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MO DAU

1. Tinh cap thiét caa luan an

O nhiém nudc thai sinh hoat dang 1a thach thirc méi truong tai Viét
Nam do qua trinh d6 thi héa nhanh trong khi ty I¢ nudc thai dugc xui 1y dat
quy chuan con thap. Nudgc thai sinh hoat chira ham lwong cao cac chat hitu
co va dinh dudng (nitrogen, phosphorus), néu khong duoc xir Iy hiéu qua s&
gdy phu dudng nguon nudc va suy giam chét luong méi truong. Cac cong
nghé x ly sinh hoc truyén thong tuy c6 hiéu qua va di dwoc tng dung rong
rii nhung con ton tai nhitng han ché vé tiéu hao niang lwong, phét sinh bun
thai thir cAp va chua tao ra gié tri kinh té gia ting, do d6 chua dap tng yéu
cau cho nén kinh té tuan hoan va phét trién bén viing. Song song véi van dé
nudéc thai, 6 nhidm nhya ¢6 ngudn géc tir nhién liéu hoa thach dang gia ting,
dit ra nhu ciu cdp thiét vé& cac vat lieu phan hay sinh hoc nhu
polyhydroxybutyrate (PHB). Tuy nhién, chi phi san xuat PHB hién con cao
do phu thudc vao ngudn nguy@n liéu tinh khiét va quy trinh cong nghé tiéu
tén nang lugng. Trong bdi canh do, vi khuan lam vai kha ning quang dudng,
sir dung CO, 1am ngudn carbon, dong thoi dong héa hiéu qua nitrogen va
phosphorus trong nuéc thai va tich lily PHB trong sinh khdi tao ra gia tri gia
tang kinh té, dugc xem 1a dbi twong tiém ning cho mo hinh cong nghé tich
hop xir Iy nuéc thai va san xuat nhya sinh hoc. Viéc nghién cau tuyén chon
chang vi khuan lam pht hop, ti wu héa cac didu kién hoa ly anh huong dén
sinh trudng va tich liiy PHB, xay dung mdi quan hé gitra sinh khéi va ham
luong PHB, dong thoi danh gia hidu qua xir Iy nudc thai sinh hoat c6 ¥ nghia
khoa hoc va thuc tién cip thiét, gop phan phat trién cong nghé mai trudng
theo dinh hudng kinh té tuan hoan va bén virng.
2. Muc tiéu nghién ciru caa luan an

- Lya chon duoc chang vi khuan lam c6 kha ning sinh trudng nhanh,
thich nghi tot trong méi trwong nudi ciy quang dudng dong thoi cho ning
suat sinh khéi va ham lugng tich luy PHB cao.

- Ung dung chiing vi khuan lam duoc lya chon dé xir Iy nudc thai sinh
hoat két hop san xuat sinh khéi giau PHB trong hé théng quang sinh dang
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dng & quy md 30L ngoai troi; dong thoi thu hdi va tinh sach PHB tir sinh
khdi dé phan tich cac dic tinh co ban cua vat lieu PHB, qua d6 khang dinh
tiém ning thay thé mot phan nhya truyén théng, gop phan phat trién cong
nghé sinh hoc xanh theo dinh hudng kinh té tuan hoan.

3. Cac ndi dung nghién cau chinh caa luan an

- Lwa chon chung vi khuan lam ¢ toc d6 sinh truong nhanh, kha nang
thich nghi t6t trong méi truong nudi ciy quang dudng, dong thoi cho ning
suét sinh khéi va ham lugng tich lity PHB cao.

- Nghién ctru t6i wu hoa cac didu kién hoa 1y anh hudng dén qué trinh
sinh truéng va tich lily PHB ctia chiing vi khuén lam duoc lua chon. Cac yéu
t6 hoa Iy bao gdm: pH, nhiét do, cudng do anh sang, suc khi, ndng do carbon,
ty 16 C:N:P,... nham nang cao hiéu suat sinh kh6i va ham lugng PHB tich liy.

- Nghién ctru anh huéng cia didu kién méi truong nudi dén kha nang
sinh truong, tich luy ham lugng PHB va hi€u qua xt 1y nudce thai sinh hoat
ctia chung vi khuan lam duoc Iya chon trong diéu kién phong thi nghiém.

- Ung dung thir nghiém ching vi khuan lam trong hé thong quang sinh
dang dng quy md 30 L ngoai trdi nham tich hop xir 1y nude thai sinh hoat va
san xudt sinh khdi giau PHB, dong thoi danh gia hiéu qua va tinh 6n dinh
ctia hé thong.

- Thu hdi sinh khéi vi khuén lam, chiét tich va tinh sach PHB, nghién
ctru cac dic tinh cta vat liéu sinh hoc nham lam 13 tiém nang tng dung cua
nhwa phan huy sinh hoc PHB va ting budc thay thé mot phan cho nhwa
truyén théng.



CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Téng quan vé vi khuan lam
1.1.1. Khéi niém, ddic diém sinh hec va phan logi vi khudn lam

Tong quan vé vi khuan lam, co ché sinh truéng va phat trién, cac dang
hinh thai va dac tinh sinh hoc, ciing nhu sy phan b cua vi khuan lam trong
cac h¢ sinh thai khac nhau.
1.1.2. CACyéu té anh hwiong dén sw sinh trwéng va phat trién cia vi khudn
lam

Sy sinh truong cua vi khuan lam phu thudc chi yéu vao anh sang, nhiét
d6, pH va ngudn dinh dudng, dic biét 13 nitrogen va phosphorus trong diéu
kién nhiét dsi. Hiéu qua quang hop va tich Iily sinh khdi dugc ting cuong khi
b6 sung CO; va duy tri pH trong khoang 7—10. Mot s chang chiu man hozic
kiém cho phép nudi ciy trong méi trudng khdng tiét tring, giam nguy co
nhidm tap. M6 hinh nudi theo mé hai giai doan gidp téi uu hoa sinh khoi va
kich thich tich liy PHB phuc vu ttng dung quy mo lon.
1.1.3. Tiém nang sng dung cia vi khudn lam

S. salina M8 la vi khuan lam quang hop chiu man, ¢6 kha niang sinh

truang linh hoat trong nhidu méi trudng khac nhau, xt Iy hiéu qua cac chét
dinh dudng va kim loai trong nuéc thai, dong thoi tich lily cac hop chat gia tri
nhu PHB, lipid va sic t6 sinh hoc. Nho do, ching nay thé hién tiém ning 1on
cho cac hé théng xtr Iy nuréc thai tich hop san xut vat liéu va nang lwong sinh
hoc theo dinh hudng kinh té tuan hoan. Cac hop chét thir cap thu hdi tir sinh
khéi c6 hoat tinh sinh hoc cao, mé ra trién vong tng dung rong réi trong cac
linh vic céng nghiép, néng nghiép, y té va dugc — my pham.
1.2. Vi khuan lam trong xir Iy nwéc thai sinh hoat
1.2.1. Thuc trang phét sinh va hgu qud cia 6 nhiém do nwéc thdi sinh hogat

Ty Ié nudc thai dugc xi ly trén Thé gioi va tai Viét Nam con rat thap,
gay 6 nhiém nghiém trong va gia ting cac bénh lién quan dén ngudn nudc.
Thuc trang nay dat ra nhu cau cap thiét phét trién cac cong nghé xu Iy hiéu qua
va bén viing hon trong tuong lai.



1.2.2. Phwong phdp xi¢ Iy nwéc thdi sinh hogt bang vi khudn lam

Céc cong nghé xir Iy nudc thai sinh hoat truyén thong chii yéu tap trung
vao loai bo chat 6 nhiém nhung tiéu ton nhiéu nang lwong, phat sinh bin thai
va hau nhu khong tao ra gié tri kinh té. Nguoc lai, xtr Iy nuéc thai bang vi tao
va vi khuan lam cho phép chuyén hda truc tiép cac chat 6 nhiém (C, N, P)
thanh sinh khéi c6 gia tri kinh té cao, chta protein, lipid, sic té sinh hoc va
polymer phan huy sinh hoc nhu PHB. Cach tiép can nay khong chi dam bao
hiéu qua xur Iy méi trudng ma con tao nguon nguyén lidu sinh hoc tai tao, gop
phan nang cao hiéu qua kinh té cia hé thong xur 1y nudc thai theo dinh hudng
kinh té tuan hoan.
1.3. Vi khun lam trong san xuét nhwa sinh hec
1.3.1. Nhga sinh hoc phan huy polyhydroxybutyrate (PHB)

Polyhydroxybutyrate (PHB) la mot loai polymer thuoc nhom
polydroxyankanoat (PHA), mot nhom polymer sinh hoc thuoc I6p polyeste.
PHB thu hdt sy quan tdm ctia con ngudi nho kha ning dugc téng hop va chiét
XUt bang con dudng sinh hoc, ddng thoi ¢d thé phan hay sinh hoc mot cach
tu nhién.
1.3.2. Vi khudn lam trong s@n xudt nhga sinh hoc PHA/PHB
a. Vi khudn lam Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4

Spirulina sp.2 va sp.4 1a cac chung vi khuan lam dang soi ¢6 kha ning
sinh truéng nhanh, déng hda hiéu qua N va P trong nudc thai va c6 tiém ning
tich liiy PHB dudi diéu kién stress dinh dudng. Tuy nhién, kha ning tich lity
PHB cua Spirulina con phu thugc manh vao chang va diéu kién nudi ciy, can
duogc danh gia thuc nghiém cu thé.
b. Vi khudn lam S. salina M8

S. salina M8 1a vi khuan lam chiju min, sinh truong tét trong méi truong
ven bién vai d6 man 1-5% va c6 kha nang tich liy cac hop chat du trir noi
bao, dic biét 14 PHB. Nho dic tinh quang tu dudng, sir dung truc tiép COy,
anh sang va mudi khoang, chang nay pht hop cho cac mé hinh san xuat PHB
tir nudc thai theo dinh hudng kinh té tuan hoan. Trong diéu kién du carbon va
thiéu nitrogen hoac phosphorus, dong acetyl-CoA dugc uu tién chuyén héa
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vao con dudng téng hop PHB nham dur trit carbon va ning luong. Kha ning
tich liiy PHB cua S. salina M8 chiu chi phéi boi dac tinh di truyén va cac diéu
Kién méi truong nudi ciy, trong d6 can bang dinh dudng (C, N, P; ty 1¢ C:N:P),
anh sang, nhiét d6 va pH dong vai tro quyét dinh. Viéc toi uru dong bo cac diéu
kién nay la yéu to then chdt dé nang cao hiéu suat tich liiy PHB trong hé thong
xu ly nudce thai tich hop.
1.4. Ung dung phwong phap théng ké trong sang lec cac yéu té anh
huwong va toi wu héa cac yéu t6 anh hwéng dén san xuat sinh khoi va
PHB ciia vi khuan lam

Thiét ké Plackett-Burman (PB) dugc &p dung dé xac dinh cac yéu tb
hoa hoc, vat Iy va sinh hoc ¢6 anh hudng dang ké dén sinh truong va kha ning
tich liiy PHB. Cac yéu té quan trong sau sang loc dugc dua vao budc tdi uvu
hoa bang phuong phap bé mat dap tng (Response Surface Methodology —
RSM), cho phép phén tich dong thoi anh huong riéng Ié va twong tac giira Cac
yéu t6, tir d6 xac dinh diéu kién tdi wu cho qua trinh nudi cdy. Méi quan hé
giira cac bién doc 1ap va bién dap tng (sinh khdi hozc ham lugng PHB) trong
RSM thudng dugc mé ta bang phuong trinh hdi quy bac hai tong quat nhu sau:

Y:,Bo+zk:ﬂixi+zk:ﬂ“Xi2+ZZﬂinin+g (1.1)
= = i<i

Trong d6 Y 1a gia tri ham muc tiéu do duoc theo thi nghiém da thiét ké
theo phuong phap dap (ng bé mat; p 1a cac hé sd cua phuong trinh, va Xi va
Xj lan luot 1a muc khéng dugc ma hda cua cac tham sb i va j; k 1a sb luong
céc yéu tb nghién ciru; va e 1a sai s6 thyc nghiém ngau nhién.
1.5. Cac nghién ciru wng dung vi khuan lam trong san xuit nhwa sinh
hoc tir nwéc thai trén thé gigi va tai Viét Nam
1.5.1. Nghién cizu #ng dung vi khudn lam trong s@n xudt nheea sinh heoc
tir nwoc thdi trén Thé gidi

Trong nhimng nim gan déy, vi khuan lam dugc nghién cau rong réi trong
xtr ly nudc thai két hop san xuat nhya sinh hoc PHB. Nhiéu nghién ctiu cho
thiy c4c ching nhu Synechocystis, Nostoc, Anabaena va Spirulina c¢6 kha nang
loai bo hiéu qua nitrogen, phosphorus tir nudc thai, ddng thoi tich liy PHB
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trong diéu kién thiéu dinh dudng hozc du thira carbon. Ham lugng PHB tich
lity thudng dat 6-20% trong lugng khd té bao va ¢ thé cao hon khi t6i uu hoa
diéu kién nudi ciy hoic &p dung ky thuat di truyén. Cac hé thong thi diém va
ngoai troi da chirng minh tiém ning wng dung thyc tién cua mé hinh tich hop
xir Iy nudc thai — san xuat nhya sinh hoc. Tuy nhién, hiéu suat tich liiy PHB
va chi phi thu hdi van 1a nhitng thach thire can tiép tuc nghién ciu.
1.5.2. Nghién cizu #ing dung vi khudn lam trong sdn xudt nhga sinh hec
ter nwoc thdi tai Viét Nam

Viéc tich hop xir Iy nudc thai véi san xuat nhya sinh hoc PHB bang vi
khuan lam dang dwoc quan tam tai Viét Nam nho loi ich kép vé méi truong
va kinh té. Céc nghién ctru trong nuéc hién chii yéu tap trung vao vi khuan
di dudng, trong khi cac nghién ciu vé vi khuan lam con han ché, thiéu danh
gia trong diéu kién nudc thai thuc té va quy trinh cong nghé hoan chinh. Do
d6, can tiép tuc nghién ciru ¢ hé thdng nham khai thac tiém ning vi khuén
lam, hudng téi mé hinh xir Iy nude thai két hop san xuat PHB theo dinh
huéng kinh té tuan hoan va phét trién bén virng.
1.5.3. Sw can thiét phdi trién khai nghién creu

Céc nghién ctru trong va ngoai nudc cho thay ton tai mdi quan hé danh
ddi gitra sinh trudng va tich lily PHB cua vi khuan lam, song céc nghién ctu
nham téi vu dong thoi hai qua trinh ndy con rat han ché. Tai Viét Nam,
nghién ctu vé vi khuan lam cha yéu dirng ¢ phan 1ap va mé ta hinh théi,
thiéu cac danh gia tich hop vé sinh truéng, kha nang thich nghi méi truong
va ham luong PHB, dic biét trong didu kién nudc thai. Bén canh do, cac
nghién ctiu két hop xir 1y nudc thai va thu hoi PHB tir vi khuan lam con it,
thiéu dir liéu he thong va giai phap ky thuat phi hop diéu kién trong nudc.
Nhing khoang tréng nay cho thay su can thiét phai thuc hién nghién ctu
nham lra chon chang vi khuan lam thich nghi tét, tich liy PHB hiéu qua va
c6 kha ning (g dung trong xir Iy nuéc thai sinh hoat két hop san xuét nhua
sinh hoc.



CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twgng, hoa chat va thiét bi nghién ciru
2.1.1. Déi twong nghién ciru

- Vi khuan lam: S.salina M8, Sprirunila sp.2, Sprirunila sp.4 dugc lay
tir bo suu tap gidng duoc luu gitr va nudi cy tai Vién Khoa hoc Cong nghé
nang lugng va moi truong.

- Vit liéu nhua phan huy sinh hoc PHB dugc tinh chiét tir vi khuan
lam.

- Nudc thai sinh hoat dugc thu thap tai khu vuc phuong Thanh Liét,
Ha Noi.
2.1.2. Hoéa chat, thiét bj: Cac hoa chat, thiét bi, may méc phu hop cho nghién
ctu tai phong thi nghiém cua Vién Hoa hoc va Vién Khoa hoc cong nghé
nang lugng va moi truong.
2.2. Phwong phap nghién ctru
2.2.1. Phwong phap nghién ciru thuc nghigm

So dd thé hién chi tiét cac budc thuc hién trong nghién ciru nay duoc
mo ta trong Hinh 2.1.



VKL sp.2, sp.4 VKL S. Salina M8
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l

¥

Lya chon VKL sinh truéng nhanh
va tich luy PHB cao trong sinh khoi

Thiét ké Placket —
Buman + Box - Benken
- ) . XL - .
Mo b Toi wu hoa céc dieu kign hoé Iy anh Xay dyng phuong
chudn BG.13 + huéng dén qua trinh sinh truéng va tich tmp,fll(cﬁpuyts,n;h
liy PHB cua VKL o1 Ko vatie
VKL it luy PHB

l

(@

Nudc thai sinh hoat
+ VKL

>} Khao sét anh huong cia diéu kién moi truong

nudi (ty 1é C:N:P, ph, cuong d6 anh sang, ty lé
gibng ban diu, diéu kién nuéc thai) dén sinh
trudng, tich luy PHB va hiéu qua xir Iy nude

thai sinh hoat cua VKL

]

Ung dung thir nghiém VKL lya chon dé

thu héi sinh khéi PHB va xir 1y nudc thai

sinh hoat trong hé théng quang sinh dang
6na véi auv md 30 L naodi troi

Dung moi 5
chloroform

Diéu kién tdi wu trong
nugc thai khong tiét
trung: ty I&¢ C:P:N =
70:7:1, pH = 7, cuong
d6 anh sang 13.500, ty
I& giéng 0,5 g/L

o)
Nudc sach sau
xu ly
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2.2.2. Phuwong phdp phén tich

- Phan tich dac tinh nudc thai va danh gia hiéu qua xu ly

- Phuong phéap thu hoach va danh gia tang truong cia vi khuan lam

- Phuong phép chiét xuét, dinh lugng va dac tinh cua PHB
2.2.3. Phwong phdp xir 1y s6 ligu

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

- Phan tich bé mit dap tmg (RSM) duogc thyc hién nham xac dinh méi
quan hé giira céc bién doc 1ap va phan ung dau ra thong qua mé hinh hdi quy
phi tuyén. Tam quan trong cua c4c bién dugc danh gia bang kiém dinh t-
Student.

- Céc thi nghiém Plackett-Burman va Box—Behnken dugc thuc hién
v6i mot 1an 13p lai duy nhét, trong khi cac thir nghiém xéac nhan duoc tién
hanh véi hai 1an lap lai. Két qua duoc trinh bay dudi dang gia tri trung binh
+ do lech chuan (Mean + SD).

- Sur khéc biét giira cac diéu kién duoc phan tich bang ANOVA mot
chiéu va so sanh su khac nhau théng qua chi s6 p-value véi p < 0,05 duoc
xem |4 sy sai khac c6 ¥ nghia thong ke.



CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua lwra chon chiing vi khuin lam ting trwéng nhanh va ham
lwong tich luy PHB cao trong sinh khoi

Két qua cho thay, chung S.salina M8 ting truong tét trong moi
truong chuan, sinh khéi kho dat 1,986 g/L, cao hon so véi 1,591 g/L va
1,357 g/L do dugc twong ung cho Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4 sau cung
mot thoi gian nudi cdy 1a 8 ngay. Tich liy PHB cua S.salina M8 dat 11,2%
cao tuong dwong gap d6i so véi Spirulina sp.2 va Spirulina sp.4 tich liy
duoc 13 4,5 va 5,6%. Két qua ndy cho thiy ching S.salina M8 1a vuot troi
hon so v&i hai chung Spirulina sp.2, Spirulina sp.4 trong ca muc tiéu san
xuit sinh khéi va tich luy PHB.
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T
O N b O ©

0.0

Téc d6 tang truong (ngay™d)

Chung vi khuan lam
Hinh 3.1. Tang truong sinh khéi (A), toe do tang truong riéng va
ham lugng PHB (B) trong sinh khéi ciia 3 chung vi khuan lam
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3.2. Két qua sang loc cac yéu té hoa - Iy anh hwéng I6n dén ting trudng
sinh khdi va ham hrong tich luy PHB béi S.salina M8
Két qua khao sat anh huong cia 08 yéu td hoa — 1y dén sinh khéi khd
(Ysinh khéi, @/L) va ham luong PHB (Ypus, %) dugc thé hién trong Bang 3.1.
Bang 3.1. Ma tran cua bién ma hoa theo thiét ké Plackett Burman nghién
ctru san xuat sinh khdi va PHB boi S.salina M8 (n = 2)
Mikc cia bién Ysinhkhéi | YPHB
A|B|C|D|E (9/L) (%)

1|11 ]-1]1]1]-1 0,95 8,56

STT

'I'I
0]
T

[
1

[

[

010 1,38 15,50

-1 -1 1,53 11,50

=
1
=

o | o
=
1
-

010 1,40 15,49

1)1 1,05 17,60

11,11 ]1-1]1]|-1 1,68 10,40
171111 (-1]-1]-1 1,01 13,60
-17-1)-1}-1|-1(-1]-1]-1 0,23 5,60

© oo ~ » ol S w N
1
=
[N
1
=
1
=
1
=

1111|1111 1,70 9,50

10 /0|00 |0]O0O]O0O]O0]O0 1,39 15,70
17 |j-1(-1(-1})1|1}1|-1|1 0,44 5,89
12 11 (-1]1}|-1}-1]-1|1 1,62 17,36
13 111 |-1|1}j1]-1|1 1,73 16,83
4 (-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
6 |00 O0O|0]O0O]O0O]O0]O0 1,38 15,44
7 0| 0| O0O]|JO0O|O0O]O]O0]|O 1,41 15,26
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3.2.1. Két qud sang loc cac yéu té hoa - ly anh huwong |6n dén ting truwéng
sinh khaéi béi S.salina M8

Két qua cho thay anh sang (A), pH (B) va nhiét d6 (C) trong khoang
khao sat cd anh huong rd rét va co y nghia thong ké dén sy gia ting sinh
khéi caa S. salina M8.

A B C D E F G H

=
b

Nong do sinh khoi (g/L)

Mtc anh huéng caa cac yéu to
Hinh 3.2. Anh hudng cua céc yéu td hoa - 1y ddi véi tang truang sinh khéi
cua S.salina M8
3.2.2. Két qud sang loc c4c yéu té hoa - Iy dnh hwong \én dén ham lirong
tich luy PHB bgi S.salina M8

B
\
A
/
\
A
R

Mt anh huéng cua céc yéu td

Hinh 3.3. Anh huéng caa cac yéu té héa - 1y dbi véi ham lwong PHB tich
lity trong sinh khdi cua S.salina M8
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Két qua phan tich cho thiy pH 1a yéu t6 duy nhit c6 anh huéng cé y
nghia thong ké dén ham luong PHB tich liiy trong sinh khéi S. salina M8
trong khoang khao sét.

3.3. Két qua vé t6i wu hoéa sinh khéi va ham lwgng PHB tich luy béi
S.salina M8
3.3.1. Téi wu hod sinh khéi kho tich luj bgi S.salina M8

Phuong trinh ciia ham hdi quy ctia nang suét sinh khéi biéu dién theo
ba bién cuong do 4nh sang, pH ban dau va nhiét d6 (3.1):

Ysinn knéi = 2,5567 + 0,1262A + 0,6500B + 0,1537C - 0,5171AXA -
0,5846BxB - 0,4971CxC 3.1

3.3.2. Téi wu ham lwong PHB tich luj béi S.salina M8

Phuong trinh ctia ham hdi quy ctia ham lwong PHB trong sinh khéi
S.salina M8 biéu dién theo ba bién cuong d6 4nh sang, pH ban dau va nhiét

d6 nuoi:
Ypue = 19,620 + 0,935A + 4,498B + 1,468C - 0,8921AXA - 4,277BxB
- 1,397CxC - 0,885AxC (3.2

Diéu kién ti wu 1a cudng do anh sang 9.800 Lux, pH = 8,0, nhiét
dd 32°C, sinh khéi kho dat 2,73 g/L, ham luong PHB dat trén 21,4%
(Hinh 3.4).
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A B c

High 135000 a0 250
Cur [0772.7273] [2.0707] [21.0607]
Law 4500.0 50 250

//——h-m. — /———x_

Cptimal
D: 1.000

Compaosite
Desirability
Dr 1.000

¥phb
Maxinnum
y = 214115
d = 1.0000

Yo
Maxinniunn
¥ = 27237
d = 1.0000

Hinh 3.4. B thi két qua téi uu dong thoi sinh khdi khd va ham lugng PHB
tich luy baoi S.salina M8

3.3.3. Két qud thi nghi¢m kiém chitng mé hinh téi wu va dinh gid dé tin
cdy cia md hinh hai quy bdc hai sinh khéi khé va ham lwong PHB

Két qua liét ké trong Bang 3.2 cho thay sai s6 cua két qua do sinh khdi
kho va ham lugng PHB cua S.salina M8 tinh tir mé hinh va két qua do thuc
té c6 sai sb déu dudi 5%, ching minh hai mé hinh hdi quy Ysinn knéi V& Yers
c6 kha nang du doan chinh xac sinh khdi khé va ham luong PHB san xuét
boi S.salina M8.
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Béng 3.2. Két qua tinh toan theo md hinh hoi quy va do thyc té tir thi
nghiém kiém ching ham lugng sinh khoi va PHB boi S.salina M8

Sinh khéi kho

Ham lwgng PHB

Cuong o (Ysinh knéi, 9/L) (YrHg, %0)
5 4nh Nhiét
1| %2 oy | g | Tinh Tinh
sang cc) | W | Dothuc | Sai sé | tir Do thweté | S8 sé
(Lux) mo té (%) | md ’ (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

3.4. Két qua vé anh huong cia diéu kién méi truong dén sinh trwéng,

tich luy PHB va hiéu qua xi ly nwéc thai sinh hoat béi S.salina M8

3.4.1. Két qud vé anh hwong ciia ty 16 C:N:P
Két qua cho théy ty 1€ C:N:P = 70:10:1 dugc xac dinh la diéu kién
dinh dudng t6i wu cho sinh truéng, tich luy PHB va hiéu qua xur 1y cac chat
6 nhiém cua S.salina M8 trong nudc thai sinh hoat v&i ndng do sinh khéi dat
3,59 g/L; ham lugng tich luj PHB dat 44,6% va hiéu suat xtr Iy N-NH,*, T-
N, P-PO4* dat trén 83%, COD dat 98%, riéng T-P dat 78%.
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Hinh 3.5. Sinh truéng va tich luy PHB cua S.salina M8 trong nudc thai tai
cac ty 1¢ C:N:P
3.4.2. Két qud vé anh hwong cuia pH
S4 lieu trong (Hinh 3.15-A) cho thiy, tai pH = 7 1a méi truong thich
hop cho sinh truong va tich luy PHB cua S.salina M8, sinh khéi cao nhat
(2,6 —2,7 g/L) tai pH = 7 — 9; Ham lugng PHB ¢ gia tri cao nhét tai pH = 8
va 9 (twong (ng véi PHB = 46-51%), muc trung binh tai pH =7 (PHB =
44%). Hiéu suat xt ly cac chat 6 nhidm tai pH = 7 dat trén 80%, COD dat
98,1%.
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Néng do sinh khéi (g/L)

Ham luong PHB (%)

0 1 2 3 4 5
Thoi gian nubi (d)

pH=5

pH=6 pH=7

pH

]

pH=8

pH=9

¢ Nang suat sinh khéi (g/L/d)

Ting truéng riéng (ngay™)

18 —e-pH=5
08 | T pHeb
1 ~e-pH=7
056 1 pH=8
—+-pH=9
04
0.2
0 "
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
- . d
Thoi gian nu6i (d) )
1.
¢
0.8 4 b b 2
0.6 A
04 J
e
0.2 |
04
pH=5 pH=6 pH=7 pH=8 pH=9
pH

Hinh 3.6. Sinh truong va tich luy PHB cua S.salina M8 trong nudc thai ¢
cac gia tri pH khéc nhau

3.4.3. Két qud vé anh hwéng ciia cwong dp dnh sdng
Sinh khdi cao nhét dat duoc tai cuong do anh sang 13.500 lux 1a 3,1
g/L), ham lugng PHB dat 48% ddng thoi hiéu suat xir 1y cac chat 6 nhidm

dat trén 82%, COD dat 98,3%.
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Hinh 3.7. Sinh truéng va tich luy PHB cua S.salina M8 trong nudc thai ¢
) . cuong d6 anh séng khac nhau o

3.4.4. Két qud vé anh huwong cua ty |¢ giong S.salina M8 ban dau dén sinh
trwong cia S.salina M8 trong nwoc thdi

Ty 18 0,2-0,5 g/L tao giéng cho két qua sinh truéng va 6n dinh tt nhat.
Két qua nay phl hop vai cac nghién ciru trude day, khing dinh rang mat do
gidng nudi ban dau anh huong I6n dén hiéu suit quang hop va téc do ting
truong cua sinh khéi. Do do, ty 1é cap giéng 0,2-0,5 g/L duoc lua chon cho
cac thi nghiém tiép theo.
3.4.5. Két qud vé khd ning sinh trwéng cia S.salina M8 trong nwéc thdi
tigt trung va khong tiét trung

S.salina M8 sinh truong va phét trién tot trong méi trudng nudce thai
khéng tiét tring. Sinh khbi khd véi nudc thai tiét trang va khéng tiét tring
dat duoc tuong ¢ng 1a 2,8 va 3,0 g/L ddng thoi ham luong PHB dat trong
nudc thai tiét trung la 43% va nudc thai khong tiét trung 1a 40% (Hinh 3.8).
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Hinh 3.8. Sinh truéng va tich luy PHB cua S.salina M8 trong nudc thai tiét
) _ trlng va khong tiét trung

Két qua cho thay S. salina M8 sinh trudng tot trong nudc thai sinh
hoat khong tiét trung, dat sinh khdi 3,0 g/L, PHB 40% va hiéu suat xir ly
cac hop chat chira N, P trén 80%, riéng COD dat trén 98%, dap ting
QCVN 14:2025/BTNMT (cot B). Nghién ciru khang dinh tiém ning ting
dung S. salina M8 trong xir Iy nudc thai két hop thu hdi sinh khéi va san
Xuat nhya sinh hoc PHB.
3.5. Thir nghiém san xuit sinh khéi va PHB tir S.salina M8 nudi trong
nwéc thai sinh hoat dung hé théng phan wng 30 L

Két qua cho thy hé théng hoat dong 6n dinh va hiéu qua cao, sinh
khéi kho dat 16n nhat khoang 3,4 g/L vao ngay thir 17 truéc khi 6n dinh;
ning suat sinh khi dat dinh khoang 0,65 g/L/d (ngay tht 2) sau d6 giam
dan. Ham lugng tang tir 10% khdi luong khé (DCW) trong pha lity thira
ban dau 1én muc cuc dai 50% (DCW) vao ngay tha 10, sau d6 giam dan
xudng con 17% (DCW) vao ngay thir 20 (Hinh 3.9-D); Hiéu suit xu ly
cac chat 6 nhidm trong nudc thai dat trén 90%.
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Hinh 3.9. Sy sinh truéng va ham lugng tich luy PHB cta S.salina M8 nudi
trong nudc thai ¢ hé thong quang sinh dang ong dung 30 L
3.6. Két qua vé nghién ciru chiét tach va dic trung vat liéu nhwa sinh hoc

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Cultivation time (d)

PHB tir sinh khoi S. salina M8

3.6.1. Két qud vé dnh hwéng ciia CAc yéu té chiét tach dén higu sudt thu

héi PHB

~ Ham luong thu hoi PHB t6i uu dat 27,65 %, tuong tng voi higu suat
chiét PHB dat 92% khi dung 5 mL dung mo6i (= 10 mL/g sinh khoi), nhiét do

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Cultivation time (d)

chiét (T = 80°C) va thoi gian chiét (tenie = 60 phut).
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Bang 3.3. Tong hop so sanh ham lweng PHB san xuat bai mdt sb chiing
thugc loai Synechocystis

. . £ oaa A Ham lugng Tai lidu
STT Tén chang Ché @6 nuobi PHB (%) tham khao
Synechococcus Tap dudng,
1 sp. PCC 7942 acetate, thieu N 25,6 [93]
Synechocystis Quang dudng,
2 | “Pcc 6803 thidu N 26 [168]
Synechocystis S
3 PCC 6803 Di dudng, aceate 35 [168]
. Di dudng,
4 Synechocystis acetate, fructose, 38 [121, 169]
PCC 6803 iz
thiéu P
; Tap dudng, Nghién ctru
5 S.salina M8 acetate, thicu P 27 =31 nay

3.6.2. bac tinh cra vat liéu nhara sinh hoc PHB chiét sudt tir sinh khoi S.
salina M8
3.6.2.1. Pdc tinh vé vt lidu va cdu tric phan tir nhya sinh hoc PHB

Anh SEM cho thiy PHB c6 cdu triic xdp v6i 15 rdng micro-meso bat quy

tic, 1am ting dién tich bé mit nhung c6 thé gy gion va han ché tinh co hoc.

IMS-NKL 5.0kV 6.8mm x20.0k SE(M)

oo

A. Hinh thai cAu triic bé mat
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7 B. Céu trac pho FT-IR
Hinh 3.10. Bac diém cua vat liéu nhua PHB tir S.salina M8

150 100 il 0 Q@




Phd FT-IR caa PHB tir sinh khéi S. salina M8 xuét hién cac pic dic
trung tai 1724 cm™ (C=0) va 1280 cm™ (C—-0O-C), xac nhén sy hién dién
ctia lién két este trong cau tric PHB
3.6.2.2. Ddc tinh cau triic cia vt liéu nhya sinh hoc PHB thong qua phé H-
NMR va BC-NMR

CHs O

s
oy 0 o b 0
o%o '

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

M~ A |

-

W M 0 W0 4 M 0 B 6 0 20 0ppm

Hmh 3.11. Phé cong huong tu hat nhan 'H-NMR (A) va pho *C-NMR (B)
cua vat liéu nhyua sinh hoc PHB
3.6.2.3. Pac tinh phé nhiét hoc qua phan tich TGA va DSC cua vat liéu nhua
sinh hoc PHB

SETARAM |FOUE  Experiment ThuanVH 7l CrucibePT 10041 Amospherer SETaRam |Foe  Experiment ThuanVHPHE T CrucibePT 10041 AmosghereN?
Labsys T8 29072024 Procedure: RT->300C 10Cmin (one ) Vass (ng): 1125 Lot TG 30072024 Procedure: RT->3000C 10Cin fone 2) Mass (ng) 1368
T T T T T T T T T T T T T T T T T
6% Gmeimin] | 7o dTGkimin_
Peak 15141 % Peak 42428 °C
&
10] 2
@ -
Peak 24568°C Pesk 8152°C
b
2 ")
0
s vaiaion 488% r
3] L
»
Mass aration: §7.45%
4 o oss vaiaion: $8.06%
4] 0
)
o Lo
0 @ w » 0 - w0 0 Fumaseten o m b “ w 6 w Funes enperae
| |

A- Pho TGA/DTG cua PHB chlet tue (B) Pho TGA/DTG cua PHB
sinh khéi S.salina M8 thuong mai

Hinh 3.12. Phd TGA/DTG cua vat liéu nhua sinh hoc PHB

22



DSC mWimg DSC fimWimg)
L i L)

-
P
u
o

A-Phé DSC caa PHB chiét tirsinh  (B) - Phé DSC cua PHB chiét tix
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(C) - Phd DSC cua PHB chiét tir sinh khéi S.salina M8 tir (— 30°C)
dén 200°C lan 2
Hinh 3.13. Phd DSC cua PHB chiét tir sinh khéi S.salina M8

23



3.6.2.4. Khoi lwong phén tik trung binh ciia PHB tinh sach tir S.salina M8

i

! PHB Tl " PHBSI “ PHB_60’

Sample RT (min) Mn Mw Mw/Mn Area %
PHB_TmL 16.52 197393 856874 4341

PHB 50’ 1817 129495 492901 3.806 100
PHB_60’ 1693 193269 797780 4129

Hinh 3.14. Khéi luong phan tir caa PHB chiét va tinh sach tur
sinh khéi S.salina M8

3.7. P4nh gii tong hop mo hinh tuin hoan két hop xir Iy nwéc thai — thu
hdi sinh khdi — san xut vét li¢u nhya sinh hoc PHB

M6 hinh tich hop chiing minh kha ning khai thac chudi gia tri khép
kin, bao gom: tai sir dung nudc sau xir Iy; tan dung N, P va C trong nudc thai
Iam ngudn dinh dudng; thu hoi sinh khéi dé san xuat PHB phan huay sinh
hoc; va giam phat thai CO; thdng qua qua trinh quang hop. Nho d6, moé hinh
dong vai tro nhu giai phap kép, vira xar ly 6 nhiém nuéc thai sinh hoat hiéu
qua, vira tao ra tai nguyén tai tao tir chat thai, pht hop véi dinh huéng cong
nghé xanh, kinh té tuan hoan va phét trién bén vimg, dic biét c6 tiém ning
nhan rong cho cac hé thdng xtr Iy nudce thai dé thi, khu cong nghiép va ndng
nghiép giau dinh dudng.

24



’ KET LUAN VA KIEN NGHI
1. Két luan
Cac két qua nghién ciu chinh ma luan an dat dugc bao gom:

- Xac dinh dugc ching S. salina M8 ¢6 téc d6 sinh truong tét, kha
nang thich nghi cao va tich lity PHB vuot troi. Chung nay thé hién tinh 6n
dinh sinh hoc va c6 tiém ning (g dung cao trong céc hé thong nudi cay sir
dung nudc thai, do d6 dugc lya chon lam ddi twong nghién cau chinh cho
cac budc tiép theo.

- Xac dinh dugc diéu kién ti wu: cuong do anh sang ~ 9.800 lux, pH
~ 8,0 va nhiét d6 ~ 32°C, tai d6 cho sinh khéi 2,73 g/L va ham luong PHB
21,4% I16n nhat. M6 hinh hdi quy du doan sinh khéi va PHB duoc xay dung
véi do phu hop cao.

- Nghién ctru di chiing minh kha ning nuéi cay vi khuan lam bang
nuéc thai sinh hoat & quy md phong thi nghiém, véi sinh truong téi wu tai
C:N:P=70:7:1, pH = 7 va anh sang 13.500 lux, dat sinh khi 3,0 g/L va PHB
dat trén 40% khéi luong khd (DWC).

- Budc dau trién khai thr nghiém thanh céng chang S. salina M8
trong hé thong quang sinh quy md 30 L dudi diéu kién nudi ngoai troi. Hé
thdng duoc van hanh & cac didu kién ti wu, vi khuan lam sinh truong tét voi
sinh khéi kho dat 3.4 g/L va ham lugng PHB dat 50,2% khéi luong kho té
bao. Pong thoi, hiéu suét loai bo cac chat 6 nhidm, bao gdm 99,6% COD,
99,6% BODs, 90,3% tng nitrogen va 95,9% tong phosphorus, qua d6 khang
dinh tinh kha thi cia mé hinh tich hop xur 1y nudc thai sinh hoat va san xuét
sinh khéi giau PHB, dinh huéng mé rong quy mé va ing dung thuec tién.

- Xay dung quy trinh thu hdi, chiét tach va tinh sach PHB, ddng thoi
dic trung day du cau tric, hda—ly va nhiét hoc cua vat liu. Két qua FT-IR,
IH-NMR, 2C-NMR va GPC xac nhan PHB c6 d6 tinh khiét cao, khdi luong
phan tir 16n (Mw = 856,9 kg/mol) va chi sé da phéan tan rong (Mw/Mn =
4,34) va tinh chét phu hop cho tng dung vat liéu sinh hoc, cho thay tiém
nang thay thé nhya hda thach.
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2. Kién nghi
- Tiép tuc nghién ciu cac dung méi chiét tach PHB than thién va an
toan véi moi truong hon dé thay thé chloroform.

- M¢ rong thir nghiém chung S. salina M8 trén céac loai nudc thai
khac (nhu nuéce thai thuc pham, chin nuéi, ché bién thiy san...) nhim danh
gia kha nang thich nghi, hidu qua xtr 1y va tich liiy PHB trong cac diéu kién
thuc té da dang, ddng thoi giam chi phi bo sung ngudn carbon tinh khiét.

- Trién khai nudi ciy S. salina M8 trong cac hé quang sinh mé van
hanh theo ché do dong lién tyc, nham danh gia tinh on dinh dai han cta hé
théng, kha nang duy tri sinh khéi va tich lity PHB, lam co sé cho dinh
hudng mé rong quy md va ing dung thyc tién.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

- Lya chon va chting minh tiém niang ung dung ciia chung vi khuan
lam S. salina M8 trong xir 1y nuéc thai sinh hoat két hop thu hdi sinh khéi
giau nhya phan huay sinh hoc PHB. Xay dung duoc phuong trinh hdi quy
vé ndng do sinh khéi kho va ham luong PHB tich lily cua S. salina M8.
Xac dinh dugc diéu kién nudi cdy tbi wu trong méi truong chuan cho S.
salina M8 tai cuong d¢ anh sang ~ 9.800 lux, pH ~ 8,0 va nhiét d ~ 32°C,
néng d6 sinh khdi khé cuc dai dat 2,73 g/L va ham lugng PHB tich liy 16n
nhat 21,4 % sinh khéi khd, gop phan lam 13 co sé khoa hoc cho viéc téi uvu
héa qua trinh nudi ciy vi khuan lam phuc vy thu héi vat liéu sinh hoc.

- Luan an da chung minh kha nang xu ly hiéu qua nudce thai sinh hoat
bang vi khuan lam S. salina M8, véi hiéu suat loai b6 COD va BODs dat
99,6%, tong nitrogen dat 90,3% va tong phosphorus dat 95,9%. Chét lugng
nuéc sau xir ly dap @ng Quy chuan ky thuat quéc gia QCVN
14:2025/BTNMT, cho thay tiém ning &ng dung caa chang vi khuan lam nay
trong cac hé thdng xir Iy nude thai sinh hoc.

- Luan 4n da trién khai thir nghiém thanh céng chang S. salina M8
trong hé quang sinh dang dng quy mé 30 L dudi cac diéu kién tdi wu, dat
ndng do sinh khdi kho 3,4 g/L va ham lugng PHB tich lity toi da 50,2% khoi
luong kho té bao. Két qua khang dinh tinh kha thi cia mé hinh tich hop xir
1y nu6ce thai sinh hoat va san xuét sinh khéi giau PHB, ddng thoi tao co s
khoa hoc cho viéc ma rong quy mé va tng dung trong thuc tién.
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