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MO PAU

1. Ly do chon dé tai

Viét Nam 1a mot dat nude co truyén thong nong nghiép tir xua
dén nay, va do d6 nong nghiép 1a nganh dong gop tich cuc cho phat
trién kinh té, x3 hoi cua dit nude. Tuy nhién, cung v&i sy phat trién
manh ctia ndng nghiép 1a sy lam dung va st dung phd bién thudc hoa
hoc trir sdu bénh. Pic biét, do sy han ché vé hiéu biét cua nguoi dan
va cong tic quan 1y con 16ng 1éo nén mot lugng 16n hoa chit bao vé
thuc vat da duogc st dung tran lan trong mot thoi gian dai va phat tan
ra moi truong; gy ra 6 nhiém. Trong d6, dang chu y 1a hai chat kho
phan huy 1a DDT (Dichloro-Trichloroethane Diphenyl) va Lindane
(C6HO6CI6) hay con dugc goi 1a y-hexachlorocyclohexane (y-HCH).

DDT va Lindane 13 hai hoa chét diét con trung dugc st dung
phd bién nhit va ciing 1a tac nhan gay 6 nhiém méi truong nghiém
trong. DDT va Lindane duoc phan loai 13 chat 6 nhiém hiru co khéd
phan huy vi tinh 6n dinh cao trong méi truong, khién chung tré thanh
ngudn 6 nhidm lau dai cho hé sinh thai. Ngoai ra, DDT va Lindane con
6 thé duoc hép thu dé dang va tich tu trong co thé cua cac sinh vat
séng; ndng do cac chat nay tré nén cao hon & cac bac cao hon cua
chudi thirc an, dic biét 14 trong cac loai sinh vat 16n va séng lau. Ngoai
tac dung gy doc truc tiép, cac thude trir sau ké trén c6 thé con bi bién
d6i thanh mot hodc nhidu chét chuyén héa ma cac chat ny c6 thé co
tinh chat hoa hoc va ddc tinh khac v6i hop chét ban dau.

O Viét Nam, thuc trang tdn du cac hoa chat DDT va Lindane
van con rat nghiém trong trong dat nong nghiép. Trude thuc trang 6
nhiém néu trén can c6 nhitng phuong phap hitu hiéu dé phan giai DDT

va Lindane con ton du. Cac cach ti€p can khac nhau da dugc su dung
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dé phan giai DDT va Lindane, d6 1a xir Iy héa hoc, dt va chon lp.
Tuy nhién, cac phuong phap nay mic du xir Iy nhanh va hiéu qua chét
6 nhiém nhung chi phi xir Iy cao, khong xir 1y duoc triét dé, van dé lai
mot s6 anh huong doc hai véi moi truong va sire khoe con nguoi. Do
vay, viéc xir Iy 6 nhiém bang cac phuong phap xir 1y sinh hoc an toan
v6i moi truong dang dan tro thanh nhing giai phap duge mong mudn
nhat.

Xt 1y cac chat 6 nhidm bang phwong phap phan huy sinh hoc
hién nay dang duoc xem 1a mot hudng di méi bén viing va nhiéu trién
vong trong viéc giai quyét cac van dé 6 nhiém trong d6 c6 6 nhiém
DDT va Lindane. Phuong phap nay thuong dua trén nguyén tic st
dung cac vi sinh vét c6 kha nang phan hity cac chat 6 nhidm, nén chung
an toan, than thién véi h¢ sinh thai va moi truong. Phuong phap phan
hay sinh hoc 14 phwong phap it phuc tap, khong doi hoi cac diéu kién
moi truong qua khit khe, va chi phi thap; do d6 rat phu hop véi diéu
kién nudc ta. Tuy nhién, hién nay van chua c6 nhiéu nghién ciru vé vi
sinh vat phan gidi hi¢u qua DDT va Lindane. Trong khi do, viéc st
dung cac chung vi sinh vt c6 ngudn gbc & Viét Nam va co tiém ning
phan giai hiéu qua DDT va Lindane s& phu hop khi tmg dung thuc té
tai Viét Nam. Mic du vdy, cac nghién clru gén day da cho théy han ché
cua viéc st dung cac ching don 1é trong thuc té, dic biét do sy kém
linh hoat trong kha néng thich nghi cua ching véi méi truong tu nhién.
Do d6, mot xu thé hién nay 1a phat trién cac ché pham vi sinh vat dang
hdn hop da ching voi nhirng tuong tic bd trg cho nhau giup lam ting
hiéu qua xir Iy 6 nhiém va ting kha ning thich Gmg véi cac diéu kién

moi truong khac nhau.



D¢ phat trién cac ché pham vi sinh da ching méi xir Iy DDT
hodc Lindane mot cach hiéu quéa nhat, mot cach tiép cAn moi hién nay
1a dua trén dénh gia tiém nang trao d6i chat va kha nang xtr Iy 6 nhiém
DDT va Lindane thong qua phan tich h¢ gen (genome-mining) cua vi
sinh vat va tir d6 xay dung (in silico) nhimg phuong an t6 hop chung
tao ché phim sinh hoc tiém ning nhat. Cac phuong 4n nay sau do sé
dugc khao sat hiéu qua thyc sy trong phong thi nghiém va trong thuc
té dé cudi cung dua ra dugc cac ché pham sinh hoc ing dung tot ngoai
thuc dia dé xtr ly dat 6 nhiém. Pay ciing 1a nén tang dé phat trién nhirng
quy trinh céng nghé sinh hoc khac biét gitp xir Iy dat 6 nhiém DDT va

Lindane ¢ Viét Nam mot cach hiéu qua.
2. Muc tiéu nghién ciru

- Nghién ctru phén tich duoc genome ciia cac ching vi khuan
va xa khuén trong bo suu tip giéng phén 1ap tai Viét Nam c6 kha ning
phan giai DDT hoic Lindane da duoc tuyén chon. Tir d6, du doan duoc
céc tuong tac tiém nang giira cac ching tuyén chon va dua ra duoc cac
t6 hop ching tiém ning c6 kha niang phan giai hiéu qua DDT hoic
Lindane . Pdng thoi, danh gia dwoc hiéu qua phan giai va kha ning
ung dung thuc té cua cac td hop nay, qua d6 lya chon dugc phuong an
t6i wu dé phat trién ché phim sinh hoc xir Iy 6 nhiém DDT hoic

Lindane.

- Xay dung dugc quy trinh san xuit ché pham sinh hoc da
ching xtr 1y 6 nhiém DDT hodc Lindane trong dat va budc dau thir
nghiém duoc xtr 1y dat 6 nhidm DDT hodc Lindane bang ché phim

sinh hoc.



3. Noi dung nghién ctru

Nbi dung 1: Nghién ciru phan tich hé gen, du doan cac to hop
tiém ning, danh gia hiéu qua phéan giai DDT hodc Lindane va kha ning
thich nghi v6i cac diéu kién thyc té ctia cac t6 hop d6 nham xay dung

céc t0 hop chung gitip phéan giai hiéu qua DDT hoic Lindane

N6i dung 2: Nghién ctru xdy dung quy trinh san xuat ché pham
da chiing tir cac t6 hop chung xiy dung duoc

Nbi dung 3: Thir nghiém xtr 1y d4t 6 nhiém DDT hoic Lindane
bang ché pham sinh hoc & quy mé phong thi nghiém va budc dau thir

nghiém xtr Iy & mé hinh thyc té
4. Y nghia khoa hoc va thue tién
Y nghia khoa hoc:

Hién chua c6 cong trinh khoa hoc nao nghién ctru va cong bd
vé viéc chi dong xdy dung cong thirc t6 hop vi sinh vat nhim phan
giai hiéu qua DDT va Lindane. Ngoai ra, cach tiép can st dung cac k¥
thuat moi nhu giai trinh tu toan hé gen va khai thac hé gen nham danh
gia triét dé tiém nang trao doi chét va xur Iy 6 nhidm ciing chua duge
ap dung cho cac nghién curu kha nang phan hiy sinh hoc cia vi sinh
vat. Phat hién vé kha ning phan giai DDT va Lindane cta cac ching,
dic biét 1a trong tac cua cac chung trong cac td hop ching khac nhau
la mot dong gop mdi cho khoa hoc. Pac biét, nhiing chung ban dia co6
ngudn gdc tai Viét Nam va c6 tiém ning phan giai hiéu qua DDT va

Lindane s€ phu hop khi rng dung thuc té tai Viét Nam.



Y nghia thuc tién:

Quy trinh san xudt ché pham sinh hoc va cong nghé xur ly
DDT, Lindane bang cac ché pham dugc nghién ciru va phat trién trong
luan an nay c6 y nghia quan trong trong viéc cai thién chat luong dét
6 nhiém, giam thiéu nguy co 6 nhidém méi truong va tac dong tidu cuc
dén sirc khoe cong dong do hai chit doc nay gay ra. Thyc té hién nay
cho théy, nhiéu khu vyec tai Viét Nam van con ton du DDT va Lindane
trong dt, trong khi cac phuong phap xtr Iy hoa — 1y dang duoc ap dung

thuong co chi phi cao va hiéu qué chua triét dé.

Trong bbi canh d6, ché pham sinh hoc t6 hop vi sinh dugc xay
dung tr cac chung vi sinh vat ban dia c6 kha nang phan giai DDT va
Lindane, dugc thtr nghiém trong diéu kién thuc té tai Viét Nam, mang
lai hiéu qua xt 1y cao va phu hop véi diéu kién trong nude. Bén canh
do6, quy trinh cong nghé xir Iy duoc thiét ké don gian, chi phi thap va
d& trién khai tai cac ving ndng thon — noi hién nay van con nhiéu khu
vuc bi 6 nhiém DDT va Lindane — gop phan tao ra giai phap kha thi,
bén virng va than thién v6i méi truong. Pac biét, ché phém sinh hoc
xtr Iy DDT va Lindane van chua xuét hién trén thi truong. Do do, ché
pham dugc nghién ctru htra hen s& 1a mot san pham mai hip dan cho
cac doanh nghiép hoic dia phwong c6 nhu cau.

5. Nhirng dong gbp méi ciia dé tai

+ Lan déu tién nghién ctru xay dung cong thirc to hop vi sinh
vat phan giai DDT hodc Lindane hiéu qua cao, trén co s¢ sir dung cach
tiép can phan tich hé gen (genome-mining) dé lya chon va phdi hop

cac chung vi sinh vat toi uu.



+ D¢ xuat va phat trién thanh cong ché pham sinh hoc da ching
c6 kha nang phén giai hiéu qua DDT hodc Lindane, dong thoi xay dung
dugc quy trinh cong nghé xtr 1y dét bi 6 nhiém boi hai hop chét nay
bang cac ché pham d tao ra. Quy trinh da duoc thir nghiém va ching

minh hiéu qua cao.

CHUONG 1: TONG QUAN
1.1 Tong quan chung vé thyc trang 6 nhiém va ton du DDT va
Lindane

1.1.1  Gi6i thiéu vé DDT

DDT (dichloro-diphenyl-trichloroethane) duoc phat hién lan
dAu tién vao nam 1873 boi Othmar Zeidler va duge nha héa hoc Thuy
Si Paul Herman Muller str dung rong rai nhu mot loai thudc trir sau tir
nam 1939. Tuy nhién, DDT gy ra nhing hau qua nguy hiém dbi véi
strc khoe con ngudi, sinh vat, cling nhu anh huéng dén méi trudng tur
nhién, nhu 1am ting tinh khang thudc ¢ nhiéu loai con tring gy hai

anh hudong dén mua mang.

1.1.2  Giéi thiéu vé Lindane

Lindane con duoc biét dén 1a gamma -
hexachlorocychloridehexane (y - HCH), duoc tong hop vao nam 1852
boi nha khoa hoc ngudi Anh Michael Faraday bang cach cho benzen
phan tmg v6i chloride dudi anh sdng mat troi. Tuy nhién, do nhiing tac
doéng co hai dén con nguoi va moi truong, viéc st dung Lindane véi
muc dich trir sdu da bi cdm ké tir nam 2009 nhung van dugce san dugc

san xuat va st dung cho cac muyc dinh y té theo cdng udc Stockholm.

1.2 Hién trang va tac hai ciia DDT va Lindane dén con nguoi
va moi treong

1.3 Cic phwong phap xir Iy 6 nhiém, ton dw DDT va Lindane
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1.3.1 Tinh hinh chung trén thé gi¢i

1.3.2  Tinh hinh tai Viét Nam

1.4 Vi sinh vat phan giai DDT va Lindane

1.4.1 Phan giai sinh hgc DDT nhd vi sinh vat

1.4.2 Phan giai sinh hgc Lindane nho vi sinh vt

1.43  Cac nghién ciru vé sir dung td hop chiing phin giai DDT
va Lindane

1.5 Genome-mining va wng dung trong nghién ctru vi sinh vit
— xir Iy 6 nhiém méi truong

1.6 Cic yéu to thwe té anh huwéng dén cac to hop vi sinh vit ¢6
kha nang phan gidi DDT va Lindane

1.7 Ché pham sinh hoc xir Iy 6 nhiém DDT va Lindane trong
dat

1.7.1  Ché phim sinh hoc phan hily thuéc BVTV

1.7.2  Tinh hinh nghién ctru ché phim xir 1y ton dw DDT va
Lindane

1.7.3  San xuit ché pham sinh hoc



CHUONG 2: VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1 Vit liéu nghién ctru
Béang 2.2. Danh sach cac chiing dwgc sir dung trong nghién ciru

STT | Ki hiéu Pinh danh Ma luu Cé kha Co kha
trir tai ning phan ning
PU-PRC | giai DDT | phan giai
Lindane
1 T006 Pseudomonas sp. | PU50001 X
nov.
2 TO087 Pseudomonas PU50002 X
putida
3 TNO030 | Cupriavidus PU50003 X
metallidurans
4 PAMG64 | Pseudomonas PU50004 X
lalkuanensis
5 PAMG67 | Pseudomonas PUS50005 X
anuradhapurensis
6 Y077 Pseudomonas PUS50006 X
nitroreducens
7 Y042 Stenotrophomonas | PU50007 X
maltophilia
8 Y050 Stenotrophomonas | PU50008 X X
maltophilia
9 DDT21 | Streptomyces PUS50009 X
marianii
10 DDT23 | Streptomyces PUS50010 X
nojiriensis




STT | Ki hiéu Pinh danh Ma luu C6 kha Co kha
trir tai ning phan ning
PU-PRC | giai DDT | phan giai
Lindane

11 T069 Pseudomonas PU50011 X
putida

12 Y027 Sphingobacterium | PU50012 X
mizutaii

13 Y049 Sphingobacterium | PU50013 X
multivorum

14 Y052 Sphingobacterium | PU50014 X
multivorum

15 Y076 Pseudomonas PUS50015 X
kribbensis

16 PAMG6S | Pseudomonas PUS0016 X
putida

17 PAMG66 | Pseudomonas PUS50017 X
putida

18 LDO02 Streptomyces PUS50018 X
wuyuanensis

19 Al19 Streptomyces PUS50019 X

katrae




2.2 So d6 nghién ciru

Xay dung céc td hop chiing gitip Phan tich hé¢ gen (WGS) cac chung
phan giai hi¢u qua DDT hoic vi sinh vat )
Lindane )
Duy doén céc t6 hgp ching tiém ning
‘ J/

DPanh gia hi¢u qua phan giai DDT hodc
Lindane ¢ cac moi truong khac nhau
2l ‘ I
Danh gia kha nang thich nghi trong cac
| dicu kién moi truong va dicu kién thuc té )

Nghién ctru quy trinh Ién men thu
sinh khéi cac chung thanh phan
T
Nghién ciru quy trinh thu héi sinh khéi )
sau lén men
7
Nghién ctru chit mang phu hop dé
§ bao quan sinh khéi )

]
Xay dyng quy trinh san xuét ché phim da )
chung

,

S J

Thir nghiém xir Iy dat 6 nhiém DDT hodc )
Lindane ¢ quy mo phong thi nghiém
¥
Xay dung quy trinh xir Iy dit
6 nhiém DDT hodc Lindane
]

N

J

[Buéc dau thir nghiém trén m6 hinh thyc té

Hinh 2.1. So' dd nghién ctru
2.3.Phwong phap
2.3.1 Phuong phap phin tich hé gen va xy dung té hop vi sinh

vat
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2.3.2 Phuwong phip danh gia hi¢u qua phin giai ctia cac to hop

vi sinh vat

2.3.3 Phuwong phip xiy dung quy trinh san xuét ché phim da
chiing

2.3.4 Xay dung quy trinh xir Iy dit 6 nhiém DDT va Lindane
bang ché phidm sinh hoc va buéc diu thir nghiém trén mé hinh

thuc té

2.3.5 Phin tich h6a hoc nhim danh gia khi ning phan giai
DDT va Lindane

2.3.6 Phwong phap xac dinh mat d¢ vi sinh vt
2.3.7 Phwong phap liy miu dit ngoai thyec té

2.3.8 Phan tich va xir Iy so liéu
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CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Phin tich hé gen dé xay dung t6 hop chiing gitip phan giai
hiéu qua DDT va Lindane
3.1.1 Két qua WGS ciia cac don chiing vi sinh vat

DNA tong s6 ctia 10 chiing vi sinh vét c6 kha nang phan giai
DDT hiéu qua (Streptomyces marianii DDT21, Streptomyces nojiriensis
DDT?23, Pseudomonas sp. nov. T006, Pseudomonas nitroreducens Y077,
Stenotrophomonas maltophilia Y042, Pseudomonas lalkuanensis
PAMO64, Pseudomonas anuradhapurensis PAMG67, Cupriavidus
metallidurans ~ TNO030,  Stenotrophomonas  maltophila Y050,
Pseudomonas putida TO87) va 10 ching phan giai Lindane hiéu qua
(Streptomyces  wuyuanensis 1LDO02, Streptomyces katrae Al119,
Pseudomonas  putida PAMG6S, Pseudomonas putida PAMG66,
Stenotrophomonas maltophilia Y050, Sphingobacterium mizutaii Y027,
Sphingobacterium multivorum Y049, Sphingobacterium multivorum
Y052, Pseudomonas putida T069, Pseudomonas kribbensis Y076) da
duoc tach chiét thanh cong va dat tiéu chuan chét lugng dé tién hanh giai
trinh ty WGS. Pay 14 nhitng chung dugc tuyén chon ¢ kha ning phan
giai hiéu qua DDT va Lindane cing kha nang thich t6t v6i cac diéu kién
moi truong khac nhau.
3.1.2  Chon tao t6 hop chiing thong qua du do4n twong tac dua
trén phén tich genome . o

be du doan tuong tac gilra cac don chiing, ban do trao doi chat
ctia timg cdp hai don chiing duoc dbi sanh véi nhau dé theo ddi su bo trg
cta cic con duong. Hai nhom con duong gdm “Chlorocyclohexane and

chlorobenzene degradation” va “Dioxin degradation” dugc Iua chon.
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Hinh 3.5. Chi thich nhirng gen va enzyme tuwong rng ciia nhitng
chiing nghién ctru cé tham gia vao hai con dwong
“Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation” va “Dioxin

degradation” theo dir liéu KEGG

TNO30+ DDT21

M TNO30
W DDT21
M Con dudng chung

Hinh 3.6. Ban do tong hop cac con dudng trao ddi chit cia
DDT21 va TN030
Ghi cha: Con duong dic trung cuia mdi chung dwoc danh déu bang mau riéng.

Nhimg con dudng boi ddm 1a nhimg con dudng lién quan dén phan hay

Chlorocyclohexane, chlorobenzene va dioxin
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Dua trén cac phan tich va du doan tuong tac néu trén, 10 td
hop chiing phan giai DDT tiém ning nhat dugc dé xuat thir nghiém
(Bang 3.5).

Bang 3.5. Cong thirc cic to hop phan gidi DDT tiém niing dwoc
dé xuit dua trén twong tac giira cic don chiing

STT Tén Thanh phén vi sinh vat
1 HDI DDT21, TN030, T006, PAM64, Y042
2 HD2 DDT21, TN030, T006, PAM67, Y042
3 HD3 DDT21, TN030, Y077, PAM64, Y042
4 HD4 DDT21, TN030, Y077, PAM67, Y042
5 HDS5 DDT21, TN030, T006, PAM64
6 HD6 DDT21, TN030, T006, PAM67
7 HD7 DDT21, TN030, Y077, PAM64
8 HD8 DDT21, TN030, Y077, PAM67
9 HD9 DDT21, TN030, T006
10 HD10 | DDT21, TN030, Y077
—— ==

- IR e |

W T089 —
W A119 I
M Con dutmg chung EENeS T
flr ]
L J N i \? i

LU

4 \

—H 3

1] i

— Y T

e —— J|_-. =]

Hinh 3.8. Ban d6 tong hop cic con dwong trao déi chit ciia A119
va T069

Ghi cht: Con dudng dic trung ctia mdi chiung duge danh déu bang mau riéng.

Nhimg con dudng boi ddm 13 nhitng con dudng lién quan dén phan huy

Chlorocyclohexane va chlorobenzene
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Duya trén cac phan tich va dy doan tuong tac néu trén, 10 to
hop chung phén giai Lindane tiém ning nhat dugc dé xuat thir nghiém
(Bang 3.6).

Bang 3.6. Cong thirc cic to hop phin gidi Lindane tiém ning

dwoc dé xuit dua trén twong tac giira cac don chiing

STT Tén Thanh phén vi sinh vt
1 HH1 | T069, A119, PAM66
2 HH2 | T069, A119, Y050
3 HH3 | T069, A119, Y027
4 HH4 | T069, A119, PAM66, Y050
5 HH5 | T069, A119, PAM66, Y027
6 HH6 | T069, A119, Y050, Y027
7 HH7 | T069, A119, PAM66, Y050, Y027
8 HH8 | T069, PAM66, Y050
9 HH9 | T069, PAM66, Y027
10 HH10 | T069, PAM66, Y050, Y027

3.1.3 Nghién ciru danh gia hiéu qua phan giii DDT va Lindane
ciia cac td hop chiing va danh gia cac dic tinh lién quan dén kha
niing ing dung thue té

Nhin chung, cic t6 hop ching thé hién kha ning phan hiy
DDT cao hon so véi cac ching don 1€. Sy khac biét nay dac biét ro
trong moi trudng rin, va ndi bat nhit ¢ diéu kién ban ran. Tong hop tat
ca cac két qua néu trén, c6 thé thiy HD4 va HD7 la nhitng t6 hop vira
c6 kha ning phan hity DDT hiéu qué vira thich tmg véi cac didu kién
thuc té da dang.

Tdong hop cac két qua trén vé kha ning phén giai & méi trudng
1ong, ran va ban ran, c6 thé nhan thiy rang cac t6 hop co hiéu suat tot
nhét trong cac dang méi trudng khac nhau 1a: (i) HH2, HH3, HH4 va
HHG6 trong méi truong 16ng; (i1) HH4, HHS va HH6 trong méi truong

bén rén; va (iii) HH1 va HH4 trong méi trudng rin. Dya trén tit ca cac
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két qua anh hudéng cua diéu kién moi truong dén hiéu suét loai bo
Lindane cta céc to hop duoc thir nghiém, chiing t6i nhan dinh HH1 va
HH3, dic biét 1a to hop HHI, 1a nhiing t6 hop ndi bat hon ca, do chiing
c¢6 kha niang thich nghi tot nhat vdi nhiéu diéu kién khac nhau nhu nhiét

dd, do pH, ngudn cacbon va nito bo sung, va nong do co chat.

3.2 Xiy dung quy trinh sin xuit ché phadm da chiing
3.2.1 Nghién ciru quy trinh 1én men quy méd 10L tao ché phim
véi cac ching phan giai DDT va Lindane
B sung ri dudng 12 ngudn cacbon tiém ning va hiéu quéa cho
qué trinh 1én men. B6 sung 0,1% amoni sulfat 1a ngudn nito trong qué
trinh 1én men. Ty 1¢ tiép giéng 5% dugc x4c dinh 1a thich hgp cho quéa
trinh 1én men.
3.2.2 Nghién ctru quy trinh thu héi sinh khéi sau 1én men
Phuong an loc va ly tam déu co thé duge xem 1a nhitng lya
chon kha thi cho qua trinh thu héi sinh khéi vi khuan sau 1én men.
3.2.3 Nghién ctru chit mang phu hop dé bao quan ché pham
Than bun 1a chit mang t5i wu dé tao ché phdm. Quy trinh cai
tién sdy 40°C trong 3 gid sau khi tron ché pham vira tiét kiém chi phi
va hiéu qua bao quan giup duy tri mat do va hoat tinh t6t hon cong
thirc c6 bd sung silica.

3.2.4 Quy trinh san xuit ché phiam sinh hoc tir cac don chiing
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Chiing gidng
(vi khuan hoa

xa khuin)

Lén men thu sinh khéi ching vi khuin
Lén men cép 1 trong méi trudmg LB (lic 150 vip,
30°C, 24 gioy)
Lén men cép 2 trong méi trudmg MSM — i dudmg
(tiép gidng 5%, tde di khudy 50 vip, tde dg suc khi

Lén men thu sinh khéi chiing xa khuin
Lén men cp | trong moi trudmg ISP2 (ldc 150 vip,
30°C, 48 gio)
Lén men cép 2 trong mdi trudng MSM — ri dudmg
(tiép gidng 5%, téc dé khudy 50 vip, tée dé suc khi 1,5

1,5 1it7it méi trumg phiit, 30°C, 40 gid)

Tit/lit méi trucmg/phiit, 30°C, 40 gio)

\/

Thu hdi sinh khi
Phuong én 1: Ly tam (6000 vip, 15 phiit)
Phurong 4n 2: Loc thu sinh khéi (kich thude 16 loc 0,2um)

l

Hoa lai sinh khéi trong méi trwimg MSM
(thé tich = % thé tich lén men trude thu hoi)

Kiém tra mat dj mdi ching
(= 1x 105 CFU/g)

Phii trjn chéiit mang cho timg chiing
(Tv 1é: 10 than bim : 1 sinh kh(i’l‘j

Siy 40°C, 3 gio

I

Kiém tra mét d§ mdi chiing
(=1x107 CFU/g)

Phéi tron tao ché phim hén hep
(Ty I¢ cac san pham don ching déu nhau)

|

Pong gbi va bio quin
(bao quan nei khé, thodng, mat)

Hinh 3.28. So' d6 quy trinh san xuit ché phim

l

< Ché phém sinh hoe >
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33 Nghién ctru xay dung quy trinh xir Iy dit  nhiém DDT va
Lindane bang ché phim sinh hoc va thir nghi¢m mé hinh thyc té
3.3.1 Thir nghiém xir Iy 6 nhiém dat DDT quy md phong thi
nghiém

Quy trinh xtr Iy dat 6 nhiém DDT duoc xay dung nhu sau:

Phiéin tich miu dét 6 nhi®m DDT
- Thu miu theo TCVN 7538:2005
- Phén tich ham lugng DDT

$

Xir ly so' b
- Dao, x6i trén téi dd sau 100 em
- Chinh pH dit (néu cin) vé trong khoang 5-9

$

) B sung ché phim o /1
- B0 sung vdi ty 1€ 5% (w/w) vao dat bang
cach rai déu, cay xéi, tron déu

y

Bf)lsung dung dich phu gia va nuée ! Dung dich phu gia 1|

- Chuan bi lugng dung dich phu gia Nl (T“;eenRO) I
(Tween80) phu hop: 1 litym?* dat can xaly | ——f7——————————

- Tinh toan va chuén bj nuéc can bé sung sao

. I
/ Ché phim HD4 I
\I_| Mit 4§ VSV = 1 x 107 CFU/g |

cho dé im cudi ciing cia dit dat 70% P 1
- Bo sung luong dung dich phu gia cin thiét {\I_I Nwée :
vao lugng nudce can bo sung AR MR

¥

Phén tich lai mu dit

) 2

Dit dugre xir Iy
Nﬁng do DDT giam > 60% va < 16,5 ppm

Hinh 3.33. So d6 quy trinh ing dung ché pham sinh hoc trong xir
ly dét 6 nhiém DDT
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e

3.3.2  Gia thuyét vé con dudong phén gii DDT bing ché phim
sinh hoc
70% nudéc

DDT21,
TNO30, Y077,

PAve7 Y02 86 sung
m Cré phim o1
O Tlep can DDT: 5%
) C cl

ché& pham

0,1% Tween80

Phan hiy ‘
sinh hoc
) O 0
Cl o] 1
DDD c

Cl (o]
/‘)/\‘\OIO i @ r D e @ s s @ > CO,
| 1
Cl Cl ¢l <l
DBP

DDMU

Hinh 3.35. Gii thuyét vé qua trinh phan hity sinh hoc DDT trong
dit béi ché pham HD4

3.3.3  Thir nghi¢m xir Iy 6 nhiém dat Lindane quy md phong thi

nghiém

Quy trinh xtr 1y dt 6 nhiém Lindane dugc xdy dung nhu sau:
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Phén tich miu dét 6 nhiém Lindane
- Thu mau theo TCVN 7538:2005
- Phan tich ham lugng Lindane

L 2

Xirly so b
- Dao, xai tron toi do sau 100 cm
- Chinh pH dat (néu can) v¢ trong khoang 5-9

A 4

) B sung ché phém /1)
- Bo sung véi ty 1€ 1% (w/w) vao dat bang
cach rai déu, cay xdi, trdn déu

L 2

B& sung dung djch phy gia va nwée 4_ 1" Dung dich phy gia 1|
- Chuan bj lugng dung dich phu'gia‘ N (T\\:eenSO) I
(Tween80) phi hop: 1 lim?® datcan xely | @ —————————————

- Tinh toan va chuin bi nuéc cin bd sung sao

I
v Ché phéim HH1 |
\\| =, Mitdo VSV =1x 10" CFU/g |

cho do dm cudi ciing cua dét dat 70% i _,r ____________ 1
- B‘(") sung lut,)-ng du{lg d‘jch phu gia can thiét (\I_] Nudée :
vio lwgng nude can bo sung e —

$

Phén tich lai miu dét

¥

bit duoe xir Iy
Nong d¢ Lindane giam > 70% va <24ppm

Hinh 3.40. So d6 quy trinh tng dung ché pham sinh hoc trong xir

ly dat 6 nhiém Lindane
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3.3.4 Giathuyét vé con dwong phin giii Lindane bang ché phim
sinh hoc

70% nuéc

& & A119, T069, | shsiig
PAM66 4t nhid .
cl cl Tiép can 4 1%

cl T ché phdm

/ Lindane \ 0,1% Tween80
Cl
C[ji?l\ cl ol
Phan huay
cl L cl sinh hoc Cl cl

Lindane Cl
TCCH
5 . yPCCH

Hinh 3.42. Gia thuyét vé qua trinh phan hiy sinh hoc Lindane
trong dat béi ché pham HH1

3.3.5 Thir nghiém trong mé hinh thue té

3.3.5.1 Thir nghiém xir Iy dit 6 nhiém DDT trén mé hinh thuc té
Két qua theo ddi ham lwong DDT con lai trong dat dugc thé hién

0 Hinh 3.47 cho théy xu hudng giam ro rét theo thoi gian, dac biét &

16 thi nghiém. Cu thé, ndng d6 DDT ban dau la 19,25 ppm, sau 6 tuan

giam manh con khoang 7,9 ppm va tiép tuc giam xudng chi con khoang

2,83 ppm & tuan thir 12 (hi¢u suat phan giai dat ~ 85%). Trong khi do,

16 dbi chimg chi giam nhe xudng 10,89 ppm sau 12 tuan.

3.3.5.2 Thir nghi¢m xir Iy dit 6 nhiém Lindane trén mé hinh thyec

14
A

te

Két qua (Hinh 3.49) cho thay ham luong Lindane trong dat tai
16 thi nghiém giam rat nhanh so véi 16 ddi ching. Ban dau, nong do
Lindane khoang 11,5 ppm, giam xudng con khoang 4 ppm sau 1 tuan,

duy tri & mirc ndy dén tuan thir 3 va xudng mic < 1 ppm, gan nhu

21



khong con phat hién ¢ tudn thi 6 ciing nhu tuan thi 12 (hidu suat phan
giai dat >90%). Nguoc lai, 16 ddi chimg lai ¢6 xu huéng ting nhe tir
khoang 12 ppm 1én 20 ppm trong sudt thoi gian thi nghiém. Do tuan
thir 6 khong phat hién thdy Lindane ¢ 16 thi nghiém nén chung t6i tién
hanh 1dy mAu sau hon vao tuan thi 12, ¢6 1& do d6 thiy ndéng do
Lindane trong mau ddi chimg c6 ting nhe; trong khi d6 trong mau thi

nghiém thi ham luong Lindane van & dudi ngudng phét hién duoc.

34 Théo ludn chung

KET LUAN VA KIEN NGHI

Két ludn

[1] D4 1am 13 tiém ning cua cac ching vi sinh vét phan 1ap tir
cac diém 6 nhiém tai Viét Nam trong viéc phan hiy DDT hodc Lindane
thong qua cach tiép can genome-mining két hop phan tich hé gen va
du doan twong tac trao d6i chat. Trén co s& do, 10 t6 hop chung tiém
ning phan giai DDT tir 10 chung tuyén chon c¢6 kha ning phéan giai
hiéu qua DDT va 10 t6 hop chung tiém ning phan giai Lindane tir 10
chung tuyén chon c6 kha ning phén giai hiéu qua Lindane di duoc xiy

dung.

[2] Ché pham xr Iy hiéu qua DDT la ché phdm t6 hop HD4,
bao gdm cic ching Streptomyces marianii DDT21, Cupriavidus
metallidurans  TNO030,  Pseudomonas  nitroreducens Y077,
Pseudomonas anuradhapurensis PAMO67 va Stenotrophomonas
maltophilia Y042. Ché phdm xtr 1y hiéu qua Lindane 1a ché phim t&
hop HHI, bao gdém cac chung Pseudomonas putida TO069,
Streptomyces katrae A119 va Pseudomonas putida PAM66.
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[3] Pa xay dung dugc quy trinh san xudt ché pham sinh hoc
phuc vu xtr 1y 6 nhiém dit chira DDT va Lindane. Mbi truong phti hop
nhat sir dung cho 1én men tao sinh khéi cac chung 1a méi truong t6i
thiéu MSM cai tién v&i ngudn cacbon 1a ri dudng va ngudn nito 1a
NH4(SO4)2. Cong thirc phdi tron ché pham phu hop 13 10 than bun :
1 sinh khéi. Sau phéi tron, ché pham duoc siy & nhiét do 400C trong
3 gio dé hoan thién.

[4] P4 xay dung dugc cac quy trinh céng nghé xir Iy dat 6
nhiém DDT hoic Lindane bang ché pham sinh hoc, trong d6 quy trinh
xir Iy dat 6 nhiém DDT sir dung 5% ché pham HD4 va quy trinh xr 1y
dat 6 nhiém Lindane st dung 1% ché pham HH1, két hop diéu chinh
d6 4m dat dén 70% va bd sung Tween 80 & ty 18 0,1%. Két qua bude
dau thir nghiém tai cac mé hinh thyc té cho thiy cac quy trinh c¢6 hiéu
qua xir Iy cao: tai mé hinh xur 1y dit nhidm DDT & xa Nghia Dan, tinh
Nghé An, sau 12 tuan nong d6 DDT giam khoang 85%, xudng con 2,8
ppm; tai mo hinh xr 1y dat nhiém Lindane & x4 Viét Xuyén, tinh Ha
Tinh, sau 12 tudn nong d6 Lindane giam trén 90%, xudng dudi gidi

han phat hién.
Kién nghi

+ Nghién ctru sau, lam r6 hon cac con duong phén giai ctia cac chiing

va to hop chung duoc Iya chon va ban chét di truyén lién quan.

+ Tdi uu héa quy trinh san xuat ché phim va quy trinh xtr 1y dt 6

nhiém dé tiét kiém chi phi hon nita.
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