiét tring va
0,52 ngay! trong nudc thai chua tiét tring, p = 0,073 > 0,05) (Hinh 3.19-C). Két qua
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nay cho thiy S. salina M8 c6 kha ning sinh trudng tét trong méi trudng nudc thai
khdng tiét trung, ching to 10ai nay c6 kha nang canh tranh sinh hoc cao, thich nghi tét
va khang lai vi sinh vat tap nhiém, tir 46 giam yéu cau khat khe vé khtr tring moi
trudng trude khi nudi cdy, diéu nay co y nghia rat 16n trong viéc ung dung S. salina
M8 vao xt 1y nuéc thai ma khong can tiét tring gidp tiét kiém chi phi van hanh va
ning lwong cua hé thong xu 1y.

Bang 3.18. Két qua vé kha ning sinh trwéng va tich luy PHB

cua S. salina M8 trong nwére thai ti€t trung va khong tiét trung
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Hinh 3.19. Sinh truwong va ham lwong PHB cua S. salina M8

trong nwdc thdi tiét trung va khong tiét trung

Mic du S. salina M8 thé hién mé hinh sinh treéng sinh khéi twong dong giira
nudc thai tiét trung va khong tiét trung (Hinh 3.19 A-C), ham Iugng PHB lai khac biét
rd rét (43% trong nudc thai tiét triung va 40% trong nudc thai khong tiét trung, p = 0,011
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< 0,05, Hinh 3.19-D). biéu nay cho thdy qua trinh phan b6 carbon nhay cam hon vdi
tuong tac vi sinh va canh tranh co chét so vai qué trinh téng hop sinh khéi. Nong do
sinh khéi, nang suat va téc do sinh truéng cuc dai twong duong giira hai hé cho thay céc
vi sinh vat ban dja trong nudc thai khdng tiét trang khéng gay wc ché dang ké di véi
ting truong quang dudng, diéu nay 1a do S. salina M8 cd kha ning canh tranh manh
trong diéu kién chiéu sang cao va suc khi lién tuc. Trong cac diéu kién nay, vi khuan
lam thuong chiém wu thé nho kha ning hap thu carbon vé co hiéu qua va chiu dugc tai
luong hitu co trung binh, cho phép tich lily sinh khéi trong quan xa vi sinh hdn hop.

Nguoc lai, ham lwong PHB giam dang ké trong nuéc thai khong tiét tring (Hinh
3.19-D). Tong hop PHB la mot qué trinh chuyén hoa thir cap, chi dugc kich hoat manh
khi té bao ddi mat vai tinh trang du thira carbon trong diéu kién thiéu hut dinh dudng,
dac biét 1a nitrogen. Trong nudc thai khong tiét trung, su ¢ mat cua vi sinh vat di dudng
dan dén viéc tiéu thu nhanh cac nguon carbon hitu co hoa tan va lam thay d6i dong hoc
khoang hoa dinh dudng, tir d6 1am giam muc d6 mat can bang carbon - nitrogen ma S.
salina M8 trai nghiém. Biéu nay han ché sy kich hoat manh caa con dudng sinh tong
hop PHB. Bén canh d6, sy canh tranh d6i véi acetate va cac hop chat hitu co d& phan
hity, cling nhu cac dao dong cuc bo vé CO, do hd hap vi sinh, ¢6 thé anh huong dén
trang thai oxy hoa - khtr noi bao - yéu t quan trong diéu hoa qua trinh tich lity PHB.

Mic du vay, két qua cho thay S. salina M8 van duy tri kha nang sinh truéng 6n
dinh trong ca hai diéu kién nudc thai, ching to kha nang thich nghi cao véi méi truong
c6 cu trdc vi sinh phuc tap. Trong hé tiét tring, viéc loai bo canh tranh sinh hoc gitp
trang thai thiéu hut nitrogen - phosphorus biéu hién rd hon, tao diéu kién dé dong carbon
noi bao duoc uu tién phan bo cho qué trinh tong hop polymer, dan dén ham luong PHB
cao hon. Nguoc lai, trong hé khdng tiét triing, mac di ham luong PHB thip hon, muc
tich lity thu dugc van khang dinh tinh kha thi caa mé hinh tich hop xir Iy nudc thai sinh
hoat va san xuat PHB trong diéu kién van hanh thyc té. Do d6, sy khac biét vé ham
lugng PHB gitta hai diéu kién khong 1am han ché tiém nang ¢ing dung cua hé théng, ma
phan anh dang cac twong tac sinh - hda hoc dic trung trong méi truong thuc té. Bong
thoi, két qua ndy goi mao cac hudng tdi wu hoa tiép theo nhu diéu chinh ty 186 C:N:P,
Kiém soat cudng do anh sang hoic &p dung cac bién phép tién xir Iy don gian nham nang
cao hiéu suat tich liiy PHB ma khong can duy tri diéu kién tiét tring hoan toan.

Nhitng két qua thu duoc trong nghién ciru nay phi hop Véi cac bao cdo trude dd
vé anh huong cua diéu kién nudi cdy va quan xa vi sinh dén kha nang tich liiy PHB cua
vi khuian lam. Rueda va cong su (2022) khi khao sat kha ning tich liy PHB cua
Synechocystis sp. trong nuéc thai da chi ra rang cac yéu té nhu cau trdc quan x4 vi sinh
vat va su khong dong nhit dinh dudng c6 anh huéng manh dén hiéu suat PHB; ning
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suat PHB cao nhat caa cac nghién ctru d6 dat 15,7 mg/L/ngay ¢ 500 pmol m2 st chi dat
dugc trong hé thdng ban vo trang, noi su canh tranh vi sinh vat dugc giam thiéu [110].

Troschl va cong su (2018) nudi ciy Synechocystis sp. CCALA192 trong hé théng
quang sinh 200 L khdng vé tring chi dat ndng d6 sinh khéi trung binh 1,0 g/L va ham
lwong PHB khoang 12,5% khéi lugng kho [123, 124, 168]. Tuwong tw, Gracioso va cong
sir (2021) ghi nhan rang khi nudi Synechocystis sp. trong méi truong khéng khir khuan
cd ngudn gdc rirng ngap man, quan thé vi khuan ban dia anh huong dang ké dén hiéu
suit tich lily PHB, v6i ham luong PHB cao nhat (31% khéi lugng khé; 241 mg/L) chi
dat dugc trong diéu kién &nh sang cao va can bang dinh dudng téi wu [60]. Két qua nay
cling phu hop véi nhan dinh caa Altamira-Algarra va cong su (2025), nhitng nguoi da
tong quan vé san xuat PHB trong hé vi sinh lam — tao va cho rang cac hé thong khong
v tring thuong cho hiéu suat PHB thap hon do su ton tai dong thoi caa tao luc khdng
san xuat PHB va vi khuan canh tranh dinh dudng va anh sang. Trong cac quan xa vi
khuan lam tir nugc thai, ham lugng PHB thuong khong vuot qua 5-14% khdi luong
kho, trong khi cac hé théng ti uu hodc béan vé triing c6 Kiém soat dinh dudng c6 thé dat
27% khéi lugng kho dudi diéu kién thiéu nitrogen va phosphours két hop bo sung acetate
[60]. Ngoai ra, Sun va cong su (2025) cho két qua rang, cac quan x& vi khuan lam hdn
hop chi duy tri mic 5-15% PHB trong diéu kién du dinh dudng, va chi ting 1én 27%
khi bi gidi han dinh dudng va kiém soat cuong do anh sang [60].

Tong hop cac bang ching nay cho thay trong hé khong vo trung, carbon thuong
dugc chuyén hudng sang hd hap hoic tong hop chét polymer ngoai bao (EPS) thay vi
tong hop PHB, dan dén giam hiéu suat tich lily polymer. Nguoc lai, ham luong PHB
cao hon gan ba lan duoc ghi nhan ¢ S. salina M8 (40-43% khdi luong kho) trong nghién
cuu nay, dac biét 1a trong nudce thai da tiét trung, cho théy duy tri d¢ tinh sach hé nudi
va diéu chinh t6i wu anh sang — dinh dudng gitp cai thién dang ké hiéu qua chuyén hoa
carbon so voi cac h¢ md. Kha nang tich lity PHB vuot trdi cua S. salina M8 so vdi cac
quan xa hdn hgp duoc Sun va cong sy (2025) nghién ctru ciing nhan manh tinh bén viing
vé mit trao doi chét cua ching nay trong diéu kién nudc thai [60]. Trong khi cac quan
xa hdn hop thudng wu tién sy phat trién cia vi khuan di dudng & tai lugng hitu co cao,
lam suy giam hiéu suat PHB ciia vi khuan lam, S. salina M8 van duy tri ning suat quang
hop va tich lily polymer hi¢u qua ngay ca khi nuoi trong nudc thai khong vo trung.
Nhiing so sanh nay cho thiy rang mic du hé nuéi vi sinh mé c¢6 lgi thé vé chi phi, viéc
lwa chon chung thich hop va 4p dung cac bién phap kiém soat mot phan hé nudi (nhu
ti¢t trung hoac chuing hoa dinh hudng) 1a diéu kién then chdt dé dat hiéu suat PHB tbi

uu va dam bao tinh 6n dinh trong san xuat.
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Nhin xét chung: Két qua nghién ctru cho thay vi khuan lam S. salina M8 c6
kha ning sinh truéng manh va xtr Iy hiéu qua nudc thai sinh hoat ma khong can tiét
trung trong diéu kién nudi cdy tdi vu duoc xac dinh bao gom: ty 16 C:N:P = 70:7:1, pH
= 7, nhiét d6 nudi 27°C, cuong do chiéu sang 13.500 lux, ty 1é giéng 0,5 g/L sinh khéi
kho, suc khi hdn hop khong khi CO2 (2% CO;, v/v) & toc do 0,1 vvm. Sau 8 ngay nudi
cdy, sinh khoi khé thu duoc trong nude thai khong tiét triung dat ti da 3,0 g/L, tich
luy PHB dat trén 40% va hiéu suat xir 1y cac thong sé 6 nhiém nhu sau: N-NH4*
86,46%, tong nitrogen 86,1%, P- POs% 81,6%, tong phosphorus 81,7% va COD trén
98%. Nudc thai sau khi xir 1y dap tng tiéu chuan xa thai theo QCVN 14:2025/BTNMT
(cot B) trude khi x4 vao ngudn tiép nhan. Piéu nay khiang dinh tiém niang (mg dung
cua S. salina M8 trong xtr 1y nudc thai sinh hoat khong tiét trung, lam co sé cho cac
nghién ciru tiép theo vé tmg dung thu hoi sinh khdi tir vi khuan lam dé san xuét vat
liéu nhira sinh hoc PHB trong hé thdng xtr 1y nuéc thai & quy mé coéng nghiép.

3.5. Thir nghiém san xuit sinh khéi va PHB tir S. salina M8 nudi trong nuée thai
sinh hoat thd véi hé théng quang sinh 30 L

Trén co sé cac két qua xac dinh diéu kién nudi cay toi wu cua chung S. salina
MS trong nudc thai sinh hoat & quy mé phong thi nghiém, nghién ciu tiép tuc duoc
trién khai trong diéu Kién gan thuc té nham danh gia kha nang ang dung & quy mé 16n
hon. Theo d6, thi nghiém san xuat sinh khéi va tich liy PHB tur S. salina M8 duoc
thuc hién trong hé théng phan tng quang sinh dang 6ng dung tich 30 L, bé tri ngoai
troi, st dung nude thai sinh hoat thd. Co s¢ Luan an lua chon hé thi nghiém pilot 30L
nham danh gia kha nang mé rong tir quy mé phong thi nghiém 1én diéu kién gan thuc
té hon, d6ng thoi van dam bao kiém soat dugc cac yéu td van hanh. Nguon nuéc thai
st dung cho hé théng quang sinh 30 L d& duoc diéu chinh tai luong hitu co theo ty Ié
t6i wu C:N:P = 70:7:1 theo két qua da duoc xac dinh trong quy md phong thi nghiém
& muc 3.4 va phan tich cac théng sé 6 nhiém chinh duoc trinh bay tai Bang 3.20. Hé
phan tng duoc van hanh véi thoi gian luu khoang 20 ngay nhiam dam bao du thoi gian
cho qua trinh sinh truéng cua vi khuan lam, hap thu dinh dudng va tich lity PHB trong
diéu kién gan vai thyuc té van hanh. Két qua cho thay nong d6 COD sau diéu chinh dat
3.370 mg/L, BODs dat 2.200 mg/L, cling véi ham luong dinh dudng twong tng T-N =
36,12 mg/L va T-P = 5,2 mg/L.

Hé thdng quang sinh dang dng quy mé 30 L dugc st dung nhu mot mé hinh
thir nghiém nham dénh gia kha niang thich nghi, sinh trudng va tich lity vat liéu sinh
hoc PHB cuia chang S. salina M8 trong diéu kién nudi cdy bang nudc thai sinh hoat.
S6 ligu thé hién trén Hinh 3.20 trinh bay su bién thién theo thoi gian vé sy sinh
truong, ning suét sinh khéi, toc do ting truong riéng, nhiét do, pH caa moi truong
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nudi, va ham luong PHB tich lily trong sinh khéi S. salina M8 khi nudi trong nudc
thai sinh hoat. Két qua cho thay, sinh khéi kho ting theo dang hinh chix S (sigmoid),
dat khoang 3,4 g/L vao ngay tha 17 truéc khi on dinh, phan anh quéa trinh chuyén
pha tir sinh trudng liy thira sang pha 6n dinh. Mé hinh hdi quy bac hai d6i véi sinh
khéi kho (R? = 0,9732) cho thdy mirc d6 phi hop cao, thé hién téc do tich liy sinh
khéi nhanh trong pha lily thira ban dau, sau d6 ting cham dan va tién toi trang thai
6n dinh sau ngay thw 14 do can kiét dinh dudng va hién tuong canh tranh nhau vé
ngudn anh sang trong hé nudi (Hinh 3.20-A). Nguoc lai, ning suat sinh khéi giam dan
theo mo hinh da thuirc bac hai (R? = 0,9202), dat dinh khoang 0,65 g/L/ngay (ngay thix
2) & giai doan dau roi giam lién tuc xudng con khoang 0,19 g/L/ngay sau ngay 17 khi
tdc d6 sinh truéng suy giam (Hinh 3.20-B). Méi twong quan giam dan theo thoi gian
nay phl hop véi xu huéng suy giam nitrogen va carbon san c6, vén la dic trung cta
cac h¢ thong nudc thai nudi ngoai troi. Te do sinh truéng cuc dai (mx) dat dinh 0,7
ngay ! vao ngay tha 2 va giam nhanh ngay sau do, cho thiy giai doan sinh trudng
manh cha yéu dién ra trong 2—3 ngay dau cta qua trinh nudi (Hinh 3.20-C).

Ham luong PHB thé hién dang dudng cong hinh chudng: ting tir dudi 10%
khéi lugng khoé (DCW) trong pha lily thira ban dau 1én muc cuc dai 50% (DCW) vao
ngay thir 10, sau d6 giam dan xuéng con 17% (DCW) vao ngay thi 20 (Hinh 3.20-
D). Ham luong PHB ciing phu hop véi mo hinh bac hai (R? = 0,8569), taing manh
trong giai doan gitra qua trinh nuoi (ngay 6—12) trudce khi giam sau ngay 14. Mo hinh
nay phan anh sy chuyén doi trao ddi chat, trong dé té bao wu tién chuyén carbon vao
PHB khi diéu kién dinh dudng ngay cang tré nén han ché, dat cuc dai khi toc do sinh
truong cham lai nhung carbon van con du dé tich lity. Su suy giam sau d6 twong tng
vo1 su can ki€t carbon hodac viéc huy dong PHB dé duy tri hoat dong té bao dudi diéu
kién stress kéo dai. Cac hé s6 xac dinh cao cho thiy ring cac mo hinh da thirc ndy mo
ta hidu qua su twong tac dong gitta qua trinh tich liy sinh khoi, su suy giam ning suat
va sy cam ung PHB - dic trung ctia nudi cdy vi khuin lam trong nuée thai co diéu
kién dinh dudng bién dong ngoai troi.

Hinh 3.20-E va Hinh 3.20-F cho thdy pH va nhiét d6 ciia méi truong nudi
dao dong trong khoang tuong tng 7-9,75 va 19-25°C, trong khi cuong d¢ anh sang
bién thién tir 5.000-40.000 lux, véi cac giai doan birc xa cao trung voi thoi ky ting
treong va tich lily PHB manh (ngay 4—10). Su gia tang gia tri pH nay phan anh dong
thoi cac co ché can bang carbonat — bicarbonat va hoat dong quang hop dic trung cua
vi khuén lam. Trong moi trudng nudi cd suc khi chira CO2, can béng hé dém carbonat

dugc mo ta theo phuong trinh:
CO; + H0 = HCOsz + H* = CO3* +2H".
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O pH trung tinh, HCO3~ 1a dang carbon vo co va 1a co chat chinh cia co ché tap
trung CO, (CO concentrating mechanisms — CCM). Trong qua trinh quang hop, té bao
S. salina M8 hip thu HCO3™ va CO2 dé cung cap CO2 cho carboxysome, noi enzym
RuBisCO xtc tac phan tng cb dinh carbon. Khi HCOs~ dugc tiéu thu lién tuc, phan tng
thuan H* + HCO3™ <> CO2 + H20 bj dich chuyén, din dén sy tiéu thy H* va hinh thanh
OH-, 1am pH méi truong ting dan. Dong thoi, viée giam CO2 tu do trong pha léng do
quang hop va sy hinh thanh COs? tiép tuc dich chuyén can bang hé¢ dém vé phia kiém.
Quang hop con giai phong Oz, lam giam ap suit riéng phan CO; va cang thuc ddy qua
trinh kiém hoa. Co ché nay dd dugc ghi nhan phd bién trong cac hé nudi cdy tao va vi
khuan lam, noi pH c6 thé dat 10 —11 khi cudng d6 quang hop cao [173]. Két qua quan
sat trong nghién ciru nay cho thay S. salina M8 tuan theo quy luat chung d6, dong thoi
khéng dinh kha nang hoat dong manh mé& cua h¢ CCM va hi¢u qua ¢ dinh carbon cua

chung trong diéu kién quang dudng [173].

114



5 4 A g 08 :
2 35 2 o071
3 g = ¢
< 2 069N\ ¢ y=0.0015x2-0.0519x + 0.6432
€ 25 - 2 05 R? = 0.9202
s 2 £ o044 °®
< y=-0.0081x2 + 0.2988x + 0.5347 5
£ 15 - R2=0.9732 & 03 -
Z 7
1 i )%D 02 | °
0.5 + Z 0.1 -
O T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thoi gian nudi (ngay) - Thoi gian nudi (ngay)
o 50 s? s V0T
T ¢ 3 2 06 -
> 40 A e 954
g 30 - g 04 -
£ 20 A . E 034
T o ¥ y=-03128x2+6.3355x + 10976 2 024
R2 = 0.8569 E 01 A
0 T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thoi gian nudi (ngay) Thoi gian nudi (ngay)
30 H E < 45000 - F
3 40000 -
25 - <
S 2 35000 -
< 20 - < 30000 -
z —e— pH o 25000 -
c 15 T o
- —+—Temperature ' 20000 1
T e g 15000 -
5 ] 10000 -
5000 -
0 T T T T T T T T T T T 1 O T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Theoi gian nubi (ngay) Thoi gian nudi (ngay)

Hinh 3.20. Sw sinh trwong va ham lugng tich luy PHB ciia S. salina M8 nu6i trong
nwdoc thdi o hé thong quang sinh dang ong dirng 30 L (n=3)

Dang chu ¥, két qua so sanh dinh luong gitta cac chung vi khuan lam cho thay S.
salina M8 thé hién wu thé 1 rét khi dong thoi dat sinh khéi cao va kha ning tich liy
PHB 16n trong diéu kién nudc thai sinh hoat thuc té (Bang 3.19). Cu thé, ching nay
dat ndng do sinh khdi 16n nhat 3,4 g/L, ham lugng PHB 50,2% va nang suat sinh khi
dat 0,14 g/L/ngay. So véi cac ching Synechocystis da duoc cong bd, day 1a su két hop
t1 wru gitra sinh truéng va tich lily polymer — hai qua trinh vén thudng c6 xu huéng canh
tranh trong chuyén héa ndi bao.

Trong khi do, nhiéu ching khac chi dat mot trong hai muc ti€u. Vi dy, ching
Synechocystis PCC 6714 MT _a24 dat sinh khéi tuong duong (3,5 g/L), nhung ham
lugng PHB (23,7%) va yéu cau diéu kién van hanh khat khe (pH ~10,5) dé duy tri hoat
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dong 6n dinh [59]. Chung Synechocystis phan 1ap tir rimg ngap man tich lity 31% PHB
nhung sinh khéi thap (~ 0,78 g/L) dudi cuong do anh sang cao (300 pmol m? s,
cho thiy sy lién két yéu hon giita ting truong va hinh thanh polymer [174, 175].
Tuong tu, CCALA192 chi dat 1,0 g/L sinh khéi va 12,5% PHB trong h¢ PBR 200 L
van hanh bén lién tuc duéi diéu kién thiéu nitrogen trong hé théng quang sinh khong
tiét trung [123, 124, 168], trong khi cac chung phan lap tir nwdc thai khac chi dat 7,5%
PHB theo VSS [110]. Chung Synechocystis PCC 6803 hoang dai, von dugc nghién
ctru rong rai, thuong chi tich Iily khoang 15% PHB dudi diéu kién thiéu nitrogen, thap
hon nhiéu so véi ching S. salina M8; cac chung bién nap c6 mtrc PHB cao hon (81%)
lai yéu cau diéu ki¢n khong phai nuéc thai va st dung bién doi di truyén [24].

bac biét, khac voi phﬁn 16n cac nghién ctru trude day dugce thuc hién trong moi
trudng tong hop, diéu kién tiét tring hodc nudc thai d qua xir 1y, két qua caa ludn an
duoc thu nhan tir hé nuodi céy st dung truc tiép nuée thai sinh hoat thuc té tai Viét
Nam véi dic trung tai lwong hiru co va dinh dudng bién dong. Diéu nay lam ndi bat
tinh tng dung, kha nang thich nghi va tiém ning chuyén giao cia S. salina M8 trong
cac hé thong xir Iy nudc thai thuc té, dong thoi khang dinh wu thé ciia ching nghién
cuu trong diéu kién gﬁn voO1 van hanh ngoai thyuc dia.

Pang cht ¥, ham luong PHB dat 50,2% DCW trong hé quang sinh 30 L cao gip
khoang 2.5 14n so v6i moi trudng chuan. Sy gia ting nay c6 thé dugc giai thich boi sy
phéi hop ctia ba co ché chinh. Thir nhit, trong nudc thai thuc ton tai trang thai mat cin
bang dinh dudng (du carbon nhung han ché nitrogen hoic phosphorus cuc bd), 1am giam
vu tién sinh truéng va thuc day dong carbon chuyén hudng sang con dudng tong hop
PHB théng qua tién chat acetyl-CoA. Thu hai, sy hién dién cua cong d@)ng vi sinh vat
ban dia gop phan phan giai cac hop chat hitu co phirc tap thanh cac dang carbon dé dong
hoa (nhu acetate), ddng thoi tao canh tranh dinh dudng, dic biét 1a nitrogen, qua dé kich
thich co ché tich lity PHB nhu mot dang du trit noi bao. Thit ba, cac yéu td stress moi
truong trong h¢ ngoai troi (dao dong anh sédng, nhiét d§ va oxy hoa tan) dong vai tro
diéu hoa chuyén hoa, thuc day té bao chuyén sang trang théi tich lily polymer dé thich
nghi v6i diéu kién bién dong.

Nhu vdy, su cong hudng cliia mét can bang dinh dudng, twong tac vi sinh va
diéu kién stress moi trudong di lam thay doi phan bo dong carbon ndi bao, theo hudng
uu tién tich Ity PHB thay vi sinh trudng, tir d6 giai thich cho ham lugng PHB cao vuot
troi so voi moi truong chuan. Két qua nay khang dinh tiém ning cua chung S. salina
MS trong cac hé thong xur 1y nude thai két hop thu hoi vat lidu sinh hoc theo hudng

g dung thuc tién.
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Bang 3.19. So sanh dinh hrong sinh khoi va ham lwgng PHB do S. salina M8

va cac ching vi khuan lam khac tao ra trong cac loai nwéc thii khac nhau

. «. | Ham lwgng i LA
A LiA Sinh khoi . A Lin Tai liéu
Ching loai | i 'é':; cyedai | PN DieUKIEN PHB
(9/L, CDW) (%, CDW) khao
Nudc thai sinh hoat
(ty 1& C/N/P =
- Nudc thai 70:7:1), 2% COz;
Svnechocvstis sinh hoat; giai doan on dinh Nahién
n y - Hé quang 3,4 50,2 £ 0,52 | muon trong bé phan ’g .
salina M8 . z . . cwu nay
sinh dang ong ng quang sinh hoc
30L 30 lit; loai bo chat
dinh dudng va tich
Ity PHB dong thoi.
Nudc thai d6 thi la
- Nudc thai do vt dinh dudng
thi duy nhat; giai doan

: ” . on dinh muén bi
Synechocystis | - Ao chtra han ché dinh duan
sp. PCC6714 | nuéc  dang 3,5 237422 | ¢ ; 91 59]

. : trong mang nudi
MT_az24 mang madng . £ .
. o sinh  khoi mong
100 lit (ngoai Sitroi: 46 pH
troi) ngoal troi; QQ p
cao (~10,5) @é kiem
soat dong vat an co.
Synechocystis |  , .. : Diéu kién anh sang
sp. (phéan lap i\gr?l hOtr.u’orng manh (HL); néong 174
tr khu wvuc | ON9NoR 1 g 78 31 d6 PHB 241 mg/L ’
.z . ~ | - Binh/ban thi , - 175]
ven bién bi 0 nahiem tuong ung voi 31%
nhidm) ghic PHB cia CDW.
CO. la nguon
- BG-11 qdﬁ carpon duy nhat;
dugc stra doi; thieu nitrogen,

. | - Bé phan ting trong 10 phan ung
SSynechocystls sinh hoc dang 10 195 quang sinh  hoc [1122:’
é’é ALALGy | ONg 200 it ’ ! dang éng 200 it | cen

(khong vO PHB duoc hinh
trang, ban lién tha’nh ¢ giai doan
tuc) cuoi cua méi chu ky
san xuat.
Synechocystis | . x. Pt CDW duéi su toi
A A | 16 7,5% VSS (1A A
sp. (phan lap | - Quy md NR (ti da) uu hoa ket hop d6 | [110]
tir nwéc thai) hon y thi man, P va anh sang;
P _Ag tap trung vao anh
nghiém
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huong cua do man
va ham lugng P

Synechocystis
sp. PCC 6803
(hoang da)

- M6i truong
BG-11

- Thiéu
nitrogen/hién
tuong vang la

NR

15 (chung
dién hinh)

Trong diéu kién
thiéu nitrogen
(thiéu chat digp
luc), Synechocystis
kiéu hoang da chi
tich liy PHB dén
khoang 15% trong
lugng khd té bao;
nong d6 PHB
thuong duoi 30
mg/L.

[24]

Synechocystis
sp. PCC 6803
PPT1 (ApirC
+ phaAB)

- BG-11 téng
hop  khoéng
chta N, P +
axetat;

NR

81 (b6 sung
nguon
Carbon la
acetate)

Chung vi khuan
bién doi gen; trong
diéu kién thiéu N, P
cong véi 10 mM
acetate, PHB noi
bao dat 81% trong
lugng kho té bao

[24]

- Flask (63% khi khdng co
ace}ate), muc cao
nhat dugc ghi nhan

& vi khuan lam.

Sé liéu tai Bang 3.20 thé hién két qua vé hiéu suat loai bo COD, BODs, N-NH4*,
T-N, P-PO4* va T-P cua S. salina M8 khi duoc nudi trong hé théng quang sinh 30 L
ngoai troi str dung nude thai sinh hoat khong tiét trung. Nudc thai dau vao c6 pH gan
trung tinh (7,0 + 0,2) va nhiét d6 (22,0 + 0,2°C), sau xir 1y pH ting nhe 1én lan lugt 7,5
+ 0,1 va 24,5 + 0,1°C, cac diéu kién déu nam trong pham vi ti wu cho su phat trién
cua vi khuan lam. Tong chat ran lo ling (TSS) ting nhe tir 1,4 mg/L 1én 2,73 mg/L, c6
thé do tich tu sinh khéi tao trong nudc effluent sau thu hoach. Hé thong dat hiéu suat
loai bo dinh dudng rat cao, cu thé: N-NO3" dat 99,8 + 3,7 %; Amonium (N-NHs*): 92,6
+ 2,5 %; Tong nitrogen (T-N): 90,3 + 1,8 % (véi ham luwong giam tir 36,1 + 0,52 mg/L
xuéng 3,52 + 0,03 mg/L). Twong tu, ndng do phosphate (P-P0O4%) va tong phosphorus
(T-P) duoc loai bo lan luot 96,5 + 5,1 % va 95,9 + 2,9%. Kha ning loai bo chat hitu
co cao, cu thé: COD (sau diéu chinh) giam tir 3.370 + 5,7 mg/L xudng 11,87 + 0,14
mg/L (99,6 + 0,8 %): BODs giam tir 2.200 + 5,0 mg/L xuéng 8,0 % 0,5 mg/L (99,6 +
1,6 %). Diéu nay cang khang dinh, chung S. salina M8 dat hiéu qua loai bo chat 6
nhiém toan dién, vuot xa quy chuan xa thai Quéc gia QCVN 14:2025/BTNMT.
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Bang 3.20. Hiéu suit loai bé cac chat 6 nhiém béi S. salina M8
trong nwéc thai sinh hoat hé 30 L (n=3)

. ba ; . CVN Panh
Thong s6 Gia tri cac thong so (mg/L) Hiéu, Suat 14:2025/BTNMT qid
Trwéc xi ly Sau xwr ly xirly (%) Cot A CotB

pH 7,0+0,2 7,5+0.1 ND 6-9 6-9 -
Nhistdo | 22,0+0,21 24,5 +0.1 ND - - -
TSS 1,4+0,2 2,73 0.2 ND - - -
N-NOs’ 32+0,1 0,005+0,00 | 99,8+3,7 - - -

N-NH4* 32,12+ 0,42 2,38 0,01 926+25 <4,0 <8,0 bat

T-N 36,12+ 0,52 | 3,52+0,03 90,3+1,8 | <25 <30 Dat
P-POs* 4,24 + 0,15 0,15+0,03 96,5+5,1 - - -

T-P 52+0,2 0,21+0,01 959+29 <25 <3,0 bat

COD 3370 £ 5,7 11,87 +0,14 | 99,6 +0,8 <50 <60 Dat

BODs 2200+ 5,0 8,00+ 0,51 99,6 +1,6 <25 <30 Dat
C:‘N:P (sau Ty 1¢ khéi lugng 70:7:1 \D - - -
diéu chinh) Ty 1¢ mol 180:16:1 - - -

ND: Khong xéc dinh

Hiéu suat loai bo dinh dudng va chat hiru co vuot troi dugc ghi nhan di véi S.
salina M8 hoan toan phil hop véi cac bao céo trudc day vé kha niang phycoremediation
cua vi khuan lam trong nuéc thai sinh hoat va cong nghiép. Vi du, Rueda va cong su
(2022) béo céo rang Synechocystis sp. nudi trong nudce thai sau xu 1y dat hiéu suat loai bo
trén 85% amoni va 90% photphate, cling véi giam 95% COD trong diéu kién quang dudng
[110]. Tuong tu, Synechocystis sp. ciing cho thiy kha ning loai bo amoni va photphate
rat cao, lan luot 99,4% va 97,5%, tir nudc thai sinh hoat va cong nghiép cia Abedi va
cong su (2019). Hiéu suét loai bo dinh dudng gan nhu hoan toan (> 90%) trong nghién
ctru nay vuot troi hon nhiéu két qua quy mé phong thi nghiém, chang to S. salina M8 ¢6
kha nang thich nghi rét tot trong diéu kién nudc thai ngoai troi, khong tiét trung. Hon nira,
muc giam COD va BOD (99,6%) thu dugc trong nghién clru nay ciling vuot muc dugc
bdo cdo ¢ cac hé thong xtr ly bang vi khuan lam khéac. Chang han, Troschl va cong su,
(2018) chi dat muc giam 85-90% COD va BOD trong hé théng quang sinh quy mé pilot
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str dung Synechocystis [123, 124, 168]. Hiéu suat vuot troi caa S. salina M8 c6 thé duoc
giai thich boi kha niang quang hop manh, co ché hap thu dinh dudng hiéu qua, va tinh
tuong thich cao véi vi sinh vat ban dia trong nudc thai sinh hoat.

Theo Bang 3.20 ty 1&é mol C:N:P cua nuéc thai sinh hoat dung dé nudi S. salina
M8 xap xi 180:16:1, trong khi ty 18 Redfield c6 dién cho sinh treong vi tao can bang
trong hé sinh thai nudc man va nuéc ngot 1a 106:16:1. Diéu nay cho thay ty 18 nitrogen
(N) va phosphorus (P) trong nuéc thai gan twong dong véi ty 1& Redfield, nghia 1a
nudc thai cung cap muc dinh dudng da luong day du cho qua trinh téng hop té bao va
sinh tdng hop chlorophyll, nhung han ché tich liiy PHB néi bao, do dong carbon uu
tién chuyén vao sinh khéi hon 13 vao cac polymer du trit. Tuy nhién, thanh phan carbon
(C) trong nudc thai nay cao hon 70 % so véi ty 1¢ Redfield (C/N > 150), cho thay moi
trudng giau carbon va hoi thiéu nitrogen. Piéu kién thira carbon nay c6 hai ¥ nghia 16n
d6i vai chuyén hoa cua vi khuan lam: (i) Tang cuong hap thu carbon va tich lity PHB
Khi ty I C:N vuot ty Ié Redfield [2, 123-125], c4c loai vi khuan lam nhu Synechocystis
hoac Synechococcus cé xu huéng chuyén carbon du thira vao cac hop chat duy trit nhu
glycogen va PHB, thay vi vao tong hop protein. Cac nghién ctu cho thay ty I¢ C/N
cao (> 120) thiic day manh mé sy tich liiy PHB & giong Synechocystis, do su han ché
nitrogen 1am cham phan chia té bao trong khi quang hop van tiép tuc ¢6 dinh carbon
[110]. Xu hudng nay phu hop véi ham lugng PHB cao (40-45 % DCW) cua S. salina
M8 duoc ghi nhan trong nghién ciu nay. (i) Giam nhe toc d6 sinh truong nhung ting
hiéu suit loai bo dinh dudng, mic di ty 1& C/N cao ¢6 thé han ché tong hop protein va
lam cham pha sinh trudng lay thira, nd lai taing cuong hiéu qua loai bo N va P khoi
nuéc thai, do té bao tich cuc hap thu cac chat dinh dudng dé can bang lai ty 1& dinh
dudng noi bao. Hiéu suat loai 90% ddi véi tong N va P trong Bang 3.20 cang khang
dinh thém vé co ché nay.

Pé 1am rd hon co ché nay, can bang twong ddi gitra carbon va nitrogen trong hé
30 L duoc xem xét théng qua su bién thién caa COD va tong nitrogen theo thoi gian
nudi cy. O giai doan dau, khi ndong d6 nitrogen con cao (trén ~70-80% so v&i ban
dau), phan 16n ngudn carbon dugc sir dung cho sinh truong té bao, thé hién qua sy gia
tang nhanh sinh khéi. Khi qué trinh nudi cay tiép dién, nitrogen giam manh (hiéu suat
loai bo dat > 90%), trong khi COD van con ton tai & mac nhat dinh, din dén trang théi
mat can bang theo hudng du carbon — thiéu nitrogen. Trong diéu kién nay, phan carbon
khong con dugc st dung hiéu qua cho tong hop sinh khéi sé duoc chuyén hudng vao
tich lily noi bao dudi dang PHB. Xu huéng nay phi hop véi két qua thuc nghiém khi
ham lugng PHB ting 1o rét ¢ giai doan cudi chu ky nuéi, déng thoi sinh truéng 6 xu
hudng cham lai. Nhu vay, sy gia ting ty 18 C/N hiéu dung trong hé nudi cay chinh la
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yéu t6 diéu khién quan trong chi phdi phan bé dong carbon giita hai qua trinh canh
tranh 13 sinh truéng sinh khéi va tich lity polymer sinh hoc.

Viéc b sung acid acetic va nitrate trong nghién cru nay duoc st dung nhu mot
chién lugc cd kiém soat ¢ giai doan nghién ctru, nham diéu chinh can bang C:N:P va
lam 6 tiém ning chuyén hda cua S. salina M8 dudi cac diéu kién tbi wu. Mic du cach
tiép can nay cho thay viéc 1am giau carbon hop Iy va han ché nitrogen ¢ muc trung
binh ¢ thé tbi da hoa sinh khdi va kha ning tich liiy PHB, nhung cac bién phap diéu
chinh dinh dudng phu thudc vao héa chat nhu vay khong pha hop cho van hanh dai
han hoic quy mé céng nghiép, noi chi phi, tinh bén vitng va su don gian trong van
hanh 1a yéu t6 then chét. O quy md 16n, viéc bo sung hoa chat thuong xuyén sé lam
tang ganh nang kinh té va moi truong, di nguoc lai muyc tiéu cét 16i cia md hinh san
xuat PHB tich hop véi xir Iy nudc thai. Tir goc do wng dung thuc tién, két qua nghién
ctru cho thay S. salina M8 c6 kha nang sinh truéng va tich lity PHB hiéu qua truc tiép
trong nudc thai sinh hoat khong tiét tring, mo ra tiém nang trién khai tai cac hé thong
xt Iy nudc thai quy mé vira va nho, dic biét trong diéu kién khi hau nhiét d6i nhu Viét
Nam. M6 hinh nay cho phép tich hgp dong thoi hai muc tiéu: xir Iy 6 nhiém va thu hoi
tai nguyén sinh hoc, gop phan nang cao hiéu qua kinh té — méi truong cia hé théng xir
1y nuéce thai.

Do d6, cac nghién ctu va phat trién trong twong lai cin wu tién mé hinh van
hanh “khong hoac téi thiéu hoa chat bo sung”, tan dung thanh phan dinh dudng von
c6 cua nudc thai va khai thac cac bién dong ty nhién cua ty 186 C:N:P, thay vi diéu
chinh nhan tao. Nhiéu chién luoc tiém niang c6 thé hién thuc hoa huéng tiép can nay:
(i). Pha tron chon loc cac dong nudc thai khac nhau (vi du: nuéc thai sau lang so cap,
dich 1&n men yém khi, nuéc thai ché bién thuc pham) dé dat ty 1é C/N cao mét cach ty
nhién; (ii). Piéu chinh nhe thoi gian luu thay luc (HRT) dé tao diéu kién han ché
nitrogen ndi sinh ma khdng can bo sung héa chat; (iii). Pong nudi cay véi vi khuan
giai phong carbon gitp ting ngudn carbon hiru co ngay tai chd; (iv). Tich hop khi thai
giau CO2 tir cdng nghiép l1am ngudn carbon chinh. Két hop cac giai phap nay co thé
duy tri mtrc d6 stress dinh dudng kich thich sinh téng hop PHB ma khdng can b sung
hoa chat lién tuc, tir d6 xay dung mé hinh san xuét chi phi thap, tuan hoan, d& mé rong
va phl hop hoan toan vai dinh huéng nha may sinh hoc xir Iy nudc thai bén ving.

V& kha ning mé rong quy mo, két qua tir hé quang sinh 30 L cho thiy tinh kha
thi budc dau cua viéc chuyén doi tir quy mo phong thi nghiém sang quy mé pilot trong
diéu kién gan thuc té. Tuy nhién, viéc mé rong nudi cay S. salina M8 tir hé quang sinh
30L c6 kiém soat 1én quy md pilot mang lai ca thach thirc van hanh lan co hoi giam
chi phi. O thé tich 16n hon, viéc duy tri su dong déu vé phan b anh sang, truyén khi
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va khudy tron tro nén phic tap hon, dé hinh thanh céc gradient khong gian vé pH, CO>
va nong d6 dinh dudng, tir d6 1am giam sinh truong sinh khéi va tich liy PHB. Khi
van hanh ngoai troi, hé thdng con chiu tac dong cua cac yéu td méi trudng bién dong
nhu cuong do chiéu sang, nhiét do, diéu kién thoi tiét theo chu ky ngay - dém va canh
tranh vi sinh, nhitng yéu té da xuat hién trong thi nghiém 30 L va c6 thé tré nén rd rét
hon khi mé rong quy mo. Pam bao sy 6n dinh cua hé nuéi trong nudc thai khong tiét
tring 1a thach thac 16n, vi nhidm tap va phan hay chat hitu co c¢6 thé lam giam ham
lwgng PHB so véi diéu kién vo trung. Cac hién tuong nhu bam sinh hoc (biofouling)
trén bé mat 6ng phan tng, tich tu oxygen hoa tan cao do quang hop, ciing nhu luc cat
thay dong trong hé tuan hoan cé thé anh huéng dén tinh 6n dinh caa hé nudi va hiéu
suit sinh truong cua té bao. Tuy nhién, viéc mo rong quy mo ciing mang lai nhiéu lgi
thé vé mat kinh té va ky thuat. Viéc st dung truc tiép nuéc thai sinh hoat 1am ngudn
dinh dudng va méi trudng nudi cay gilp giam dang ké nhu cau st dung cac ngudn
dinh dudng téng hop, tir d6 giam chi phi van hanh. Hiéu suét loai bo chat dinh dudng
rat cao (> 90% T-N va T-P; > 99% COD va BODs) trong hé 30 L cho thay ring hé
pilot c6 thé dong thoi giam chi phi xu 1y nudce thai va tao sinh khéi giau PHB. Viéc
tich hop cac giai phap nhu chiéu sang tiét kiém ning lwong, khudy tron thu dong, va
st dung khi thai gidu CO, c6 thé tiép tuc nang cao hiéu qua kinh té caa hé théng, phu
hop Vvéi dinh huéng phét trién céng nghé sinh hoc xanh va kinh té tuan hoan. Do do,
cac két qua thu dugc tir hé thong 30 L khong chi chirng minh tinh kha thi vé mit k§
thuat ma con cho thﬁy tiém ning tng dung thuc tién va kha ning md rong ciia mo
hinh trong cac hé théng xur ly nudce thai tai Viét Nam.

Tom lai, ty 16 C:N:P bang 180:16:1 trong nudc thai sinh hoat tao ra mot mai
truong gidu carbon va hoi thiéu nitrogen, 1éch nhe so véi ty 1& Redfield. Sy mat can bang
nay khéng lam can tro su sinh truedong cta S. salina M8 ma nguoc lai con tang hiéu qua
loai bo dinh dudng va tich liiy PHB, cho thiy ring diéu kién thiéu nitrogen & mtc do
vira phai trong khi ngudn carbon dbi dao 1a thuan loi cho cac chung vi khuan lam sinh
tong hop nhya sinh hoc. Két qua ciing khang dinh riang S. salina M8 khdng chi thich
nghi tot v6i nudc thai thuc té ma con dat mac loai bo chéat 6 nhidm twong duong hodc
vuot troi so véi cac hé tdi wu hoa sir dung Synechocystis hoic Scenedesmus trong cac
nghién ctru trude day. Dit lidu thu duogc ciing chitng minh S. salina M8 ¢ tiém ning rat
I6n cho mé hinh tich hop xu 1y nude thai va san xuat cac san pham sinh hoc (nhu PHB).
Hiéu suat loai bo dinh dudng 90 — 99,8% va giam tai hitu co > 99% cuia chung nay vuot
tréi hon nhidu hé vi khuan lam dugc nghién ciru trude d6. Téng thé, cac so sanh cho
thiy S. salina M8 1a mét chung tu nhién twong ddi wu thé, ¢ kha ning dat dong thoi
sinh khéi cao va nang suat PHB Ion trong hé théng nuéc thai thyc, nhan manh tiém ning
ndi bat cua S. salina M8 cho xur Iy nuéc thai tich hop va san xuat nhya sinh hoc. Két

122



qua nghién ctiu khdng chi khang dinh hiéu qua xir Iy nudc thai sinh hoat caa S. salina
M8 ma con 1am noi bat kha nang chuyén hda dong carbon thanh vt liéu sinh hoc c6 gia
tri, qua d6 mo ra hudng tiép can tich hop gitra xir Iy méi trudng va san xuat tai nguyén
sinh hoc trong diéu kién thyc té tai Viét Nam.
3.6. Két qua vé nghién ctru chiét tich va dic trung vt liéu nhya sinh hoc PHB tir
sinh khoi S. salina M8

Trén co so két qua nghién ctru ing dung vé san xuat sinh khéi va tich liy PHB
cua S. salina M8 trong h¢ phan ing 30 L van hanh ngoai troi tai Muec 3.5, nghién ctru
tiép theo tap trung danh gia cac yéu td anh huong dén hiéu suit chiét tich PHB tir sinh
khéi nham hoan thién quy trinh thu hdi polymer sinh hoc.
3.6.1. Két qud vé anh hwéng ciia cdc yéu té chiét tich dén hiéu sudt thu hoi PHB
3.6.1.1. Két qua vé anh huong ciia nhiét do chiét tach

Két qua thu dugc tir thi nghiém chiét tach PHB duoc thuc hién & ba khoang nhiét
do: 70, 80 va 90°C, trong khi cac diéu kién khéac giit c6 dinh (thdi gian chiét 60 phut;
thé tich chloroform 5 mL) dugc thé hién trong Hinh 3.21.

60 -
® Ham luong PHB

B Hiéu suét chiét PHB

N w S al
o o o o
1 1 1 1

Hiéu suét chiét PHB (%)

Ham luong PHB (% sinh khéi kho)
|_\
o

70 80 20 °C
Nhiét d6 (oC)

Hinh 3.21. Anh huéng ciia nhigt d dén higu suit chiét PHB
tir sinh khoi S. salina M8 (n =3)
Hinh 3.21 trinh bay két qua vé anh huong caa nhiét do chiét (70-90°C) dén
ham lwong PHB trong sinh khéi kho va hiéu suat chiét PHB. Khi ting nhiét d6 tir 70
1én 80°C, ham lwong PHB thu hoi ting dang ké, tir khoang 6% lén ~16—17%, dong
thoi higu suat chiét ting manh tir ~20% lén gan 55%. Su cai thién nay c6 thé duoc giai
thich do nhiét @6 cao hon gitp tang kha nang hoa tan PHB trong dung méi chloroform
va thiic ddy qué trinh phé v ciu tric té bao, qua do giai phong polymer hiéu qua hon.
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Tuy nhién, khi tiép tuc nang nhiét d6 1én 90°C, ham lwong PHB va hiéu suit
chiét c6 xu huéng giam nhe hoic khong ting thém trong pham vi sai s6. Piéu nay cho
thay ¢ nhiét d6 qua cao, PHB c6 thé bat dau bi suy giam chat lwgng hoic xay ra ton
that trong qua trinh chiét. Do d6, & nhiét 6 80°C dugc xac dinh 1a nhiét do tdi wu,
dam bao hiéu qua thu hdi PHB cao dong thoi han ché tiéu hao ning lwgng va rii ro
phan hay polymer.
3.6.1.2. Két qua vé anh hudng ciia thoi gian chiét tch

Thue hién thi nghiém tinh chiét PHB ¢ cac méc thai gian khéc nhau: teniée = 50,
60 va 70 phat. Cac diéu kién khac dugc giir ¢b dinh: Nhiét do chiét (T= 80°C) va thé
tich dung dich chloroform (Vchioroform = 5 mL).

_ 100 7 wHamlugng PHB ™ Higu suét chiét PHB
«Q
<
:és ggo -
,g /M
‘@ E 60 -
m S
E ~<<§ 40 7
o) wn
2T 20 A
z
s

0 .

50 60 70 Phat
Thoi gian (pht)

Hinh 3.22. Anh huéng ciia thoi gian chiét dén higu sudt chiét PHB
tir sinh khaoi S. salina M8 (n =3)

Két qua thé hién trén Hinh 3.22 cho thay, khi tang thoi gian chiét tir 50 1&n 60
phuat, ham lugng PHB thu duoc ting 1 rét (tir khoang 22-23% Ién ~27% sinh khoi
khd), dong thoi hiéu suat chiét ting manh tir ~75% lén xap xi 90%. Piéu nay cho thay
thoi gian 60 phat 1a di dé dung mdi va tac nhan chiét pha va cau trdc té bao, giai phong
PHB hiéu qua hon. Tuy nhién, khi tiép tuc kéo dai thoi gian chiét dén 70 phat, ham
lugng PHB gan nhu khéng ting thém va hiéu suét chiét chi duy tri & mutc twong duong
hoac giam nhe trong sai s6 thi nghiém. Xu huéng nay cho thay qua trinh chiét da dat
trang thai bdo hoa, viéc kéo dai thoi gian khong mang lai loi ich dang ké ma con c6
thé 1am ting tiéu hao ning lwong va nguy co phan hiy polymer. Do d6,véi thoi gian
60 phat duoc xem 14 thoi gian chiét téi wu, can bang giira hiéu qua thu hoi PHB va
hiéu suat quy trinh.

124



3.6.1.3. Két qua vé anh hudng cia thé tich dung méi chiét chloroform

Trong nghién ciu nay, chloroform dwgc lya chon 1am dung méi chiét tach PHB
do day 1a dung méi co ban va dugc sir dung phé bién trong cac nghién ctiu vé PHA/PHB
& quy mo phong thi nghiém. Viéc sir dung chloroform cho phép hoa tan chon loc PHB,
ddng thoi dam bao tinh nhat quéan vé phuong phap, tao co sd thuan lgi cho viéc so sanh,
dbi chiéu két qua vé hiéu suit thu hdi va ham lugng PHB véi cac cong trinh da cong bd
trong nudc va Quéc té. Trén co sé do, anh huong caa dung mdi chiét dén hiéu suat thu
hoi va dic tinh PHB dwgc danh gia nhiam 1am rd tinh phi hop cua dung mdi nay trong
diéu kién nghién ctu.

Thuc hién thi nghiém tinh chiét & cac thé tich chloroform khéc nhau: Vchioroform =
3,5 va 7 mL, twong (g véi ty I dung moi/sinh khéi lan luot 12 6 mL/g, 10 mL/g va 14
mL/g. Cac diéu kién khac duoc giit c6 dinh: Nhiét do chiét (T = 80°C) va thoi gian chiét
(teniét = 60 pht).

100 7 ®Ham luong PHB ™ Hiéu suat chiét PHB
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A

Ham lugng PHB (% sinh khoi kho)
Hiéu sut chiét PHB (%),

3 5 7 ml
Thé tich (ml)

Hinh 3.23. Anh huéng ciia thé tich chloroform dén hi¢u sudt chiét PHB

tir sinh khoi S. salina M8 (n =3)

S6 lieu trén Hinh 3.23 cho thay, ham luong PHB chiét duoc tinh theo sinh khdi
kho dao dong tir 24,53 % dén 27,65 %. Tuong Gng voi ham luong PHB chiét, thi hiéu
suat thu hoi PHB dat 82, 92 va 91% khi dung 3, 5 va 7 mL dung méi chloroform. Mirc
t6i wu dat 27,65 % sinh khoi kho (hiéu suat thu hoi 92%) khi dung 5 mL dung mdi (=
10 mL/g sinh khoi). Tang tir 3 1én 5 mL gitp ting hiéu suat do ting gradient khuéch tén;
tuy nhién, khi nang 1én 7 mL, hiéu suat khong cai thién ddng ké, phan anh trang thai bdo
hoa khdi chuyén hodc gidi han khuéch tan. Viée dung nhiéu dung méi hon chi 1am ting

chi phi va rai ro an toan ma khong nang cao san lugng.
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3.6.1.4. Co ché hoa tan PHB trong chloroform va phwong phdp thu hoi - xir 1y dung moi

Nghién ctru di sir dung dung mdi chloroform trong chiét sudt PHB tir sinh khéi
cua S. salina M8. PHB la polyester ky nudc, c6 kha ning hoa tan tot trong cac dung
moi halogen hoa, dac biét 1a chloroform, nho sy twong tac hiéu qua gitra phan tr dung
moi va mach polymer, cho phép pha v cac lién két noi phan tir va hoa tan PHB sau
khi céu trac té bao bi suy yéu hodc pha v& [146]. Nho dic tinh hoa tan chon loc nay,
chloroform thuong cho hi¢u suét thu hoi PHB cao va do tinh sach tét hon so véi nhiéu
dung méi hitu co khong halogen. Qua trinh chiét duoc tién hanh ¢ nhiét 6 cao (80°C)
va thoi gian du dai (60 phut), gitp ting kha ning tham thiu cua dung méi vao sinh
khéi, 1am ting hé sé khuéch tan va thiic diy qué trinh hoa tan PHB tir té bao ra pha
dung mai [146]. Két qua cho thay hiéu suat thu hoi PHB ting khi thé tich chloroform
tang dén muc toi wu 5 mL, nhung khong cai thién dang ké khi tiép tuc ting 1én 7 mL.
Hién tugng nay cé thé duoc giai thich bai gidi han khuéch tan va bao hoa khéi chuyén,
khi lwong PHB hoa tan dat trang thai can bang voi thé tich dung méi [146]. Mic du
chloroform cho hiéu qua chiét PHB cao, dy 1a dung méi halogen héa c6 ddc tinh, tiém
an rui ro ddi véi stc khoe con ngudi va mai trudng. Do dé, trong nghién ctru nay
chloroform chi dugc st dung véi lugng nho, phu hop cho quy mo6 phong thi nghiém,
va toan bo dung méi sau chiét duoc thu hdi bang phuong phéap ¢ quay chan khong &
diéu kién 4p suét giam va nhiét do thap nham han ché phat thai ra méi truong. Doi véi
dinh hudng Gmg dung & quy mo 16n va thuong mai, viéc thay thé chloroform bang céc
dung moi than thién moéi truong hon nhu ethyl acetate, acetone, propylene carbonate,
limonene hodc CO2 siéu t&i han 1a can thiét nhim dam bao tinh an toan va bén viing
clia quy trinh chiét tach PHB [146].
3.6.1.5. Sinh khoi con lai sau thu h6i PHB

Vé6i ham luong PHB thu héi t6i da 27,6% (= 276,5 mg PHB/g sinh khdi khd),
tuong dwong véi hiéu suat chiét PHB dat 92%, phan sinh khdi con lai khoang 72-73%
khéi lugng sinh khdi sau chiét khong phai 1a PHB. Thanh phan con lai chi yéu gom
protein, carbohydrate, lipid phi-PHB, khoang chat va thanh phan thanh t& bao
(polysaccharide ngoai bao, sac t6 quang hop nhu chlorophyll, phycobiliprotein) [146].

Pay la dic diém pho bién cua vi khuan lam: ty 1¢ PHB thuong chiém 10-40%
khéi lwong kho tuy vao diéu kién nudi dudng, phan con lai van gidu dinh dudng [146].
O quy md phong thi nghiém, phan ba sau chiét c6 thé duoc tan dung hodc xir Iy nhu mot
phu pham cé gia tri nhu:

- Lam nguyén liéu san xudt phan bén hitu co hodc ché pham vi sinh sau khi loai
b6 dung mdi, nhd ham luong nitrogen — phosphorus cao trong té bao vi khuan lam [146].

- Tiép tuc nghién ctru chiét tach thém cac hop chat sinh hoc (phycocyanin,
carotenoid) phuc vu cho dugc phdm hodc thuc phim chirc ning [146].
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- Str dyng nhu ngudn carbon/nitrogen cho cac hé xtr 1y sinh hoc hodc 1am gia thé
tao nang lugng sinh hoc (biogas) [146].

Ngoai ra, dé tai st dung an toan can dam bao qua trinh loai bo hoan toan
chloroform trude khi tai sir dung bi dé tranh phat thai hoa chat doc hai [146]. Khi mé
rong quy md, ¢ thé tich hop budc rira — bay hoi dung moi va kiém soét chat lugng nhim
bién phan sinh khdi con lai tir “chit thai sau chiét” thanh ngudn tai nguyén tht cip, phu
hop dinh hudng kinh té tudn hoan [146].

Tom lai, véi két qua khao sét cac thdng sé chiét cho thay nhiét do chiét 80°C,
thoi gian chiét 60 phat va thé tich chloroform 5 mL 1a diéu kién téi wu dé thu hoi PHB
tir sinh khéi S. salina M8. Ham lwong thu hoi t6i da cia PHB tir sinh khéi S. salina
M8 dat 27,65% tuong dwong 276,5 mg PHB/g sinh khéi st dung (véi hiéu suat chiét
dat 92%). Ham lugng PHB cua S. salina M8 1a tuong d6i cao trong s6 nhitng ching
Synechocystis duoc nghién ciru va cong bo trén cac tap chi chuyén nganh [94].

Bang 3.21. Tong hop so sanh ham lwgng PHB san xuit béi
mot s6 chiing thudc loai Synechocystis

A . £ oan A Ham lwgng | Tailiéu
STT Tén chiing Che do nuoi PHB (%) | tham khio
Synechococcus sp. - £
1 PCC 7942 Tap dudng, acetate, thieu N 25,6 [94]
g | Synechocystis PCC | e dudng, thiéu N 26 [176]
6803
3 Synechocystis PCC Di dudng, aceate 35 [176]
6803
Synechocystis PCC | Di dudng, acetate, fructose,
4 6803 thiéu P 38 [123,177]
5 S. salina M8 Tap dudng, acetate, thiéuP | 27 —31 Nghr'g; et

Két qua tong hop trong Bang 3.21 cho thay, S. salina M8 tich liy t6i 27 — 31%
PHB trong té bao, thap hon so vai chung Synechocystis PCC 6803 nudi di dudng trong
acetate va fructose cho két qua tich luy 38% [123, 177] va 35% tich liy bai
Synechocystis PCC 6803 ciing nuoi di dudng trong acetate [176], nhung tuong duong
Vi 25,6% va 26% da dugc cong bd twong tng cho Synechococcus sp. PCC 7942 nudi
tap dudng trong acetate [94] va Synechocystis PCC 6803 nudi quang dudng thiéu
nitrogen [176]. Piéu d6 chtrng minh chung S. salina M8 duoc sang loc 12 ¢6 chét luong
t6t S0 vai cac ching da dugc cong b trén céac tap chi Quéc té uy tin vé san xuat vat
liéu nhya sinh hoc PHB tir sinh khéi cua vi khuan lam.
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3.6.2. Pdc tinh ciia vt liéu nhwa sinh hoc PHB chiét sudt tir sinh khoi S. salina M8
3.6.2.1 Bdc tinh cdu triic phdn tir cua vat liéu nhya sinh hoc PHB thong qua phé FT-IR

Pé danh gia mic d6 twong dong vé cau tric hoa hoc, phd FT-IR cta miu PHB
thu dugc duoc so sanh v6i pho dic trung cia PHB thuong mai da duge cong bd trong
cac tai lidu trude day. Két qua do phd FT-IR cua PHB chiét va tinh sach tir sinh khéi S.
salina M8 dugc thé hién trén Hinh 3.24 cho thay su twong dong cao gitra hai phd, thé
hién qua sy xuat hién va tring khop ciia cac dai hap thu dac trung caa polymer.

Cu thé, dinh hip thu manh tai khoang ~1724-1725 cm'%, twong tmg véi dao dong
kéo din cta nhom carbonyl (C=0) trong lién két este, xuat hién 13 rét & ca miu nghién
ctru va PHB thuong mai. Py 1 tin hiéu dc trung quan trong nhat ciia cdu tric polyester,
khang dinh sy hinh thanh mach polymer véi ban chat hoa hoc dién hinh ctia PHB [140-
142].

Trong ving ~2975-2850 cm™%, cac dai hap thu twong tmg véi dao dong kéo dan
ctia nhém —CHs va —CH: ciing dugc ghi nhan tuong dong gitra hai miu. Piéu nay phan
anh sy hién dién ctia mach aliphatic dic trung trong cu trac PHB, dong thoi cho thay
mirc d6 bao toan cau tric hydrocarbon ciia polymer sau qua trinh chiét tach.

Céc dai hap thu tai ~1450 cm™ va ~1380 cm™%, lién quan dén dao dong bién dang
ctia nhom methyl va methylene, ciing trang khop t6t v6i phd chuan. Dic biét, dinh tai
~1380 cm™! — thudng duoc xem 1a “fingerprint” ctia nhém —CHs trong PHB — xudt hién
13 rang, cting ¢d thém bang chimg vé cau tric polymer [140-142].

Trong ving ~1280-1050 cm™, phd ciia mau nghién ctru thé hién nhiéu dai hap
thu dic trung cua lién két C—O—C va C—O trong nhém este, tuong tu véi PHB thuong
mai. Su phan b cac dinh trong viing ndy phan anh cdu tric ban két tinh ctia polymer,
bao gdm ca pha tinh thé va vo dinh hinh — dic diém dién hinh cua PHB sinh hoc.

Tuy nhién, mét sb sai khac nho c6 thé quan sat dugc, dic biét la sy xuét hién cua
dai hap thy rong tai khoang ~3400 cm-1 trong mau nghién ctu, trong khi phdé PHB
thuong mai thudng it thé hién rd dai nay. Diéu nay c6 thé lién quan dén sy hién dién cua
nhém hydroxyl cudi mach hodc luong ém/tap chit con s6t lai sau qua trinh tinh sach.
Ngoai ra, su thay ddi nhe vé vi tri va cuong do cac dinh trong vung fingerprint (1000—
1300 cm™) ¢6 thé phan anh su khac biét vé mirc do két tinh, khéi luong phan tir hodc
diéu kién sinh tong hop giita PHB sinh hoc va PHB thuong mai. Pang chu y, cac dinh
dac trung tai ~1380, 1724, 2976, 2935 va ~3436 cm™! trong nghién ctru nady cling tuong
dong véi cac bao cdo trude day trén cac ching vi khuan lam nhu Spirulina subsalsa
[113] va Nostoc muscorum NCCU- 442 [2] cho thay tinh nhat quan vé cau trac hoa hoc

ctia PHB duoc sinh tong hop tir cac ngudn vi sinh vat khac nhau.
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Hinh 3.24. Phé FT-IR ciia PHB chiét tir sinh khéi S. salina M8
3.6.2.2. Ddc tinh cdu tric ciia vt liéu nhya sinh hoc PHB théng qua phé *H-NMR va
13C-NMR.

Két qua phan tich pho 'H-NMR, BC-NMR, va 2 chiéu caa PHB chiét tir vi
khuan lam S. salina M8 va PHB thuong mai thé hién trén Hinh 3.25 cho thay, cu trdc
cua PHB tu S. salina M8 va PHB thuong mai 1a twong duong nhau véi don phan
polymer gém 4C, 4H dwoc b tri. Boi s6 tai 5,25 ppm biéu thi proton methine (-CH)
c6 carbon bat d6i (Hinh 3.25-A). Céc proton trong nhém methylene (-CHz) duoc gan
cho bo bon kép c6 gia tri cong huong 2,43-2,50 ppm va 2,48—2,60 ppm. Cudi cling la
proton metyl (-CHs) cho tin hiéu kép & mic 1,27 ppm. Két qua nay hoan toan phu hop
véi phd 'H-NMR cua PHB chiét va tinh sach tir nghién ciru cua Ansari va Fatma (2016)
[2]. Pdng thai, phi hop véi két qua phan tich 'H-NMR cia PHB thuong mai (Hinh
3.25-D-F).
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Hinh 3.25. Phé *H-NMR va pho 3C-NMR ciia vit liéu nhwa sinh hoc PHB
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3.6.2.3. Ddc tinh ph5 nhiét hoc qua phan tich TGA va DSC cua vat liéu nhwa sinh hoc
PHB

Sy phan huy nhiét cia PHB duoc biét 1a xay ra théng qua phan (ng phan manh
chudi ngau nhién cua cdc nhém este PHB dé tao thanh chudi ngén hon véi cac nhém
dau cacboxygenlic va olefinic.

SETARAM

Labsys T&
T

Figure:  Experiment: ThuanVH 7 mL Crucible:PT 100 i AtmosphereN2 SETARAM |Figue:  Experiment ThuanVH PHB Tm Crucible:PT 100 AmosphereN2
29/07/2024 Procedure: RT->900 oC 10C.min-1 (Zone 2) Mass (mg): 11.26 Labsys TG 30/07/2024 Procedure: RT->00 oC 10C.min-1 (Zone 2) Mass (mg): 13.68
T T T T T T T T T T T T T T T T T T

(A) - Pho TGA/DTG cuia PHB chict tir sinh (B) - Phd TGA/DTG cua PHB
khoi S. salina M8 thuong mai

Hinh 3.26. Phé TGA/DTG ciia vit ligu nhwa sinh hoc PHB

Nhiét do phan hay 2% khéi lugng PHB ban dau dugc xac dinh 132 Tonset =
146,35°C va nhiét do tai d6 10% PHB phan huy dugc xac dinh la T1o = 221,76°C. Nhiét
d6 tai d6 tdc d6 phan huy PHB dat dinh (max) 12 Tmax = 245,68°C (Hinh 3.26-A).

Nhiét do phan hay 2% khdi luong PHB ban dau dugc xac dinh 13 Tonset =
242,05°C va nhiét do tai d6 10% PHB phan huy dugc xac dinh la T1o = 254,47°C. Nhiét
d6 tai do tbe do phan hiry PHB dat dinh (max) 1a Tmax = 267,52°C (Hinh 3.26-B).

Két qua phan tich TGA/DTG cho thay céc s6 liéu V& Tonset, T10, VA Tmax Cia PHB
chiét xuat tr sinh khéi S. salina M8 thap hon so véi PHB thuong mai, phan &nh ban
chat vat liéu c6 ngudn gbc sinh hoc polymer va mirc do tinh sach cua vat liéu.

PHB chiét xuét tir vi khuan lam thuong c6 phan bd khéi lwgng phan tir rong,
bao gém dong thoi cdc mach polymer ngéan, trung binh va dai. Trong qué trinh gia
nhiét, cac mach ngan c6 xu huéng phan huy truéc, tiép theo 1a cac mach c6 do dai lon
hon, dan dén co ché phan hay nhiét xay ra theo kiéu ting giai doan ké tiép (cudn
chiéu), 1am ha thap nhiét d6 phan huy ban dau quan sat dugc. Bén canh d6, PHB sinh
hoc trong nghién ctru nay dugc chiét tach tir sinh khéi vi khuan lam ¢ quy md phong
thi nghiém, nén cé thé con ton tai mot lugng nho tap chét sinh hoc nhu protein, lipid,
sac t6 hodc dung moi du. Céc thanh phan nay c6 thé dong vai tro xuc tac cho qua trinh
phan manh chudi polymer, gép phan Iam giam ngudng 6n dinh nhiét so véi PHB
thuong mai. Nguoc lai, PHB thuong mai thuong c6 do tinh khiét cao, khéi lugng phan
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ter 1on va mie do két tinh cao, duwgc san xuat bang quy trinh cdng nghiép kiém soat
chat chg, do d6 thé hién d6 bén nhiét vuot troi [123].

Ngoai ra, su khac biét vé ngudn gdc sinh hoc ciing anh huong dén dic tinh nhiét
cta vt liéu. Trong té bao vi khuan lam, PHB duoc tich lily dudi dang cac hat noi bao
c6 lién két véi protein bé mit (granule-associated proteins). Qua trinh chiét tach c6 thé
chua loai bo hoan toan 16p protein nay, dan dén su khac biét vé dic tinh nhiét so véi
PHB thuong mai dang polymer tinh sach [2].

Mic du cac thdng s6 Tonset, T10 VA Tmax ciia PHB tir S. salina M8 thap hon so
véi mau thuong mai, duong cong TGA/DTG cua hai mau déu thé hién mot giai doan
phan hay chinh dic trung, véi hinh dang va co ché phan huy tuong dong, dién hinh
cho polymer PHB. Piéu nay khang dinh riang vat liéu thu duogc tir sinh khéi S. salina
M8 1a PHB vé mat cau tric polymer. Su khac biét vé @6 bén nhiét khong phu nhan
tinh phu hop cua vat liéu sinh hoc thu dugc, ma phan anh dac trung thuong gap cua
PHB sinh hoc chua qua tinh sach cdng nghiép, déng thoi cho thay tiém ning cai thién
dic tinh nhiét thdng qua tdi wu héa quy trinh chiét tach va tinh sach trong céc nghién
ctru tiép theo.
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Hinh 3.27. Phé DSC ciia PHB chiét tir sinh khéi S. salina M8

Phan tich nhiét vi sai DSC duoc st dung nhim danh gia cac dic trung nhiét
quan trong cua vat liéu nhua sinh hoc PHB chiét xuat tir sinh khéi S. salina M8, bao
gom nhiét do chuyén héa thay tinh (Tg), nhiét do ndng chay (Tm) va muac do két tinh
cua polymer. Trong lan quét nhiét thir nhat (—30°C dén 200°C) (Hinh 3.27-A), dudng
cong DSC thé hién cac hiéu (ng nhiét phirc tap, phan anh anh huong cua lich sir nhiét
va trang théai ciu trac ban dau cua miu. Do d6, 1an quét nay chu yéu duoc st dung dé

loai bo lich sir nhiét trude d6 va dua polymer vé trang thai nhiét chuan trudc khi xac
dinh cac thong sb dic trung. Trong giai doan 1am ngudi tiép theo (Hinh 3.27-B), khong
quan sat dugc dinh két tinh rd rang (Tc), cho thay quéa trinh két tinh caa PHB khéng
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xay ra dang ké hoac bi han ché. Hién tuong nay thuong dugc ghi nhan déi véi PHB
sinh hoc chiét xuat tryc tiép tir sinh khéi vi sinh vat, khi polymer c6 d6 tinh khiét chua
cao hoic ton tai ¢éng thoi cac ving vo dinh hinh chiém wu thé, 1am suy giam kha nang
tai két tinh trong qué trinh 1am nguoi. Trong lan quét gia nhiét thir hai tir —30°C dén
200°C (Hinh 3.27-C), cac théng s nhiét dic trung ctia PHB dugc x4c dinh rd rang
hon. Nhiét do chuyén héa thay tinh Ty dugc xac dinh tai khoang —17°C, phu hop véi
khoang Tq dd duoc bdo cdo cho PHB sinh hoc (20 dén —5°C), phan &nh su chuyén
pha cua cac ving vo dinh hinh trong polymer [123]. Dinh néng chay xuét hién tai nhiét
d6 153,9°C, tuong tng VGi nhiét d6 nong chay Tm cua PHB. Gi4 tri nay thap hon so
véi PHB tinh khiét thuong mai (khoang 170-180°C), cho thdy mutc d6 két tinh cua
polymer chiét xuat chua cao va cau trdc tinh thé chua hoan thién. Sy sai khac nay co
thé bat ngudn tir diéu kién sinh tong hop trong té bao vi khuan lam ciing nhu anh huéng
cta cac thanh phan khdng phai PHB con ton du sau qué trinh chiét tich. Entanpy néng
chay thu dugc trong 1an quét thi hai dat khoang 9,158 J/g. Dwa trén gia tri entanpy
nong chay ly thuyét caa PHB tinh thé hoan toan (AH® =~ 146 J/g) [58], d6 két tinh cua
PHB chiét xuat duoc tinh toan dat khoang 6,25%. Gia tri nay cho thay polymer chu
yéu ton tai & trang thai ban tinh thé véi ty & ving vo dinh hinh cao. Mtc do két tinh
thap da duoc ghi nhan 1a dic trung phd bién cua PHB sinh hoc thu hoi tir vi sinh vat
nudi trong diéu kién dinh dudng bién dong, dic biét khi si dung ngudn carbon phic
tap nhu nuéc thai. Bong thoi, PHB ¢6 do két tinh thap thuong thé hién tinh mém déo
cao hon, it gion va thuan loi hon cho mét s6 tng dung vat liéu sinh hoc so véi PHB c6
d6 két tinh cao. Tong hop céac két qua phan tich DSC cho thay PHB chiét xuat tir sinh
khéi S. salina M8 mang day du cac dic trung nhiét dién hinh cua PHB sinh hoc, khang
dinh ban chat polymer thu duoc, dong thai phan anh anh huong cua nguon gbc sinh
hoc va quy trinh chiét tach dén cau tric vat liéu. Két qua nay phu hop véi cac nghién
clru trude day vé PHB san xuat tir vi khuan lam va vi sinh vat quang dudng, qua d6
chtng minh tiém niang (ng dung cia md hinh tich hop xt 1y nuéc thai — thu hoi PHB
trong dinh huéng céng nghé sinh hoc bén viing [123].
3.6.2.4. Khoi lwong phdn tir trung binh ciia PHB tinh sach tir S. salina M8

Két qua phan tich khéi lwong phan ta trung binh sé (Mn), khéi lwong phan ti
trung binh khéi (Mw) va chi s6 phan bd khéi luong (Mw/Mn) xac dinh bang thiét bi
sac ki tham thau gel (GPC) cua PHB tinh ché tir sinh khoi S. salina M8 duoc thé hién
trong Hinh 3.28. Sé liéu cho thay khéi lugng phan tir trung binh sé (Mn) caa PHB la
129,495 — 197,393 kg/mol. Khéi lugng phan tir trung binh khbi (Mw) cia PHB la
492,901 — 856,874 kg/mol. Pay la dai gia tri cao, ching té6 polymer thu dugc chua
nhiéu mach dai — dic trung can thiét cho cac ung dung yéu cau tinh co hoc tot. Két
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qua nay kha twong dong véi khdi lugng phan tir (503 kg/mol) cia PHB chiét tur
Synechocystis sp. PCC 6803 [123], xac nhan kha ning sinh téng hop polymer cao phan

tir cua S. salina M8.

7@ PHB 7mL .., PHBS( ' PHB_60°
Sample RT (min) Mn Mw Mw/Mn Area %
PHB 7mL 16.52 197393 856874 4341
PHB 50’ 18.17 129495 492901 3.806 100
PHB 60’ 16.93 193269 797780 4.129
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Hinh 3.28. Khoi lwgng phén tir ciia PHB chiét va tinh sach tir
sinh khoi S. salina M8

Tuy nhién, chi s6 Mw/Mn ctia PHB tinh ché tir S. salina M8 nam trong khoang
3,806 — 4,341, diéu d6 chang minh rang PHB bao gém cac don phan tir c6 do phan tan
rat rong. Két qua Mw/Mn nay cao hon nhiéu so véi Mw/Mn = 1,74 do duoc cho PHB
chiét tir Synechocystis sp. PCC 6803 [123]. D6 phén tan 16n cho thay quan thé phan tu
PHB c6 dai khoi lwong rong, xuat phat tir nhiéu nguyén nhan: (i) Pong hoc dong thoi
tong hop — phan giai trong diéu kién stress dinh dudng va méi trudng nudc thai khién
tdc do kéo dai mach khong dong déu; (i) dit mach trong qua trinh tinh ché, dic biét khi
xur Iy NaOCl hoac chiét & nhiét d6 cao; (111) G161 han cua phuong phap GPC, do h¢ hiéu
chuén thong thudng chua t6i wu cho polyester sinh hoc, gdy sai 1éch vé uée tinh két qua
cua Mw/Mn.

Do phan tan rong mang lai hai mit tic dong: mot mat gitip ting do bén nong chay
va kha ning gia cong nhiét; mit khac gy bién thién tinh chit co hoc, giam tinh dong
nhat gifra cac mé san xuét. Dé cai thién do dong déu co6 thé thu hoach sinh khéi & dinh
pha tich liiy PHB, han ché kéo dai pha sinh truéng 6n dinh cta vi khuan lam; Van hanh
nudi ban lién tuc dé han ché pha stress kéo dai. Giam thoi gian/ndng d6 NaOCl, chiét &
nhiét 6 thap hon trong méi trudong khi tro, bd sung chat chong oxy hoa, va sir dung
GPC-MALLS/universal calibration. Cac t6i uvu hoa nay du kién s& ha ty 1€ Mw/Mn,
déng thot1 nang do 6n dinh co — nhiét ctia PHB thu dugc.

V&i Mw cao va tinh phan tan cho phép diéu chinh co — nhiét, PHB tir S. salina
M8 c6 tiém ning trong san xuét cac san pham nhu: Bao bi phan huy sinh hoc (tai, mang
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dong goi) nho do bén kéo va kha ning gia cong nhiét; San pham y — sinh (chi khau tu
tiéu, mang dan thude, scaffold mo), khi duoc kiém soat Mw/Mn va loai bo tap chét;
Nganh nong nghiép (mang phu dat, vat liéu bao vi hat phan bén) yéu cau kha nang phan
huy sinh hoc va dé bén méi truong; Phu gia pha tron trong compozit hodc blend véi
PLA/PHBYV nham ci thién tinh déo.

3.6.2.5. Hinh thai bé mdt ciia vdt liéu nhya sinh hoc PHB chiét tach tir S. salina M8

Sau khi xac nhan ciu tric héa hoc dic trung cua PHB bing phd FT-IR va danh
gia tinh 6n dinh nhiét théng qua phan tich TGA/DTG, hinh thai bé mat cua vat liéu
PHB chiét tach tir sinh khéi S. salina M8 duogc khao séat bang kinh hién vi dién tir quét
(SEM). Phan tich SEM nham cung cap thong tin truc quan vé dic diém hinh thai, mac
d6 dong nhét va cau tric bé mat cua polymer sau qué trinh chiét tach, qua d6 bd sung
co s& danh gia mdi lién hé gita cu tric va tinh chat vat liéu caa PHB sinh hoc.

Anh SEM cho thay vat liéu PHB c6 ciu trdc x6p ba chiéu véi hé 156 rdng phan
b khong ddng déu va hinh dang khong dinh hinh rd rang (Hinh 3.29). Céc 16 rdng c6
kich thuéc da dang, chu yéu ¢ thang micromet, va c6 xu huéng lién théng véi nhau,
tao thanh mang ludi x6p mé. Bé mat vat liéu thé hién tinh go ghé va nham, voi cac
vach ngian mong giira cac 15 rdng, phan anh d6 rong tuwong dbi cao cua mau PHB.
Khéng quan sét thdy sy xuat hién cua céc tinh thé Ion hoic cac hat polymer tach roi,
cho thdy PHB ton tai cha yéu & dang khéi polymer lién tuc véi mirc d6 két tinh thap
hodc cac mién tinh thé phan b min. Bac diém hinh thai nay nhiéu kha nang lién quan
dén qua trinh chiét tach va 1am kho, trong d6 sy bay hoi ctia dung méi tao ra cac khoang
rdng bén trong vat liéu. Cau tric x6p va bé mit nham cua PHB dugc xem la dic diém
thuan lgi cho cac wng dung sinh hoc va mai trudng, do 1am ting dién tich bé mat tiép
xuc, hd tro cac qua trinh phan hay sinh hoc hoic twong tac vat liéu — moi truong.

* @

IMS-NKL 5.0kV 6.8mm x20.0k SE(M) 2 IMS-NKL 5.0kV 6.8mm x50.0k SE(M) 1.00ur‘n

Hinh 3.29. Hinh thai SEM ciia PHB chiét tiv sinh khéi S. salina M8
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3.7. Panh gia tong hop md hinh tuin hoan két hop xir Iy nwée thai — thu hdi sinh
khoi — san xuét vat liéu nhua sinh hoc PHB

Trén co s& cac két qua nghién ciru di trinh bay, mé hinh tich hop st dung vi
khuan lam S. salina M8 trong xtr Iy nudc thai sinh hoat két hop thu hoi sinh khéi va san
xuét nhua sinh hoc PHB cho théy tinh kha thi cao vé& mat ky thuat va moi truong. Mo
hinh d4 duoc thir nghiém thanh cong trong hé quang sinh dang 6ng dung tich 30 L ngoai
troi, thé hién hiéu qua dong thoi trong xtr 1y 6 nhidm va tao san pham sinh hoc c6 gia
tri, phtt hop véi dinh hudng phat trién kinh té tuan hoan va cong nghé xanh.

Vé kha ning sinh truéng va thu hoi sinh khéi va tich luy sinh khdi: Ching S.
salina M8 thé hién tdc d6 sinh truéng nhanh va tich luy PHB cao khi dugc nudi trong
moi trudng chuén, trong cac diéu kién toi wvu vé pH, cudng do anh sang va nhiét do, véi
nang suét sinh khdi kho dat 2,73 g/L, ham luong PHB tich lily dat 21,4% khéi luong
kho. Viéc t6i uu hoa cac yéu t nhu ty 1é C:N:P, cuong do anh sang, pH va suc khi da
g6p phan cai thién déng ké kha ning tich lfiy sinh khdi va ham lugng PHB.

Vé hiéu qua xtr Iy nudc thai: Khi nudi cdy trong nude thai sinh hoat, S. salina
M8 thich nghi tét, duy tri sinh truéng 6n dinh va tich lily PHB hiéu qua, dic biét dudi
cac diéu kién t6i wu vé C:N:P, anh sang, pH. Hiéu suat xir 1y cac chi tiéu 6 nhiém nhu
COD, T-N va T-P dat mirc cao trén 90%, chii yéu thong qua co ché hap thu tryc tiép
vao sinh khéi, qua d6 han ché phat sinh bun thai thir cap, tao ra gia tri gia ting kinh té
vbn 14 nhuoc diém chinh cua cac cong nghé xir 1y nude thai truyén thong hién nay.
Déng thoi cho nang suat sinh khoi tiém nang phuc vu chiét tach nhya sinh hoc.

Ung dung thir nghiém trong hé thong phan tng quang sinh dang 6ng dung tich
30 L van hanh ngoai trdi cho thdy mo hinh hoat dong 6n dinh, duy tri hiéu qua quang
hop va nang suét sinh khoi bén viing. Két qua dat duoc cho thay sinh khoi kho thu
duoc dat 3,4 g/L, trong khi ham luong PHB tich lily trong sinh khi dat gia tri 16n nhat
50,2%, qua d6 khang dinh tiém ning mo rong quy mé va kha nang tng dung thyc tién
cua mo hinh.

Vé diéu kién van hanh va bé tri mo hinh trong hé thdng xir Iy nudce thai thuc té,
két qua thyc nghiém cho thiy trang thai tiét tring cta nude thai ddu vao cé anh huong
dén hiéu suat thu hdi PHB cia chiing S. salina M8, trong khi khong 1am suy giam dang
ké hiéu qua xur 1y cac chi tiéu 6 nhidm chinh nhu COD, T-N va T-P. Cu thé, viéc s
dung nudc thai sinh hoat tho, véi tai lugng carbon va dinh dudng cao, tao diéu kién
thuan loi cho su phat trién sinh khoi, qua d6 lam gia ting téng luong PHB tich liy
trong t& bao vi khuan lam. Trén co s¢ cac két qua ndy, mo hinh xtr Iy nuée thai tich
hop vi khuan lam dugc dé xuét b tri thay thé cho bé sinh hoc truyén théng va dit

trude cong doan khir trung trong so dd cong nghé xir Iy nude thai sinh hoat. Cach bd
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tri ndy vira dam bao hiéu qua xt Iy 6 nhiém, vira t6i vu hdéa muc tiéu thu hdi sinh khéi
va san xuat PHB, dong thoi phu hop voi dinh hudng tich hop xir Iy nudc thai va san
xuat vat liéu sinh hoc theo mé hinh kinh té tuan hoan.

Chat luong cua vat liéu PHB sau tinh sach dugc xac dinh thong qua phé FTIR,
NMR va phan tich nhiét hoc (DSC, TGA), phu hop vai tiéu chuén vat liéu nhya sinh
hoc thuong mai. Piéu ndy mé ra tiém ning ing dung thuc té cho san pham PHB tir sinh
khéi vi khuan lam.

Vé hiéu qua tong hop mé hinh tudn hoan: M hinh tich hop chirng minh kha ning
khai thac chudi gia tri khép kin, bao gém: tai st dung nudce sau xur ly; tan dung N, P va
C trong nudc thai lam ngudn dinh dudng; thu hdi sinh khdi dé san xuat PHB phan huy
sinh hoc; va giam phat thai CO2 théng qua qua trinh quang hop. Nho d6, mé hinh dong
vai trd nhu giai phap kép, vira xtr Iy 6 nhiém nuéc thai sinh hoat hiéu qua, vira tao ra tai
nguyén tai tao tir chit thai, phu hop véi dinh huéng cong nghé xanh, kinh té tuan hoan
va phat trién bén viing, dic biét c6 tiém niang nhan rong cho cac hé théng xu 1y nudc

thai do thi, khu cong nghi¢p va nong nghi¢p giau dinh dudng.

Hinh 3.30. M6 hinh nghién civu quy trinh xir Iy nwdc thai va tinh chiét vit liéu nhuwa
sinh hoc PHB tir sinh khai cia S. salina M8
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KET LUAN VA KIEN NGHI
1. KET LUAN

Céc két qua nghién ctru chinh ma luan an dat dugc bao gé)m:

Tha nhét, thong qua qua trinh sang loc va chon loc, nghién ciru da dénh gia kha
nang sinh trudng va tich lity PHB cua cac ching vi khuan lam khac nhau. Két qua cho
thay S. salina M8 la chang ndi tri véi téc do tang truong nhanh, kha nang thich nghi
t6t va ham luong PHB tich lily cao trong sinh khdi so véi cac chung con lai. Ching
nay thé hién tinh 6n dinh sinh hoc va c6 tiém ning ¢ng dung cao trong cac hé théng
nudi cdy str dung nudc thai, do d6 duoc lya chon lam ddi twong nghién cau chinh cho
cac budc tiép theo.

Thi hai, nghién ctru di tdi wu héa duoc cac diéu kién hda — ly anh huéng dén
sinh truéng va tich liiy PHB cua S. salina M8, bao gom pH, nhiét do, cuong d6 anh
sang, suc khi, ndng do6 CO2 va ngudn carbon. St dung thiét ké thi nghiém Plackett—
Burman, cuong d6 anh sang (4.500-13.500 lux), pH (5-9) va nhiét d6 (25-35°C) duoc
x4c dinh 1a cac thdng s6 anh huong manh nhét dén su sinh truéng sinh khdi, trong khi
su tich lity PHB chi chiu anh hudng dang ké bai pH. Thiét ké téi vu hoa Box—Behnken
tiép theo di xac dinh cac diéu kién téi vu nham téi da hoa hiéu suat caa chung S. salina
M8, bao gém cudng d6 anh sang ~ 9.800 lux, pH = 8,0 va nhiét d6 ~ 32°C. Duéi cac
diéu kién t6i uu nay, ndng do sinh khéi kho dat 2,73 g/L, ham luong PHB dat 21,4%
khi lwong khd, phan &anh kha nang tich lity hiéu qua polymer sinh hoc ngi bao ciing véi
su tang truong manh mé cua té bao.

Thi ba, nghién ctru da chang minh kha nang san xuét sinh khéi cua S. salina M8
& quy md phong thi nghiém, str dung nudc thai sinh hoat 1am mai truong nudi cay. Anh
huong cua cac théng sé hda — ly chinh, bao gom ty 18 C/N/P, pH, cudng d6 anh sang va
diéu kién tiét trang nuéc thai, da duoc téi wu héa mot cach hé théng dudi cac ché do
nudi quang tu dudng va quang — tap dudng. Sinh trudng téi vu dat duoc tai ty 1é C/N/P
=70:7:1, pH = 7 va cudng d6 anh sang 13.500 lux, cho nong do sinh khéi dat trén 3,0
g/L va ham lugng PHB dat trén 40% khdi luong kho té bao (DCW).

Thir tu, luan an da budc dau trién khai thir nghiém thanh cong chang S. salina
M8 trong hé thong quang sinh quy mé 30 L dudi diéu kién nudi ngoai troi. Hé thng
dugc van hanh & cac diéu kién téi uu (ty 18 C/N/P = 70:7:1, pH = 7, suc khi 0,1 vwm),
cho thay hé thdng hoat dong 6n dinh, vi khuan lam sinh truong tét, sinh khdi kho dat
3,4 g/L va ham luong PHB cuc dai dat 50,2% khéi luong khd té bao (DCW). Bong thoi,
hé thong dat hiéu suat loai bo cao cac chat 6 nhiém, bao gom 99,6% COD, 99,6% BOD:s,
90,3% tong nitrogen va 95,9% tong phosphorus, qua d6 khang dinh tinh kha thi caa mo

139



hinh tich hop xtr Iy nudc thai sinh hoat va san xuat sinh khéi giau PHB, dinh huéng mé
rong quy mo va trng dung thyc tién.

Thir nam, nghién ciru da xay dung quy trinh thu hoach sinh khdéi, chiét tach va
tinh sach PHB, ddng thoi phan tich chi tiét cac dic tinh cau tric, hda — ly va nhiét hoc
cua vat liéu thu dugc. Phan tich cdu tric cua PHB tinh sach bang cac k§ thuat FT-IR,
IH-NMR va 3C-NMR d3 x4c nhan su twong duong vé mit chirc ning voi PHB ¢6 ngudn
gdc tir cac chung vi khuan lam khac, trong khi phan tich sic ky thim gel (GPC) cho thay
vat liéu c6 khdi lwong phan ti cao (Mw = 856,9 kg/mol) va chi sé da phén tan rong
(Mw/Mn = 4,34). PHB tinh sach thé hién dic trung cau trac dién hinh, d6 tinh khiét cao
va tinh chat nhiét phu hop véi cac tng dung vat liéu sinh hoc, khang dinh tiém ning
thay thé mot phan nhuya truyén théng c6 ngudn gbc hoa thach.

2. KIEN NGHI

1. Tiép tuc nghién ciru cai tién quy trinh chiét tach PHB va dinh hudng phat
trién bén virng: Khuyén nghi nghién cttu cac dung moéi thay thé chloroform dé chiét
tach va tinh sach PHB theo hudng than thién v6i moi truong va thay thé bang cac dung
mdi khac an toan hon, c6 do ddc hai it hon nhu hon hop acetone va n-hexan, butyl
acetat, hiéu suét cao va chat luong twong duong san pham PHB thwong mai. Bén canh
d6, can tich hop xir Iy nudc thai — san xuat PHB — téi sir dung tai nguyén vao mé hinh
kinh té tuan hoan, d6ng thoi mé rong khai thac cac hop chét sinh hoc gia tri khac (lipid,
sic to, chat chdng oxy hoa) tir sinh khéi S. salina.

2. Kién nghi mé& rong nghién ctru nudi cay S. salina M8 trén cac loai nudc thai
khac nhau (nhu nudc thai thuc pham, chin nudi, ché bién thily san...) nham danh gia
kha ning thich nghi, hiéu qua xt 1y va tich liiy PHB trong cac diéu kién thuc té da
dang, dong thoi giam chi phi bo sung ngudn carbon tinh khiét.

3. Kién nghi trién khai nudi ciy S. salina M8 trong cac hé quang sinh mé van
hanh theo ché d6 dong lién tuc, nham danh gid tinh 6n dinh dai han cia hé théng, kha
ning duy tri sinh khéi va tich lily PHB, lam co s6 cho dinh huéng mé rong quy mo va

g dung thuc tién.
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LIEN QUAN PEN NOI DUNG LUAN AN



PHU LUC 1: PHUONG PHAP NGHIEN CUU THUC NGHIEM

1. Ho4 chit

Bang 1.1. Cac héa chit can thiét thue hién thi nghiém

A s £ A , A oo Do tinh A, o
STT Tén hoa chat Cong thirc phan tw Khiét (%) Xuat xwr
1 Sodium nitrate NaNO; 95 Trung Qudc
2 | Dipotassium phosphate K2HPOq4 95 Trung Quéc
Magnesium sulfate . %
3 heptahydrate MgSO4-7H20 95 Trung Qudc
Calcium chloride x
4 dihydrate CaCl>-2H>0 95 Trung Quodc
5 | Citric acid CsHsO7 95 Trung Qudc
6 F.e e ammonium (NHs)s[Fe(CsH407)2] 95 Trung Qudc
citrate
Disodium
7 | ethylenediaminetetraac Na2EDTA-2H>0 95 Trung Qudc
etate dihydrate
8 | Sodium carbonate NaxCOs 95 Trung Qudc
9 | Ammonium chloride NH4Cl 98 Sigma
10 | Urea (NH2).CO 95 Trung Qudc
11 | Acetic acid CH3COOH 95 Sigma
12 | Chloroform CCls 95 Trung Qudc
13 | Methanol CH;OH 95 Han Qudc
4 Eog;;‘;n o ri?w " | CH;*CH(OH)CH,*C | 99atom | Sigma-
Yoy Benbuty O2Na % 13C Aldrich
PHB
15 | Chitosan CsH11NO4 95 Trung Qudc
Hoén hop vi luong: kim loai (mix AS5): H;BOs: 2,86g/L; MnCl..4H20: 1,81
16 | g/L; ZnSO4.7H0: 0,222g/L; Na;MO4.2H0: 0,39g/L; CuS0O4.5H20:
0,079g/L; Co(NO3)2.6H20: 0,049 g/L.




2. Thiét bi thi nghiém

Bang 1.2. Cac dung cu, thiét bi cin thiét thwe hién thi nghiém

STT | Tén thibtpi | ModeVThongso |y inxuge | Mue dich
: ki thuat str dung
1 | Céan phan tich JF2204 Labex — Anh Can hoa chét
. A , Thu  hoach
2 | May ly tam Z206A Hermle, Duc sinh khéi
Ho trg pha v&
s na Ultrasonic t6  bao vi
3 | May sicuam Cleaner Anh khudn  lam,
chiét PHB
Khir  khuan
4 Nf)l hap  tiét 1S-75L] Nar}bel, Trung | moi truong VE}
trung Quoc dung cu thi
nghi¢m
Sdy miu va
5 | Tusay vati am 0GS60 Heracus, Duc dung cu thi
nghiém
, .2 . , 2 . OLYMPUS, SOl hinh thél
6 | Kinh hién vi Kinh hién vi Nhit Ban vi khuén lam
) bo mat do
May do quang Shimazdu, Nhat T
7 UV-Vis U-2900/2910 Ban quatng, 7 51r}h
truong cua tao
, \ Tenmars . R
8 (I;/Ea?/nhdolncuong TM-204 Electronics CO., Bn(;l C}Ir?ng do
© anhi sang Ltd, PBai Loan anf sang
\ A ... | Chiéu sang
9 ben LED  9- Dai 30 cm Rang Dong, Viet cho hé nuoi vi
36W Nam 2
khuan lam
Atman Trun Suc  khi he
10 | May théi khi HP-400 P & | nuéi vi khuin
Quoc
lam
Van diéu chinh . Piéu  chinh
1 Iuu luvong khi Viet Nam Iuu luvong khi
Binh thuy tinh | 1L;2L;3,5L;5 | SIMAX, Nuéi vi khuan
12 . 2 Az
dung dé€ nuoi cay L Germany lam
Loc khi cip
13 | Pau loc khi 0,22 um Trung Qudc vao hé nudi vi
khuén lam
Két noi hé
14 Ong day Silicon Trung Quéc nuot vi khuan

lam va may
suc khi




25 mL, 50mL,

Pong thé tich

15 | Ong dong 100 mL, 1000 mL Duc moAl‘ truong
nudi
16 |Binhdinhmae | > Mk30mbs g i‘é?g t}tlfu’gflh
' 1000 mL N 8
nudi
. . , Phan 16p va
17 | Binh n6n 50 mL, 250mL | Puc chiét PHB
S
18 | thiét bi phan 10-30L Viét Nam
img lam trong
nudce thai
Panasonic Khqu tron he
19 | Motor khudy 40W R ’ nudi vi khuén
Nhat
lam 30 L
20 l\/fay do pH Han Quéc Do‘ pH moi
cam tay truong nuotl




Sd do trinh tu nghién ciru thu'c nghiém

Khao sat diéu kién moi trudng nubi dén sinh khai, tich luy PHB

va hiéu qua x

«r ly & nhiém bdi VKL

pH=5,6,7,

Cudng do AS

8 9 4.500, 9.000, 13.500, 19.600,

25.000 Lux

Ty € tdo gidng: 0.05, 0.1, 0.2,
0.3, 0.4, 0.5 g/L

biéu kién t6i uu thu hoi sinh khai, tich luy PHB, hiéu qua xu ly

nudc thai bang VKL

VKL SP2, SP4 VKL S.salina M8
(Zarrouk) (BG-11)
\ \
) t° = 25-27°C Thai gian nudi 6-8 ngay
Anh sang = 4500 Lux
, . , L ‘ VKL + NTSH
Chung VKL sinh trudng manh va tich iy PHB cao trong
sinh khdi ‘
l mdi trudng chudn + VKL ‘
Thi nghiém khao sat cac yéu t6 anh hudng dén Ty 1€
sinh khéi va PHB béng thiét ké Plackett-Burman C:N:P
17 thi nghiém | Ty I& gi6ng:0.2 g SKK/L ’
1 [ \ [ [ \ \
Cudng do pH = Nhiét d6 CO, Nhiét do A an Thdi gian nudi
, , . Nhiét dé Photphate K,HPO
anh sang 57,9 25 - 30, 35°C (1, 3, 5%) Nitrate NaNO; A 032_ 834?;062 * 5, 10, 15 ngay
4,500 - 1B8.500 ‘ i i 1;1,5; 2 (g/L) Y4, U, U%, U, ‘
\ |
TGi uu hoa cac yéu t6 c6 mirc do énh‘ hudng 16n theo thiét k€ Box Behnken \
15 thi nghiém
x I \
Cugng d6 anh sang pH = Nhiét do
4.500, 9.000 - 13,500 Lux 57,9 25, 30, 35°C

Diéu kién to6i uu thu dugc sinh khi va PHB cao trong moi

Xay dung phuang trinh clia ham hdi quy
trudng chuén

nang suat sinh khoi (Yeun wa) & ham lugng PHB (Ypys)

Keo tu chitosan (50 mg/L), pH = 6 i : v
} Thu hoach sinh khai -~

Ly tam 5000 v/phut

Say kho, nghién
BOt sinh khoi bao quan 4°C

Dung dich Chloroform:

—

Chiét suit PHB Dung méi Chloroform du thira

Ty 1€ dung moi/sinh khai

Ty 1€ C:N:P= 70:7:1,pH = 7,

Ty Ié gi6ng: 0.5 g SKK/L.

Ung dung san xuat PHB trong nudc thai sinh hoat
vdi hé th6ng quang sinh dang 6ng 30L bang VKL

Thu hoach
sinh khoi va chiét tach PHB

Doéng gobi bao quan

=G- Séy kho va |
=6-14 mlL/g bado quan PHB Thu hoi
Dung dich Chloroform + metanol | Binh lugng PHB thu dudc . ,T
2 (mL) | bdng phurang phép séc ky khi Dung méi chda Chloroform
( | \1 Sinh kh6i dur thira }71
PHB 1’
|
1 ! ! ]
Cau trac Khéi lugng phan tir Cau trac Déc tinh
Ph& *H-NMR va *C-NMR nhém chirc nhiét TGA

Hinh 2.2, So d6 trinh tu nghién ciru thu ho6i sinh khoi, san xuat vat liéu nhua sinh hoc
PHB két hgp xtr ly nuéc thai sinh hoat bang S.salina M8

Hiéu qua x{ ly cac chat 6
nhiém trong NTSH

|

NuGc sau xUr ly dat tiéu
chuén

[

Nudc thai tiét trung/khong
tiét trung




3. Khio sat lyra chon chiing vi khuin lam ting trwéng nhanh va ham lwong PHB
tich lily trong sinh khoi

Hinh 1.3. Quy trinh nhén giong va khdo sdt sinh truwéng va sin xudt PHB béi vi

khudn lam S. salina M8, Spirulina SP2, va Spirulina SP4 trong méi truwong BG-11
va Zarrouk twong itng. Nhin giong trong binh 250 mL (A), nhén giéng trong binh
1000 mL (B), nuoéi khdo sdt trong binh thuy tinh 5000 mL (C), khdo sdt tang truong
va PHB ciia S. salina M8, Spirulina SP2, va Spirulina SP4 trong binh 1000 mL (D).
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5. Khao sat diéu kién méi trweong nudi dén sinh trwéng, tich luy PHB va hiéu suit

xir Iy chét 6 nhiém trong nwdéc thai sinh hoat bing S. salina M8

A- Khao sat su sinh trudong va hiéu suat xir Iy B- Nudi giéng trong binh Duran 5000 mL
nudc thai boi S. salina M8 trong binh 1,0 L vé1 NTSH
Hinh 1.5. Khdo sdt sw sinh trieéng, tich luj PHB va higu sudt xiv ly chét 6 nhiém

trong nwdc thdi sinh hoat boi S. salina M8

5.1. Khdo sdt ty 1¢ chit dinh dwéng carbon/nitrogen/phosphorus (ty 1é C:N:P)

N\

Hinh 1.6. Khdo sdt S. salina M8 trong nwdéc thdi sinh hoat

tai cdac ty 1é C:N:P khdc nhau



5.2. Khao sat anh hu’o”ng ciia pH ban diu

\ ﬁt\vm"@ waiy
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Hinh 1.7. Khdo sat S. salina M8 trong nwdoc thdi sinh hoat
tai cac gia tri pH khdc nhau
5.3. Khado sat anh huong ciia cwong dj anh sang

Hinh 1.8. Khao sat S. salina M8 trong nwdc thdi sinh hoat

0 cwong dp anh sang khdc nhau



5.4. Khdo sdt anh hwéng ciia ty I tio giong ban dau

b

Hinh 1.9. Khdo sat S. salina M8 trong nwdc thdi sinh hoat
Véi 1 1¢ tio giong khdc nhau

6. San xuit sinh khdi va tich luy PHB ciia S. salina M8 trong nwéc thai sinh hoat
trong h¢ thong quang sinh dang 6ng 30 L

C- Hé théng quang sinh dang 6ng 30 L

Hinh 1.10. Sin xuit sinh khéi va PHB tir S. salina M8

trong nwéc thii sinh hoat trong hé quang sinh dang éng 30 L



7. Phwong phap phan tich chit lwgng nuwéc thai

1. Ham luong tong phosphorus (T-P) va va phosphate trong mau nudc thai duoc
xac dinh theo Tiéu chuan Viét Nam: TCVN 6202:2008 — Tiéu chuin Viét Nam vé chét
lugng nudc — Xac dinh tong Phosphorus va Phosphate, phuong phap do phd ding
ammonium moliphat

Nguyén tic cta phuong phap:

- Phan Ung gitra ion octophosphat va mgt dung dich axit chira molipdat va ion
antimon tao ra phtrc chat antimon phosphomolipdat.

- Khir phirc chat bang axit ascorbic tao thanh phirc chit molipden mau xanh dam.
Do d6 hap thu cta phirc chat dé xac dinh ndng do octophosphat.

- Xac dinh polyphosphat va mot s6 hop chét phospho hitu co bang cach thuy phan
chung voi axit sulfuric dé chuyén sang dang octophosphat phan tng v6i moliopdat.

- Mot sb hop chat phospho hitu co duge chuyén thanh octophosphat bang vo co
hoa vai pesulfat. Néu can xir Iy can than thi vo co hoa véi axit nitric — axit sulfuric.

Ham lugng phosphorus trong mau duoc xac dinh théng qua duong chuan dugc
xay dung tir cac dung dich chudn phosphate c¢6 ndng do xac dinh. Két qua duogc biéu thi
theo don vi mg P/L.

2. Ham luong nitrate trong mau nudc thai duoc xac dinh theo Tiéu chuin Viét
Nam: TCVN 6180:1996 ISO 7890-3:1998 (E): Tiéu chuan Viét Nam vé chat luong nudc
— X4c dinh Nitrate, phuong phap tric phd dung axit sunfosalixylic

Nguyén tic ctua phuong phap:

Nguyén tic ciia phuong phap dua trén phan Gng nitrat hoa cua nitrate voi axit
sunfosalixylic trong mdi trudng acid, tao thanh hop chat nitro din xuit c6 mau vang.
Sau khi trung hoa bang dung dich kiém, cudong d6 mau cua dung dich thu duge ty 16
thuan v&i ndng d nitrate trong mau va dugc xac dinh bang phuong phap do quang phd
tai budc song dac trung. Dinatri dihidro etylendinitrilotetraaxetat (EDTANa) dugc thém
vao voi kiém dé tranh két tia cac mudi canxi va magie. Natri nitrua duoc thém vao dé
khic phuc sy nhiéu cua nitrit. Mau nuéc duoc loc dé loai bo chét ran lo lung trudce khi
phan tich. Ham luong nitrate duoc xac dinh thong qua duong chuin dugc xay dung tir
cac dung dich chuan nitrate c6 nong d6 xac dinh. Két qua phan tich dugc biéu thi theo
don vi mg NOs7/L hodc quy d6i vé mg N-NOs7/L theo yéu cau danh gia chat luong nudc.

3. Ham luong ammonium trong mau nudc thai duoc xac dinh theo Tiéu chuan
Viét Nam: TCVN 6179-1:1996 - Tiéu chuan Viét Nam vé chat luong nuéc — Xac dinh
ammonium, phuong phap do phd.

Nguyén tic ctia phuong phap:

10



Po quang phd ¢ budc song khoang 655 nm ctia hop chat mau xanh duoc tao bai
phan Ung cua amoni vo&i salixylat va ion hypoclorit ¢6 su tham gia cta natri
nitrosopentaxyano sat (III) taxyano sét (III) (natri nitroprusiat). Cac ion hypoclorit duoc
tao trong situ béng cde thuy phan kiém cta N, N/ dicloro- 1,3,5- triazin 24,6 (1H,3H,5H)
trion, mudi natri (natri diclorosoxyanurat). Phan (mg ctia cioramin véi natri salixylat xay
ra & d6 pH 12.6 c6 sy tham gia cua natri nitroprusiat. Bat ky chét cloramin nao c6 mit
trong mau thir ciing déu duoc xac dinh. Natri xitrat c6 trong thude thir dé can sy nhidu
do céc cation, dic bi¢t 1a canxi va magié.

4. Xac dinh nhu cau oxygen hoa hoc trong mau nudc thai theo Tiéu chuan Viét
Nam: TCVN 6491:1999 - Tiéu chuan Viét Nam vé chét luong nudc — Xéc dinh nhu cAu
oxygen hoa hoc, phuong phép dicromat.

Nguyén tic cua phuong phap:

Pun héi luu mau thir voi lwong kali dicromat da biét trude khi c6 mit thuy ngan
(IT) sunfat va xtic tic bac trong axit sunfuric dic trong khoang thoi gian nhét dinh, trong
qua trinh d6 mot phr:f\n dicromat bi khir do sy ¢6 mit cac chat c6 kha nang bi oxi hoa.
Chuan d6 luong dicromat con lai voi sat (IT) amoni sunfat. Tinh toan gia tri COD tir
lugng dicromat bi khir, 1 mol dicromat (Cr.07?) twong duong véi 1,5 mol oxi (O2).

5. Xac dinh tong nitrogen sau khi phan hity bang UV: TCVN 9319:2012 - Tiéu
chuan Viét Nam vé chat luong nude - Xac dinh tong nitrogen sau khi phan hay bang UV
- Phuong phép sir dung phan tich dong chay (CFA va FIA) va phat hién pho.

Nguyén tic cua phuong phap:

Mau duoc xir 1y trude voi dung dich dém peroxodisunphat va buc xa nhiét UV.
Nitrat duoc tao thanh va duogc xac dinh bang phan tich bom dong (FIA) hodc bang phan
tich dong chay lién tuc (CFA). Ddi v6i FIA, mau duoge dua vao dung dich dém lién tuc
(dong mang) bang van bom trong khi véi CFA mau duoc tron lién tuc voi dung dich
dém. Nitrat trong mau dugc cadimi kim loai khir thanh nitrit. Tiép sau do, dung dich
thudc thtr axit phosphoric ciing lién tuc dugc bod sung vao. Nitrit tir qua trinh khtr nitrat
diazo hoa sulfanilamin trong dung dich axit thanh mudi diazonium sau d6 két hop véi N-

(1-naphtyl)etylendiamin tao thanh thuéc nhuém do c6 tinh tan.
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8. Phwong phap thu hoach tio

D - Thu sinh khéi kho sau khi sdy C - Nghién sinh khéi kho thanh bot
Hinh 1.11. Quy trinh thu hoach sinh khéi S. salina M8
9. Ché bién sinh khoi thu héi PHB

A- Loai bo sic t6 chlorophyll B- Ly tdm thu hoi sinh khoi

12



C — Chiét sinh khéi véi chloroform D - PHB két tiia trong methanol lanh

va sdy kho
Hinh 1.11. Quy trinh chiét va tinh sach PHB tir sinh khoi S. salina M8
10. Phwong phap dinh lwgng PHB
Ham luong PHB (wt%) dugc tinh bang cach chuan hoa khéi lugng PHB dugc

phat hién theo trong lugng kho ban dau cua té bao (WPHB/wWCDW hoic %) thong qua
xay dung duong chuén gitta dién tich do pick va nong d6 PHB (mg/L).

30000
y = 4872x - 134.22

R? = 0.9986
25000 A

20000 /
15000

10000 /

5000 /

0 1 2 3 4 5 6
Néng dé PHB (mg/L)

Dién tich peak cua PHB

Hinh 1.12. Phwong trinh dwong chuin PHB xdy dung trén mdy GC-FID
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PHU LUC 2: KET QUA VE PINH DANH CHUNG VI KHUAN LAM
SYNECHOCYSTIS SALINA

2.1. Pinh danh vi khuin lam
2.1.1. Pic diém hinh thai

Viéc khao sat hinh thai dugc thuc hién bﬁng kinh hién vi c6 gén camera k¥ thuat s0.
Hinh anh duoc chup tir cic mau nudi ciy & giai doan sinh trudng liy thira dén giai doan 6n
dinh cta vong doi vi tdo. Kich thudce té bao cua cac té bao sinh dudng, té bao di hinh
(heterocyst) va bao tir nghi (akinete) dugc do trén mau séng theo phuong phap mé ta boi
Pham va cs. (2017) [1].
2.1.2. Tach chiét DNA, khuéch dai PCR va giai trinh tw

DNA ciia vi khuan lam dugc tach chiét tir cac mau nudi cdy mot tudn tudi theo quy
trinh d3 duoc mé ta trong nghién ciru trude [1]. Dung dich DNA thé sau tach chiét duoc
bao quan & —20 °C va st dung tryc tiép lam khudn cho phan tng PCR nham khuéch dai cac
gen 16S rRNA va rbcL béng cac cap mdi dic hiéu.

MBoi str dung:
CYA106F: 5-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA-3’
CYANI1281R: 5>-GCAATTACTAGCGATTCCTCC-3’
Mdi xudi rbcLF: 5~-GACTTCACCAAAGAYGACGAAAACAT-3'
Moi nguoc rbcLR: 5~-GAACTCGA ACTTRATYTCTTT-3’

Mot phan ving gen 16S rRNA duoc khuéch dai bang ki thuat PCR long (nested
PCR) véi cdp mdi CYA106F va CYANI1281R. Thanh phan phan tmg PCR va chu trinh
nhiét dugc thyc hi¢n theo phuong phap mo ta trong tai li€u [1]. Gen rbcL dugc khuéch dai
bang cip moi rbcLF va rbcLR. Hon hop phan tng PCR gém 15,0 uL dung dich Master Mix
PCR 2X (GoTaq®, Promega, M), 0.9 uL (0,3 pM) mdi mdi xudi va moi nguoc, 1,5 uL
DNA tach chiét va nuéc PCR (12 pL) dé dat tong thé tich 30 uL. Chu trinh nhiét PCR gbém
budc bién tinh ban dau & 95 °C trong 3 phut, tiép theo 13 40 chu ky gom 95 °C trong 20
gidy, 56 °C trong 20 gidy, 72 °C trong 1 phuat, va budc kéo dai cudi & 72 °C trong 5 phut.

San pham PCR duoc dién di trén gel agarose 1% (bd sung 1 pL thudc nhudém
RedSafe trong 25 mL agarose) trong 25 phat ¢ dién ap 100 V. Kich thudce cac bang DNA

duoc quan sat dudi tia cuc tim (UV) va so sanh véi thang chudan DNA 1 kb (Cleaver



Scientific Ltd., Vuong quc Anh). Cudi cing, cac san pham khuéch dai dugc giri dén
FIRSTBASE (Malaysia) d¢ giai trinh ty Sanger [1, 2].
2.1.3. Phan tich phat sinh loai

Trinh ty consensus cua cac gen 16S rRNA va rbeL duoc lap rap tir cac trinh tu giai
trinh tu xubi va nguoc bang phan mém CLC Genomics Workbench v8.0.1 (CLCBio, Pan
Mach). Cac trinh ty thu duoc trong nghién ctru nay dugc so sanh BLAST véi co s¢ dit licu
nucleotide ciia GenBank; céc trinh ty ¢c6 muc tuong déng cao nhat dugc tai vé va st dung,
cung v&i trinh tu cta cac loai chuan, cho cac phan tich phat sinh loai tiép theo.

2.2 Két qua va thao luin
2.2.1. Pic diém hinh thdi, phdt sinh loai phin tiv va so sdnh trinh tw ciia Synechocystis
salina M8

Céc khuan lac duoc phén 1ap bang phuong phép cay vach duoc quan sat dudi kinh
hién vi nham xac dinh cac dic diém dic trung. Chung M8 thudng ton tai & dang don bao
hoac dang tap doan. Cac té bao don bao ¢6 hinh cau hodc hinh bau duc, véi kich thudce dao
dong tir 1 dén 3 pm (Hinh 1A). O dang tap doan, cic té bao c6 hinh dang va kich thudc da
dang, sap xép thanh cac cum hodc chudi khong déu.

Bén canh d6, dua trén trinh tu gen 16S rRNA, phan tich phat sinh loai ctia ching M8
da duoc xdy dung va trinh bay trong Hinh 1B. Két qua cho thiy chung M8 duoc xac dinh
thudc chi Synechocystis, véi muc d6 twong dong cao nhat dat 99,7% khi so sanh véi
Synechocystis salina BO22. Do do, chung M8 dugc dinh danh 1a Synechocystis salina M8
va duoc ding ky trén co sé dit liéu v6i s6 hiéu truy cép (accession number) 13 PV368867

(Hinh 1C)



5um
Synechocystissp. YACCYB507 (MH683774.1)
63 Synechocystissp. KSU-WH-2 (KT807477.1)
75 Synechocystissp. KSU-AQIQ-1(LN997853.1)
- Synechocystissp. EIfSCS31 (KM438202.1)
52
Synechocystissp. M8
Synechocystis pevalekii SERB 15 (KM982564.1)
— Synechocystis salina BO22 (ON944122.1)
100

Synechocystis minuscula SAG 258.80 (KM019989.1) 2023

Merismopedia sp. CZS 2 3 (KY379855.1)
’7 Thermostichus vulcanusRupite (MG207960.1)

Petrachloros mirabilis ULC683 (MW172408.1) DB
30 Synechococcus salsus SAS15yc (KU925869.1) DB
24 —— Altericista lacusladogae CALU 1127 (MT463166.1) DB TP
99— Altericista variichlora CALU 1173 (MT463167.1)
=
0.020
1 2 3 4 5 1] 7 8 9 10 11 12 i3 14
1 Svnechacystissp. M8
i minuscizla SAG 258.80 (KM019989.1) C

2 2023 97.2
3 synechocysiis pevalekii SERB 15 (KM982564.1) 2013 96.7 94.1
4 synechocystis salina B022 (ON944122.1), 2022 99.7 97.5 967
5  symechocystis sp. KSU-AQIQ-1 (LN997853.1) 99.9 97.2 967 99.7
6 Symechocysiissp. YACCYB507 (MH683774.1) 999 97.2 967 997 100
7 symechocysiis sp. KSU-WH-2 (KTB07477.1) 99.9 97.2 967 997 100 100
8 Swmechocystissp. EFSCS31 (KM438202.1) 99.7 97.0 96.6 99.6 99.9 999 999
9 Altericista facusfadogae CALU1127 (MT463166.1) B7.7 BB7 B4.9 B8 B87.7 B7.7 B87.7 B7S
10  Merismopediasp. CZS 2 3 (KY379855.1) 96.5 969 93.5 965 96.5 965 965 9U6.6 B87.4
11 Altericista varichfors CALU 1173 (MT463167.1) 868 684 845 871 B868 8668 868 866 976 87
12 sypechoecoacus salsus SAS15yc (KU925869.1) B84.8 B84.9 82 851 B84B8B 848 B4B 849 B70 842 868
13 Petrachloros mirabifis ULC683 (MW172408.1) 8% 8%3 653 851 851 891 891 850 90.8 888 90.6 87
14 frecmasticl /i ais Bupite (MG207960.1) 855 854 827 857 855 855 855 853 8669 849 869 B39 B86.1

Hinh 1. Dac diém hinh thdi (A), phat sinh loai phdan tir (B) va so sanh trinh tw cua

Synechocystis salina M8 (C)
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PHU LUC 3. KET QUA THi NGHIEM

3.1. Két qué phan tich pho 2 chiéu ciia vét liéu nhua sinh hoc PHB chiét suit tir S.
Salina M8

A

13C NMR (600MHz CDCI3) 169.13, 67.72, 40.81, 19.76

T T T T T T T T T T T T

220 200 180 160 140 120 100 80 &0 40 20 0 ppm

(B) - Pho '3 C-NMR ctia PHB chiét tir sinh khéi S.salina M8
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(D)- Ph6 'H-NMR cua PHB thuong mai



13C NMR (600 MHz, CDCI3) & 169.15, 67.63, 40.80, 19.76
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(E)- Pho '*C-NMR ctia PHB thwong mai
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(F)- Ph6 2 chiéu ctia PHB thuong mai

Hinh 3.1. Pho cong hwéng tiv hat nhdan 'H-NMR va phé >C-NMR

cua vit liéu nhwa sinh hoc PHB



3.2. Két qua phan tich pho nhiét hoc qua phan tich TGA va DSC ciia vt liéu nhya
sinh hoc PHB

SETARAM Figure: Experiment: ThuanVH 7 mL Crucible:PT 100 pl AtmosphereN2
Labsys TG 29/07/2024 Procedure: RT—>900 oC 10C.min-1 (Zone 2) Mass (mg): 11.26
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(A) - Phd TGA/DTG cua PHB chiét tir sinh khoi S.salina M8
sSETARANM |Figure: Experiment: ThuanVH PHB Tm Crucible:PT 100 pl AtmosphereN2
Labsys TG 30/07/2024 Procedure: RT—>900 oC 10C.min-1 (Zone 2) Mass (mg): 13.68
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(B) - Pho TGA/DTG cua PHB thuong mai

Hinh 3.2. Phé TGA/DTG ciia vit liéu nhwa sinh hoc PHB



3.3. Két qua vé phan tich SEM

IMS-NKL 5.0KY 6 8mm x30.0k SE(M) 1.00um [ V 6.8mm x5.00k SE(M)
Hinh 3.3. Hinh thdi bé mdt cua PHB chiét tw sinh khoi S.salina M8




dHd VIHN LYNX NVS VA LVOH HNIS IVHL DONN
1X DONOYL 8N FNITVS'S INV'T Z<DEM IANNQD NIIHON HNIH QN t'€
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