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Linh vue k¥ thuat dwge dé cap

Séng ché dé cap dén ching vi khuan Stenotrophomonas maltophilia QNG02 c6 kha
nang tao mang sinh hoc trén chét mang 14 than sinh hoc véi hoat tinh cao c6 nhiéu ung dung
trong xir ly d4t 6 nhiém naphtalen, phenantren, antraxen va piren.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché
Khdi niém vé cdc hidrocacbon thom da vong

Hidrocacbon thom da vong (PAH - Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) dugc st dung
@& chi mot s6 cac chét hitu co gdm hai hay nhidu vong hidrocacbon thom lién két v6i nhau.
Cé6 hon 100 loai cac hidrocacbon thom da vong khac nhau trong d6 cé 17 loai hidrocacbon
thom da vong khac va duge xac dinh la ¢o néng d6 cao nhét tai cac vi tri nguy hiém trong
Danh séach céc qubc gia duge wu tién (NPL - National Priorities List) do co quan bao vé mdi
truong cia My quy dinh, d6 14 cac hop chat: naphtalen, acenaphthen, acenaphthilen, fluoren,
phenanthren, antraxen, fluoranthen, piren, chrisen, benzo[a]antraxen, benzo[b]fluoranthen,
benzo[k]fluoranthen, benzo[a]piren, indeno[1,2,-c,d]piren, benzo[gh,i]perilen,
dibenzo[a,h]antraxen, coronen (Agency for toxic substances and disease registry, 1995).

Théng thudng céc hidrocacbon thom da vong ton tai & dang hdn hop, it thdy & dang
don lé. Tai nhiét d§ thuong (tir 15-35°C), C4c hidrocacbon thom da vong tinh khiét ton tai &
thé ran, khong mau hodc ¢6 mau tring hay mau vang chanh va c6 mui hang nhe. Tuy thudc
vio khbi lugng phan tir ma céc hidrocacbon thom da vong c6 nhitng tinh chat vat 1y, hoa hoc
khéac nhau. Nhin chung ching c6 nhiét d6 néng chdy va nhiét d sdi cao, 4p suét bay hoi thap
va rét it tan trong nudc nhung tan tot trong chit béo. Bén canh dé, c4c hidrocacbon thom da
vong 14 nhitng chat ky nuéc. Kha ning gay 6 nhiém moéi truong tuy thude kha ndng hoa tan
cta chiing trong moi truomg nude. S& lwong vong benzen trong ciu tric hoa hoc cia céc
hidrocacbon thom da vong quyét dinh kha ning hoa tan cla chung trong nudc. Cac
hidrocacbon thom da vong giam kha nang hoa tan trong nuéce (hay ting tinh ky nudc) khi sb
lugng vong benzen tang (Cerniglia CE, 1992).
Nguén goc phdt sinh va tinh trang 6 nhiém cia cde hidrocacbon thom da vong

Céc hidrocacbon thom da vong dugc hinh thanh trong subt qué trinh dt chay khong
hoan toan cua than d4, dau mo, gb, rac thai hay céc hop chét hiru co nhu thudce 14 va thit chay
thanh than. Chiing ciing 14 sin phadm cia qué trinh trinh dbt chay khong hoan toan tai nhiét do
cao (500-800°C) hay su hinh thanh ctia cac hop chét hitu co & nhiét do thdp (100-300°C)
(Haritash va Kaushik, 2009).
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Mot vai hidrocacbon thom da vong dugce sir dung trong duoc pham va dugc lam thudc
nhudm, nhya va thube trir con trung. Mot s6 khéc trong nhua thong duoc st dung dé san xuét
nhuya duong. Chung cling duoc tim thiy trong cac ngudn co chét nhu dau thd, than d4, nhua
duong, dau hoa. Chiing ciing dugc tim thiy & moi noi trong mdi trudng trong khong khi, nude
va dit. Chung ton tai trong khong khi, tich tu nhiéu trong d4t hay trdm tich. Cu thé, chimg chi
yéu dugc phat sinh tir: Cac dong co chay bing dau diesel va cac loai khi d6t; cac moi truong
lam viéc, cac khu dich vu, cac 10 nuéng st dung khi ga va cac nha may san xuét va tiéu thu
nhya dudng; cac thiét bi dbt néng, cac thiét bi sudi, cac thap chung cit va cac loai 10 aét,
luyén kim; céc 10 dét rac: rac thai d6 thi, nguy hiém va réc thai y t&; céc sinh hoat hang ngay
ctia con nguoi: viéc hut thudc, dun ndu bang cti va dau hoa, d6t nong cac loai dau khéc nhau
va nudng thit; cdc qua trinh céng nghiép: qua trinh cracking beé gy cac lién két mach dai cua
c4c chit hitu co ¢6 trong ddu mé, cc cong doan dic st thép va san xuét nhém, than chi, v.v...
(Haritash va Kaushik, 2009).

Trong mdi trudng nude, ngudi ta ude tinh c6 khoang 2,3x10° tdn hidrocacbon thom da
vong xam nhap vao hé sinh thai nuéc mdi nim. Dic biét v6i hé sinh théi bién, tinh trang 0
nhi®m hidrocacbon thom da vong thuc sw d4ng bao dong. Ngudn phét sinh hidrocacbon thom
da vong chu yéu & day 1a tir phé thai cia cong nghiép hoa dau, cong nghiép khai thac va vén
chuyén diu mo, nudc thai cong nghiép va sinh hoat v.v... Khong chi ton tai trong méi trudng
nude tu nhién hidrocacbon thom da vong con dugc tim thdy trong nhidu miu nudce ubng.
Nguoi ta da tién hanh kiém tra 1 s luong nude khoang nhét dinh va xac dinh duoc 6 loai
hidrocacbon thom da vong c6 trong d6: flouranthen, benzo[b] flouranthen, benzo[k]
fluoranthen, BaP, benzo[g,h,i]perylen va indeno [1,2,3- cd] piren. Trong d6 90% mau nudc
kiém tra c6 ndng do 6 loai hidrocacbon thom da vong trén tir 0,001-0,01 pg/l, 1% mAu nuée
¢6 ndng o trung binh 16n hon 0,11pg/l va ndng dd BaP trong d6 1a khoang 0,002-0,024 pg/l
(Agency for toxic substances and disease registry (1995)).

Nhiéu nghién ciru ciing cho thy su ¢6 mit ciia cac hidrocacbon thom da vong trong
cac mau trim tich véi ndng d6 cao. O vinh Boston (M§) ndng do hidrocacbon thom da vong
1én téi 100.000 ng/g. Hidrocacbon thom da vong tich lily nhidu nhu vy 1a do ching c6 kha
nang hoa tan kém trong nudc nén bi hip phu véi sé lugng 16n vao trong céc 1ép d4 trim tich
(Hiroshi va cdng su, 1998).

Théng qua cac két qua nghién ciru ciia cic nha khoa hoc duoc tién hanh & Béc M¥ thi
trung binh mdt ngay con ngudi ldy vao 3,12 mg hidrocacbon thom da vong trong d6 96,2% la
tir thuc phim, 1,6% tir khong khi, 0,2% tu nudc va 0,4% tu d4t. Nhu vay su 06 nhiém
hidrocacbon thom da vong di tré nén rit phd bién trong méi trudng va cin thiét phai cé
nhitng bién phap dé han ché va ngan chin sy phét tan hidrocacbon thom da vong dé bao vé
con nguoi va cac h¢ sinh thai xung quanh chung ta.

Tinh doc va anh huong cua cdc hidrocacbon thom da vong t6i méi truong va sikc khée con
nguoi

Tinh d6c cua hidrocacbon thom da vong di duoc ngudi ta biét dén tir nhitng nam 30

cua thé ky XX khi Hieger va Cook cing nhing cong sw khac nghién ctu va thy tinh thé
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benzo[a]pyren mau vang gay khéi u & dong vat thi nghiém. Ciing khong gibng nhu hau hét
cac hop chét hitu co doc hai bi cAm hodc bi gidi han thai, hidrocacbon thom da vong tiép tuc
duoc thai vao moi trudng boi sy hinh thanh phd bién trong qué trinh d6t cac nguyén liéu hoa
thach va viéc thai ra trong qua trinh tim kiém, van chuyén va st dung diu mo. Su t6n luu
trong mot thoi gian dai cua hidrocacbon thom da vong trong moi truong s€ dan dén viéc con
nguoi co thé bi nhiém hidrocacbon thom da vong tai nha, ngoai dudng hay noi lam viée. Mot
diéu can luu ¥ 12 hidrocacbon thom da vong thuong tdn tai & dang hon hop, it thiy & dang don
1é do vay khi bi nhidm hidrocacbon thom da vong, con ngudi s& bi nhiém hon hop céc
hidrocacbon thom da vong, chinh diéu nay cang lam cho dc tinh ctia ching duoc ting cuong.

Do d6 hoa tan trong nudc thép va do hoa tan trong dAu cao, khi x4m nhép vao co thé
ngudi qua nhitng con dudng khéac nhau, hidrocacbon thom da vong c6 xu huéng bi tich tu
nhiéu hon & than, gan va cac md md cua con ngudi. Mot lugng nhd hidrocacbon thom da
vong c6 thé bi tich tu & 14 lach, tuyén thuong than va budng trimg. Khi bi tich tu, chung c6 thé
két hop hay phan tmg v6i mot sb chit khac trong co thé dé hinh thanh nhiéu loai hop chat
khéc nhau. Mot s san phim gy ra nhing tac hai nghiém trong hon hidrocacbon thom da
vong va mot sb khac thi it nghiém trong hon d6i v6i stc khoé ciia con ngudi. Tuy nhién, cling
theo nhitng nghién ctru niy, mot sb loai hidrocacbon thom da vong thong thudng khong ton
trit 14u dai trong co thé con nguoi. Thoi gian luu giit ctia ching trong co thé nguoi chi khoang
vai ngay, sau d6 la dugc thai ra ngoai qua phéan va nuéc tiéu.

Khi bi nhim céc hop chat hidrocacbon thom da vong, co nhiéu yéu t& dwoc tim hiéu
dé xem liéu cac tac dong gay hai 1én stic khde cta hidrocacbon thom da vong c6 xay ra khong
va mic d0 nghiém trong cia cac tic dong d6 1a nhu thé nao. Cac yéu td d6 cb thé 1a: lidu
lugng, thoi gian tiép xtc, con dudng bi nhiém (in, udng, tiép xuc qua da, v.v...), cdc hop chét
khac ma nguoi d6 dang bi nhiém, céc dic tinh c4 nhan ctia ngudi d6, vi du nhu tudi, gidi tinh,
kiéu séng, tinh trang stc khoe.

Céc hidrocacbon thom da vong c6 thé gay anh hudng x4u téi stc khoe con ngudi dudi
mdt s& hoan canh. Khi nghién ctru dong vat trong phong thi nghiém, ngudi ta nhan thiy, mot
vai PAH bao gdm benz[a]antraxen, benzo[a]pyren, benzo[b]fluoranthen, benzo[j]fluoranthen,
benzo[k]fluoranthen, chrisen, dibenz[a,h]antraxen, and indeno [1,2,3-c,d]piren, c6 thé giy ra
céc khdi u khi nhiing dong vat d6 hit phai nhiing co chét d6 ¢6 & trong khong khi, khi ching
4n nhitng co chat nay hay khi ching tiép xic mot thoi gian dai véi nhitng chit d6. Nhiing
nghién ctru trén ngudi di chi ra rang su phoi nhidm cta timg hidrocacbon thom da vong don
1¢ khi con ngudi hit thd hay tiép xuc qua da trong thoi gian dai cac hdn hop chita hidrocacbon
thom da vong va cac hop chit khac c6 thé dan t6i ung thu.

pé phong tranh sy x4m nhép ctia hidrocacbon thom da vong, ching ta can han ché va
kiém soat su phét sinh ctia nhimg hop chat nay trong san xuét va sinh hoat. Vi du nhu giam
thiéu viéc st dung nhitng ngudn nguyén, nhién liéu c6 thé san sinh ra hidrocacbon thom da
vong trong giao théng va cong nghiép, kiém soat nghiém ngit cac qud trinh dbt dé tranh cac
qué trinh chay khong hoan toan ctia mot sb 10 dbt rac thai, han ché hat thude va an cac san
phdm nudng chay.
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Cdc bién phdp xut Iy

Dé xir 1y cac hop chét nay, cac phuong phép vat 1y, hoa ly da duge st dung va cho két
qua kha quan. Cac phuong phdp nay c6 uu diém 1a xu 1y nhanh, tuy nhién qua trinh xtr ly
khong duoc triét d& va thudng tao ra cac san phdm phu thir cdp anh hudng t6i moi truong
xung quanh. Phuong phdp phan huy sinh hoc st dung cdc ching vi sinh vét va cac chét c6
hoat tinh sinh hoc do vi sinh vét sén sinh ra da dugc sir dung ngay cang rong rai do hiéu qua,
ré, than thién véi moi truomg. Dic biét khi vi sinh vét ¢6 kha nang phén huy cac hidrocacbon
thom da vong sinh trudng trong cAu tric mang sinh hoc (biofilm) thi hiéu qua xir 1y cac hop
chét nay trong nudc bi & nhiém dAu cao hon khi & dang té bao tu do. Biofilm 1a mot tap hop
céc vi sinh vat bdm trén mot b& mat cua vat thé rin hoic bé mat chat 16ng, tao thanh 16p mang
bao phu bé mat d6. Khu hé vi sinh vét trong biofilm c6 kha ning chéng chiu cac didu kién khic
nghiét cua moi truong (su thay dbi vé pH, nhiét do, su thAm thiu hay suw mét nudc cia té bao,
v.v...) tbt hon, hd tro trao dbi chét t&t hon va han ché sy canh tranh cta cac vi sinh vét khéc tir
do lam tang hiéu suétq phan huy cac hop chit 6 nhiém khi xir 1y ngoai hién trudng. ‘

Biofilm c¢6 thé dugc hinh thanh tir mot chung (biofilm don ching) hodc nhi¢u ching vi

sinh vat khac nhau (biofilm da ching), v.v....Trong tu nhién, biofilm thuong ton tai & dang da
ching. Mot nghién ctru ciia dd chi ra rang, biofilm dwoc tao thanh tir 4 loai vi khuén
Microbacterium  phyllosphaerae, Shewanella japonica, Dokdonia donghaensis va
Acinetobacter Iwoffii ¢c6 mat dd cao hon 167% so vai biofilm don chung cua cac ching do6
twong tmg (Burmolle va cong su, 2006). Vi khudn bam vao bé mat theo nhiéu cach khac nhau.
Mbt sb vi khuén tr ban than da c¢6 tinh két dinh nho lipopolysaccharide ngoai bao cong véi
nhitng dic tinh cu trac t€ bao hd tro cho viée di chuyén dén bé mat 12 cac phan phu gdc protein
nhu 16ng nhung hoc 16ng roi. Cac vi khuan khéc chi tdng hop chét két dinh can thiét khi xuét
hién bé mat cho chiing bam véo, dién hinh nhu trong vong 15 phut khi vi khuin gy viém dudng
hé hip P. aeruginosa gap mot mit kinh, né s& kich hoat ngay mot gen cin dé téng hop
polysaccharide, khi vi khudn da gén vao bé mat, ching phén chia va lién tuc san xuét nhiéu
polysaccharide dé tao nén 1 biofilm hoan chinh (Barken va cong su, 2008). Su on dinh ciing
nhu cAu tric cta mang sinh hoc s& duoc tang 1én khi chung duge ¢b dinh trén mot bé mat cht
rén (gia thé). Khi sir dung biofilm thi dic tinh bé mat gia thé ¢b dinh té bao vi sinh vat 12 mot
trong nhiing yéu t& quyét dinh t6i su hinh thanh cing nhu sy 6n dinh cta biofilm va tir d6
tang hiéu sudt xtr Iy chat 6 nhidm. Cac gia thé d& vi sinh vat bam dinh can c6 nhiing tinh chét
dac trung gitp vi sinh vét ¢6 thé d& dang bam dinh nhu: bé mat tho rap, dién tich tiép xuc 16,
x&p, ¢6 kha nang giit nude va chét dinh dudng dam bao cho mang sinh hoc ludn dwoc duy tri
va san xuét lién tuc, tir d6 1am tang hiéu qua xtr ly. Viéc st dung cac loai gia thé nhu: zeolit,
than hoat tinh, soi cotton, xo dira, nhua téng hop, dia quay chét liéu téng hop da dugc cac nha
khoa hoc nghién ciru va tng dung trong nhiéu ngudn nuéc thai 6 nhiém (Liang va cong su,
2009; Meng va cong su, 2014).
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Viét Nam 12 mot nude ndng nghiép, nguyén ligu san xuét than sinh hoc rt phong phu
va da dang: tir vo déu phung, bd mia, v6 dira, vo ca cao cho dén cdy tre, lau sdy, phé thai tu
khai thac rimg, cing rat nhidu cac chat thai xanh khac. Ngoai ra, than sinh hoc con c6 thé
duge san xuét tir vo trdu, mot phé pham gan giii v6i nguoi ndng dan Viét Nam. Nong déan Viét
Nam thuong loai bo hoac dung vo triu dé dun ndu nhung hiéu qua mang lai khong dang ké,
nay voi cong nghé san xuét than sinh hdc, vo trdu c6 thé mang lai gié tri cho ngudi ndng dan
hiéu qua to 1én. O Viét Nam phéan bén hodc céc thanh phan dé san xuat phan bon phan 16n
duoc nhép khéu tir nude ngoai, tao nén &p luc nhap siéu 16n cho dAt nu6e. Bén canh d6 dan sb
van con hon 70% lao ddng trong linh vuc néng nghi¢p. Cac phu phim ndng nghiép rat 16n véi
chi phi thap. Viéc 4p dung cong nghé san xuét than sinh hoc & Viét Nam s& gitp giai quyét
duoc nhidu vin dé mang lai loi ich vd cung to 16n, d6 la: tdn dung dugc ngudn nguyén lidu
san c6, phong ph, ré tién, d4p tmg duge nhu cau trong nuée.

Ngoai nhitng uu diém khi st dung than sinh hoc lam gia thé dé cac vi sinh vat tao
mang sinh hoc bam dinh & xtr 1y c4c hidrocacbon thom ké trén thi viéc str dung than sinh hoc
con giai quyét duge van d& vé mui-mdt trong nhimg van @& dang lo ngai khi xir Iy cac hop
chét hitu co.

Loai Stenotrophomonas maltophilia va nhitng ddc tinh ciia né

Trong tu nhién, loai S. maltophilia dugc xem la cé kha ning tao mang sinh hoc t6t
(Bonaventura va cs, 2004; Zhuo va cs, 2014). Trong nghién ctru ctia Zhuo va cong su (2014),
gen spgM, md hoa cho 2 enzim da chuc ndng la phosphoglucomutase (PGM) va
phosphomannomutase. Gen nay cling ¢ thé tham gia vao kha niang tao mang sinh hoc vi su
trong ddng voi gen algC — gen chiu trdch nhiém san xudt PGM dugc lién két véi
(lipopolisaccarite — LPS) va sinh tdng hop alginate & loai Pseudomonas aeruginosa (McKay
va cs, 2003).

Nhiéu vi sinh vat d4 duoc phan lap c6 kha ning phan hity PAH, nhung it c6 kha ning
phén hity sinh hoc ¢6 cdu tric héa hoc tir bdn vong thom trér 1én (Bastiaens va cong sw, 2000).
Juhasz va Britz, 2000 d& cong bd, chung Stenotrophomonas maltophilia VUN 10,003 c¢6 kha
nang phén huy cac hidrocacbon thom da vong trong lugng phén tir cao nhu: piren, fluoranthen,
benz [a] antraxen, benzo [a] pyren, dibenz [a, h] antraxen va coronen trong moi truong 1éng
co ban tir 98, 45, 26, 22, 22 va 55% trong thoi gian tir 5 dén 42 ngay.

Ching Stenotrophomonas maltophilia (BR-12) dugc phan lap tir dit bi 6 nhidm dau
thd tir nha may loc diu Vadodara (An D) c6 kha ning san xuét chét hoat d6ng bé mit sinh
hoc va ¢6 tiém ning v& phéan hity sinh hoc piren trong méi trudng ti thiéu dwoc bd sung piren
20, 50 va 100 pg/ml. Phan tich cac thong sb phét trién ctia vi sinh vét cho thdy, ching BR-
12 phét trién t&t nhit & ndng d6 piren 50 pg/ml va hidu suét phan hity dat 87% trong 20 ngay

va tao ra lugng chét hoat dong bé mit sinh hoc cao (2,2 g/l). Tir d6, cac tac gia cho rang, kha
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ning san xuit chat hoat dong bé mit ctia vi khuin c6 thé dong mot vai tro quan trong trong
viée tang cuong kha ning phan huy piren cia n6 (Singh, 2015).

Nhu vy, c6 thé thdy ring loai S. maltophilia 1a mdt trong sb 24 loai cua chi
Stenotrophomonas vira c6 kha nang tao mang sinh hoc cao va vira c6 thé tmg dung trong xtr
ly cac hidrocacbon vong thom, dédc biét 1a cac hop chit c6 cAu trac hoa hoc tir bdn vong. Tuy
nhién, cho t6i nay chua c6 cac cong bd vé kha niang phan hity pyren ¢ dang tao mang sinh hoc
cua loai S. maltophilia.

Bén chét ky thuét caa sing ché

Séng ché d& cap dén ching vi khuan Stenotrophomonas maltophilia QNG02 thudn
khiét v& mat sinh hoc dugc phan lap tir miu dit nhim naphtalen, phenantren, antraxen va
piren, trong d6 chung vi khudn nay c6 trinh tu gen 16S rARN vé6i kich thuée 1385 bp va dugc
dang ky trén GenBank véi ma s6 LC699795, va c¢6 cac dic tinh sau:

¢6 kha ning tao mang sinh hoc khi dugc nudi céy trong moi truong HKTS, diéu kién

nudi cdy & pH 6-9, ndng d6 mudi NaCl 0-40%o, nhiét do 25-45°C, ngudn cacbon gdm
saccaroza, lactoza, glucoza va mantoza, ngu@)n nito gém KNOs3, NH4NOs3, pepton va cao nim
men, gia tri OD & budc song 570 nm cao nhét 1én t6i 43,5 + 0,4;

¢6 kha nang phan huy 91,29 % naphtalen véi ndng dd ban dau 1a 250 ppm; phan hay
100 % phenantren v6i ndng d6 ban dau 1a 250 ppm; phan hiy 100 % antraxen v6i ndng do
ban dAu 14 200 ppm; va phan hiy 98,02 % piren v6i ndng do ban dau 1a 200 ppm.
M3 ta vin tit cac hinh vé
Fig. 1. thé hién hinh thai khudn lac ctia ching vi khuin QNGO02.
Fig. 2. thé hién hinh théi té bao cta chung QNGO02 duéi kinh hién vi dién tr quét véi do
phéng dai 10.000 lan.
Fig. 3. thé hién cdy phat sinh ching loi ctia ching vi khudn QNGO02.
Fig. 4. thé hién kha nang tao mang sinh hoc bdi ching QNGO2 (a) va dbi chimg méi truong
khong cé vi sinh vat (b).
Fig. 5. thé hién kha nang sinh truéng trén ngudn co chét piren ctia chung QNGO2 (a) va dbi

chimg moi truomg khong cé vi sinh vét (b).
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M5 ta chi tiét sing ché

Séng ché & cap dn ching vi khuén Stenotrophomonas maltophilia QNG02 thuan
khit v& mit sinh hoc phan 14p tir mAu dAt nhiém ddu 14y tai Dung Quat, Quang Ngi, Viét
Nam.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @ cap dén chung vi khuan Stenotrophomonas
maltophilia QNG02 dugc nuoi chy dé tao méang sinh hoc. DPdng thoi sang ché ciing dé cap toi
kha ning phan hity naphtalen, phenantren, antraxen va piren ctia chung QNGO2.

A. Phan l4p va dinh danh chiing vi khudn Stenotrophomonas maltophilia QNG02

M3Au dAt nhidm naphtalen, phenantren, antraxen va piren thu dugc tir Dung Quat,

Quang Ngii, dugc bao quan trong dung cu tiét trung dé dam bao khong bi nhidm tap cac vi
sinh vat tir moi truong. Sau khi thu, miu duoc 1am gidu 3 14n lién tiép trén moi trudong dich
thé khoang Gost c6 cai tién bang cach thay thé ngudn cacbon bing ngudn co chit 1a hdn hop
céc hidrocacbon thom da vong. Mdi truong khoang Gost duge dung trong qud trinh phén 1ap

duoc dé cap ¢ ddy 1a mdi trudng c6 thanh phan nhu sau:

Na;HPO4 0,7 MgSO4 0,4
KH,PO4 0,3 NaCl 1
KNO3 3 pH 6,9+72

MBoi truong Gost duoc khir trung ¢ 121°C trong 30 phut.

Két qua da phén 14p dugc ching vi khudn QNG02. M0 ta chi tiét hinh thai khuan lac
va té bao cia chung QNGO02 nhu sau: khuén lac ¢6 hinh tron, bé mit 161, tron, béng, mau vang
nhat, d = 1-2 mm (Fig 1). Té bao ctia ching c6 dang hinh que ngin, bé mit xu xi, kich thude
(0,82-0,9) x (2,87-3,55) pm. Hinh thai t& bao thé hién trén Fig 2.

Tién hanh giai trinh tu doan gen 16S rARN dé dinh danh chimg Stenotrophomonas
maltophilia QNGO02 véi cip mdi st dung bao gdm:

Mdi xudi (27f): 5>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

Mbi nguge (15271): 5>~ AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3’

Céc diéu kién thuc hién nhan trinh doan gen 16S rARN la kién thic thong thuong
trong linh vuc xac dinh trinh tu va céc chuyén gia trong linh vuc nay cé thé thuc hién duoc
mot cach dé dang.

San phdm PCR nh4n doan gen 16S rARN tir ADN tdng sb ctia ching QNGO02 d duge
xac dinh trinh tu ¢6 kich thudc 1385 nucleotit va c6 mac dd tuong déng 99,93% vai trinh tu
tuong tng cua ching Stenotrophomonas maltophilia H9-3 (ma s GU170361). Trinh tu doan
gen cua ching QNG02 da duge dang ky trén Genbank véi ma sb LC699795. Mbi quan hé
phat sinh ching loai cua ching QNG02 véi mot s6 ching vi khudn da duoc xdy dung va thé

hién trén Fig. 3.
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Nhu vy, dua trén céc dic diém hinh thai nhu khuén lac cfing nhu t€ bao va so sanh
trinh tu doan gen 16S rARN thi ching QNGO2 thudc loai Stenotrophomonas maltophilia va
duoc dat tén 1a Stenotrophomonas maltophilia QNGO2.

Tén chiung “QNG02”, trong pham vi ban md ta nay, van duge sit dung dé chi ching
Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 vira dugc dinh tén trén day.

Chung Stenotrophomonas maltophilia QNG02 phan lap dugc duoc luu gilt tai Vién
Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam dudi dang thudn khiét
v& mit sinh hoc v6i ma s6 CNSHMT 31.

B. Phén tich kha niing tao mang sinh hoc cta ching Stenotrophomonas maltophilia QNG02

Ching QNGO02 sau khi phan l1ap duge dugc tién hanh xéc dinh mdt sd yéu td anh

huéng dén kha ning tao mang sinh hoc ctia nd.

Chung QNGO02 dugc nudi cdy trén modi truong HKTS c6 thanh phan gdém (g/l):
NH4NO; 2; KH,PO4 4; NaCl 5; KC1 0,25; MgCl, 1,25; glucoza 1; peptone 5; cao men 0,2;
cao thit 3, pH = 7-7,2 va bd sung mot s6 nhan té c6 kha ning s& anh huéng dén kha ning tao
mang sinh hoc boi ching QNGO2.

Kha ning tao mang cta ching QNGO02 duoc xac dinh nhu sau: nudi cdy ching
QNGO02 trén méi truong HKTS, sau 24 gio nudi cdy trong diéu kién tinh, dem ly tAm 1 ml loai
dich va thu sinh khdi (ly tim & 4.000 rpm, 4°C trong vong 10 phut, 1ap lai 3 1an dé loai bo
hoan toan mdi trudng nudi cdy). Panh tan sinh khéi trong 1 ml nuée cit vo trung va tién hanh
pha lodng dé dat ODggo 12 0,3. B sung 3 pl dich nay vao céc bng eppendorf 1,5 ml chira 297
ul méi truomg HKTS. Cir sau 24 gid liy cac 6ng eppendorf chira mau nudi dé danh gia kha
nang tao biofilm (mdi ching twong tmg v&i 3 éng eppendorf cho mdi ngay trong 3 ngay lién
tiép). Duing pipetman hut nhe dich nudi (khong lam v& biofilm), rira bang 500 pl nude cit vo
tring (lap lai 2 14n). Tiép d6, bd sung 300 pl dung dich tim két tinh 0,1% vio cac dng
eppendorf, ¢b dinh 10 phat & nhiét o phong va rira 2 14n bang nudc cit vo tring. Sau d6 bd
sung 300 pl dung dich axit axetic 33% trén déu rdi pha lodng va do OD & bude séng 570 nm.

Tién hanh danh gia anh hudng cia mot sé nhan t& nhu pH, nhiét d3, ndng do mudi,
nguén cacbon, nguf“)n nito dé tir d6 x4c dinh duge cac didu kién thich hop cho viée sinh téng
hop mang ctia ching QNGO2 theo sang ché.

Dé khao sat pH thich hop cho su tao méang sinh hoc ctia ching QNGO02 chung t6i da
tién hanh nudi cdy tinh trong méi truong HKTS véi pH khac nhau tir 4-9, thi nghiém duoc
tién hanh lap lai ba 14n, ctr sau 24 gid nudi cdy, tién hanh danh gia kha ning tao biofilm cua
ching QNGO02, két qua duoc trinh ba trén Bang 1.

Béang 1: Anh hudng ctia pH dén kha ning tao mang ctia chimg QNG02 (OD570nm)

Thoi gian theo do6i (gio)
pH 24 48 72
3,4440,13 5,12 +0,19 2,56+0,15
5 11,35+0,16 12,85+0,17 7,98+0,15
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6 12,58+0,13 17,03+0,19 11,95+0,12
7 19,27+0,21 22,854+0,15 19,38+0,20
8 13,40+0,15 14,02+0,14 10,33+0,12
9 8,23+0,11 11,89+0,12 9,35+0,10

K&t qua tir Bang 1 cho théy: ching QNGO2 c6 kha ning tao mang tot t pH 6-9 va mang
sinh hoc van duge duy tri t6t sau 72 gio thi nghiém. Vi két qua thu duge ching tdi ¢o thé
tmg dung ching QNGO02 dé tao mang xtr Iy 6 nhiém dau trong diéu kién pH tir 6 dén 9 ma
khong phai diéu chinh pH ctia moi trudng.

Dé danh gia kha ning tao mang va xir Iy duoc 6 nhiém dau & didu kién ngoai tw nhién,
chiing t61 da tién hanh nghién ctru anh huéng cta cac khoang nhiét do 25, 30, 37, 40, 45, 50°C
(1a cac khoang nhiét do trung binh ddc trung cho mua dong va mua hé ¢ nude ta) dén kha
ning tao mang cta chung QNGO02. Thi nghiém duoc tién hanh & didu kién ki khi sang. Két

qua vé kha ning tao mang & c4c nhiét do khac nhau sau 5 ngay dugc trinh bay trén Bang 2.

Bang 2. Kha niing tao mang cua ching QNGO02 & cac nhiét do khac nhau (OD570nm)

Thoi gian theo déi (gio)
Nhiét d9 (°C) 24 48 72
25 15,25+0,17 17,15+0,19 13,72+0,12
30 15,75+0,16 18,63+0,15 16,47+0,17
37 14,2540,15 17,53+0,15 16,02+0,15
40 11,77+0,18 13,85+0,14 11,78+0,13
45 7,75+0,12 9,85+0,12 8,42+0,11
50 3,83+0,12 3,97+0,14 2,08+0,16

Tir két qua trén Bang 2 cho thdy ching QNGO2 c6 kha ning tao mang & phd nhiét do

kha rong tir 25 — 45°C, trong khoang nay su sai khac vé kha ning tao mang cia ching nay la
khong c¢6 ¥ nghia théng ké. Diéu nay chimg té ching QNGO02 c¢6 kha ning tao mang tt & cac
dai nhiét d6 kha rong. Nhu vay, ching QNGO02 cé thé img dung dé tao mang xtt Iy 6 nhidm
dAu & nhiéu khu vuc khac nhau ciing nhu mua khac nhau. Pong thoi, két qua tao mang sinh
hoc ctia ching QNGO2 cao hon rit nhidu so v6i ching dbi ching duong la chung
Acinetobacter calcoaceticus P23 - chi dat 9,1+0,20 (Yamada va cdng su, 2010).

Chung QNG02 dugc phén 14p tir ving 6 nhiém dau ven bién, vi vdy, ching t6i tién
hanh d4nh gi4 anh huéng cta ndng do mudi dén kha ning tao mang ctia chung. Sau 24, 48 va
72 gid nudi ciy kha nang tao mang & cac nong d6 mudi khac nhau duoc trinh bay & Bang 3.

Bang 3: Anh huéng ctia ndng 6 NaCl dén kha ning tao mang cta chung QNG02 (OD570 nm)

N . Thoi gian theo ddi (gid)
Nong do muoi (%o) 24 13 -
0 17,134£0,12 21,70+0,16 27,65 +£0,21
5 17,85+0,03 21,30+0,20 28,2+0,12
10 18,23+0,07 22,254+0,23 29,10+0,24

-10-




42198

15 18,21+0,12 28,16+0,21 28,01+0,14
20 19,01+0,21 28,26+0,32 27,23+0,21
25 18,07+0,23 27,9+ 0,13 27,5+0,15
30 15,32+0,17 22,98+0,41 18,73+0,17
35 14,36+0,10 16,73+0,23 16,54+0,10
40 10,39+0,11 12,97+0,15 11,43+0,14

Két qua & Bang 3 cho thay, ching QNGO02 c6 kha nang tao mang khé tbt tir ndng d6 0
dén 40%o. Nhu vay, chung nay c¢6 thé tmg dung trong xut 1y 0 nhidm dau tir thiy vue nude
ngot cho dén nhing ving bién nhidm diu c6 d6 man dén 40%o.

Pé danh gia kha ning tao mang sinh hoc ctia chung QNGO2 trén cac ngudn cacbon
khéc nhau nhu saccaroza, lactoza, glucoza va mantoza. Ctr sau mdi 24 gir nudi cay, kha ning
tao mang sinh hoc cta chung QNGO02 & céac ngudn cacbon khac nhau dugc trinh bay & Bang 4.

Bang 4: Anh huéng ctia ngudn cacbon dén kha nang tao mang cua ching QNG02 (OD570 nm)

Thoi gian theo doi (gio)
Nguon cacbon 24 48 72
Saccaroza 27,53+0,24 34,30+0,25 32,45+0,29
Lactoza 27,07+0,26 35,62+0,21 32,43+0,22
Glucoza 24.97+0,26 32,45+0,23 27,48+0,24
Mantoza 28,20+0,24 35,67+0,30 34,78+0,29

Két qua trén Bang 4 cho thdy, chung QNGO2 tao mang sinh hoc rét tdt trén cac ngudn
cacbon khéc nhau, dic biét 14 trén ngudn mantoza. D4y cfing 14 ngudn co chét sén c6 trong tu
nhién va c6 gia thanh thip. Vi vdy, khi nudi cdy & quy mé 16n, c6 thé sir dung lam ngudn
cacbon cho ching QNG02 tao mang sinh hoc va ding mang nay dé xir Iy 6 nhiém dau.

Nito cing 12 mot thanh phin quan trong trong cic mdi truong nudi cdy vi sinh vét.
Mot sb ngudn nito v6 co va hitu co di duoc sir dung dé danh gia kha nang tao mang sinh hoc
cta chimg QNG02. Két qua vé anh huong ciia ngudn nito duoc thé hién trong Bang 5.

Bang 5: Anh huéng ciia ngudn nito dén kha ning tao mang ctia ching QNG02 (OD570 nm)

Thoi gian theo dbi (gid)

Nito 24 48 72
KNO; 25,50+0,24 38,43+0,35 30,45+0,34
NH,NO; 19,80-+0,22 28,13+0,30 30,78+0,32
Pepton 34,77+0,14 43,50+0,40 37,78+0,38
Cao men 31,52+0,28 40,30+£0,40 30,42:£0,32

Két qua trén Bang 5 cho thdy, v6i ngudn nito 1 pepton thi ching QNGO2 tao mang
sinh hoc t6t nhat. Tuy nhién, v&i cac ngudn nito vo co, khi so sanh véi ching d6i ching

duong la chung Acinetobacter calcoaceticus P23 - chi dat 9,1+0,20 (Yamada va cOng su,

-11-




42198

2010) thi 2 nguén nito v co con lai 1a KNO3 va NH4NO3 déu cho hiéu qua tao mang sinh hoc
rét cao. Vi vay, trong thuc té, co thé sir dung cic ngudn nito niy dé tao moi truong nudi ciy
ching QNGO02 nham tmg dung trong xtt 1y 0 nhiém dau & céc dia diém khac nhau.

C. Phan tich kha nang phan huy naphtalen, phenantren, antraxen va piren co trong d4t 6 nhiém

cua chung Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 trén chéit mang 14 than sinh hoc

Chung Stenotrophomonas maltophilia QNG02 truée tién duge nhan gibng cip 1 va cép
2, va cudi ciing dugc tao mang trén than sinh hoc. Lén men c¢lp 1: ching QNGO2 twoi sau khi
dwoc nhan tir nhitmg khudn lac riéng r& qua dém duogc cdy chuyén sang binh tam giac thiy
tinh 10 ml riéng r& chira 9 ml méi truomg HKTS véi ty 1€ dich ching gibng twoi: moi trudong
14 1:9 (ml/ml) — nghia 14 cho 1 ml dich ching gidng twoi vao 9 ml méi trudng. Binh duoe lic
180 vong/phit & nhiét d6 nam trong khoang tir 28 dén 30°C trong thoi gian 18 gid. Lén men
cép 2: dich nudi ciy chung QNGO2 sau khi 1én men cép 1 duoc cdy truyén sang cac binh tam
giac thiy tinh 500 ml chtra 90 ml méi truong HKTS véi ty 1& dich 1én men cép 1: mdi trudng
14 1:9 (ml/ml) - nghia 14 cho 10 ml dich 1én men cép 1 vao 90 ml mdi trudng. Binh dugc lac

180 vong/phut ¢ nhiét d6 nam trong khoang tir 28 dén 30°C trong thoi gian 18 gid.

Trong budc thu sinh khéi vi khudn bing cach ly tAm ting dich 1én men vi khuén thu
duoc riéng biét véi the d6 4000 vong/phit & nhiét do 4°C trong thoi gian 10 phut, sau d6 duge
rira hai 14n bang nudce cit da khir trung va phdi tron cac sinh khéi véi ty 18 bang nhau, bd sung

dung dich mubi sinh 1y @& thu dich vi khuén gbc c6 ndng d 10’ CFU/ml.

Trong budce thu san phim phéi tron bang cach phdi tron dich vi khudn gbe, moi truong
HKTS va than sinh hoc theo ty 1& twong tmg 1:10:15 (thé tich/thé tich/trong lwong), sau khi

tron déu, thu duge san phim phéi tron.

Than sinh hoc duge sir dung 1am co chit khong nhitng ¢6 vai trd gén cdc vi sinh vat ¢6
kha ning phan huy c4c hidrocacbon thom va tao mang sinh hoc cao ma con 14 ngudn co chét
gitip thAm hiit mot phén cac hop chat thom tao ché phidm vi sinh. Than sinh hoc duge khir
tring u6t & 121°C trong 30 phut dé loai cic nhém vi sinh vat ngoai lai.

Hon hop duge phdi tron trong didu kién nhiét do tir 28 dén 30°C, déo tron theo chu ky
6 gio, thoi gian 1én men trong 48 gid, thu duge ché phim xir 1y d4t nhidm céc hidrocacbon
thom c6 do 4m 40-45 %. Ching QNGO02 sau khi phéi trdn véi than sinh hoc duge tron vao dat

6 nhiém hidrocacbon thom da vong.

1. Phan tich kha nang phdn huy naphtalen
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P6i véi ngudn naphtalen, dé danh gia kha nang phén huy naphtalen boi ching
Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 c6 kha ning tao mang sinh hoc véi ndng d mau ban
dAu 150, 200 va 250 ppm.

Luong giéng ban dau dugc cép vao moi truong 1a 10 % (mét do té bao trong binh nuodi
gibng dat mat d6 khoang 10® CFU/ml) tién hanh nudi & diéu kién tinh nhiét do nam trong
khoang 28+2°C, trong thoi gian 7 ngay. Két qua dugc trinh bay trén Bang 6.

Két qua thu duge cho thdy chung Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 c6 kha ning
sinh truéng kha t5t trén dai ndng do naphtalen tir 150 — 250 ppm. D& dénh gi chinh x4c vé
kha ning phan hiy naphtalen ctia mang sinh hoc ching Stenotrophomonas maltophilia
QNGO2, ching t6i lua chon ndng do 250 ppm dé phan tich kha nang phan huy naphtalen. Két
qua cho thy sau 7 ngay nudi cAy, mang sinh hoc do chung Stenotrophomonas maltophilia
QNGO02 tao thanh da c6 kha nang xur 1y 1a 91,29 %.

2. Phdn tich kha nang phdn hity phenantren

D6i v6i ngudn phenantren, dé danh gid kha nang phan hiy phenantren béi ching
Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 ¢ kha ndng tao mang sinh hoc véi nong d6 mau ban
dAu 150, 200 va 250 ppm.

Luong giéng ban dau duoc cip vao méi trudng 1 10 % (mat do té bao trong binh nudi
gibng dat mat do khoang 10® CFU/ml) tién hanh nu6i & didu kién tinh nhiét d6 nim trong
khoang 28+2°C, trong thoi gian 7 ngay. Két qua duoc trinh bay trén Bang 6.

Két qua thu duoc cho thdy ching Stenotrophomonas maltophilia QNG02 ¢6 kha ning
sinh truéng kha tbt trén dai ndng do phenantren tir 150 — 250 ppm. Pé d4nh gi4 chinh xac vé
kha ndng phan hiy phenantren cua mang sinh hoc ching Stenotrophomonas maltophilia
QNGO02, ching t6i lya chon néng dd 200 ppm dé phén tich kha nang phén hity phenantren.
Két qua cho thdy sau 7 ngdy nudi cdy, mang sinh hoc do ching Stenotrophomonas
maltophilia QNGO2 tao thanh da c6 kha nang xtr ly 14 100 %.

3. Phdn tich kha ndng phdn huy antraxen

P& v6i ngudn naphtalen, dé& danh gid kha nang phan hiy antraxen bdi chung
Stenotrophomonas maltophilia QNG02 c¢6 kha nang tao mang sinh hoc véi ndng dd méu ban
dau 150, 200 va 250 ppm.

Luong gidng ban diu duoc cip vao méi truong 1 10 % (mat do té bao trong binh nudi
giéng dat mat d6 khoang 108 CFU/ml) tién hanh nudi & diéu kién tinh nhiét d6 ndm trong
khoang 28+2°C, trong thoi gian 7 ngay. Két qua duoc trinh bay trén Bang 6.

Két qua thu duoc cho thay ching Stenotrophomonas maltophilia QNG02 ¢6 kha ning
sinh truéng kha t6t trén dai ndng d6 antraxen tir 150 — 250 ppm. Pé dénh gi4 chinh x4c vé kha
nang phan hiy antraxen cua mang sinh hoc chung Stenotrophomonas maltophilia QNGO02,
chiing tdi lya chon néng dd 200 ppm d phan tich kha nang phan hity antraxen. Két qua cho
thdy sau 7 ngay nuéi cdy, mang sinh hoc do ching Stenotrophomonas maltophilia QNG02 tao
thanh da c6 kha nang xt Iy 1a 100 %.
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4. Phén tich kha ndng phdn hiy piren

Déi v6i ngudn piren, dé danh gia kha nang phén hiy piren boi mang sinh hoc chung
Stenotrophomonas maltophilia QNGO02, chung t6i tién hanh thi nghiém trén moi trudong
khoang Gost cai tién, v6i ndng do piren ban d4u 150, 200 va 250 ppm.

Luong gidng ban dau duoc clp vao moi truomg 1a 10% (mét do té bao trong céc binh
nuéi gibng dat mat do khoang 10® CFU/ml) tién hanh nudi & diéu kién tinh nhiét d ndm trong
khoang 28+2°C, trong thoi gian 7 ngay. Két qua duoc trinh bay trén Bang 6.

Két qua thu duoc cho thy ching Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 c6 kha néng
sinh truéng kha t6t trén dai ndng d6 piren tir 150 — 250 ppm. Tuy nhién, & ndéng dd cang cao
thi sinh truong cang giam va dén ndng 250 ppm ching nay sinh truéng kém hon. Pé danh gia
chinh x4c vé kha ning phin hiy piren cia mang sinh hoc ching Stenotrophomonas
maltophilia QNG02, ching t6i lwa chon ndng d6 200 ppm dé phan tich kha ndng phan huy
piren. Két qua cho thiy sau 7 ngay nudi cdy, mang sinh hoc do ching Stenotrophomonas
maltophilia QNGO2 tao thanh da c6 kha nang xur 1y 1a 98,02 %.

Bang 6. Kha ning sinh truéng ciia chung QNGO2 trén mét s6 hop chit vong thom khac nhau

N . Kha nang sinh truéng cua chung QNG02 (ODgqo)
Nong d6 (ppm)
Naphtalen Phenantren Antraxen Piren
150 1,67 1,81 1,78 1,54
200 1,65 1,69 1,70 1,49
250 1,60 1,58 1,53 1,40

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1. Phan l4p va dinh danh ching vi khudn QNG02

Mau dit nhiém naphtalen, phenantren, antraxen va piren thu duoc tr Dung Quét,
Quang Ngii, dugc bao quan trong dung cu tiét trung dé dam bao khong bi nhiém tap céc vi
sinh vat tir mdi truong. Sau khi thu, mau dwoc 1am giau 3 1an lién tiép trén moi trudng dich
thé khoang Gost c6 cai tién bang cach thay thé ngudn cacbon bing ngudn co chit la
naphtalen, phenantren, antraxen va piren. Cac khuén lac dugc tach va lam sach, thu dugce
ching vi khudn QNGO02 c6 hinh thai khuin lac cfing nhu hinh théi té bao nhu duoc thé hién
trong Fig. 1 va Fig. 2. ,

Thuc hién phan loai ching vi khudn QNG02 bang cach x4c dinh trinh tu doan gen 16S
rARN véi ciip mdi 27F/1527R ARN tbng sb ctia ching vi khudn QNG02 duoc thu nhu sau:

- Nudi cdy thu sinh khdi vi khuin trong méi truong HKTS dich trong 18 gio thi ADN
clia chung duoc tach chiét theo mé ta cia Zhou va cdng su, 1996; quy trinh cu thé nhu sau: 1)
hit dich nuéi cdy vao cic dng eppendorf 1,5 ml, t& bao duge thu lai bang cach ly tam 6000

v/ph trong 5 phiit. i) bd sung 540 pl dém phén tach va lic déu cho tan hét té bao; iii) bd sung
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20 ul proteaza K (20 mg/ml) lic & 37 °C trong 1 gid; iv) bd sung 60 ul SDS 20 % rdi 0 & 65
°C trong 2 gid; v) protein dugc loai bod bang cach bd sung 600 pl hdn hop clorophom va
isoamylancohol (ti 1& 24:1), ly tam 12.000 vong/phut trong 15 phut. Hut dich ¢ pha trén va
chuyén sang éng eppendorf méi, ldp lai 2 lan. Cha y: d3o nhe nhang dé tranh dat gdy ADN;
vi) ADN dugc tha bing 0,6 14n thé tich dinh pha trén, 0 & nhiét do phong trong 2 gid; vii) Ly
tam 12.000 vong/phut trong 15 phut & 4°C, thu tia DNA; vii) rira tia bang 500 pl ethanol
lanh 70 %, ly tim 12.000 vong/phut trong 10 phut & 4 °C 1di bo dich; viii) Dé kho ty nhién va
hoa tan tua trong 25-30 pl nude da duge loai bo ion vo trung va bao quan & 4 °C.

Cap mdi duoc sir dung dé dinh danh ching vi khuan 1a cgp mdi 27F/1527R duge thiét
ké dua vao trinh tu 6 tinh bao thu cao clia gen 16S rARN & sinh vat nhén so (Lane, 1991).

Moi xudi 27f): 5°-AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC-3’

Moi nguoc (1527r): 5°- AAAGGAGGTGATCCAGCC - 3°.

ADN thu duoc tir ching vi khudn duoc thuc hién nhan gen 16S rARN bang phuong
phép PCR v&i thanh phan phan tng va chu trinh nhiét nhu sau:

Théanh phdn phéan eng (ul):

Dream tag buffer (10x) 22,5 u
dNTPs (2,5 mM) 22,5 u
Dream tag (5 Unit/pl) 10,2 ul
Mbi xudi (20 uM) 1,5l
Mbi nguoc (20 M) (1,5
DNA khudn (20 ng/ul) 22,5l
dH,0 :14,3 ul

Chu trinh nhiét:
Buéc 1: 95°C (5 phat)
Budce 2: 95°C (50 gidy)
Budce 3: 52°C (30 gidy)
Budc 4: 72°C (1 phit 30 giay)
Budc 5: Lap lai 30 14n tir bude 2 dén budc 4
Budce 6: 72°C (7 phit)

Buéc 7: Bao quan ¢ 4°C

San phdm PCR nhan doan gen 16S rARN tir ADN tdng sb ctia chung QNG02 da duoc
kiém tra trén gel agaroza 1 %, nhudém ethidium bromit va sau d6 soi ban gel dudi tia tir ngoa.
D6 dai ctia san phdm PCR c6 kich thude dung nhu 1y thuyét.

San pham nhan doan gen 16S rARN duoc tinh sach bang kit Gel Purification Kit, hing
Bioneer, Han Qudc c6 ban trén thi truong va sau d6 duge xac dinh trinh tu theo phwong phép
ctia Sanger, st dung may doc trinh ty tw dong ABL M§. St dung céc phin mém Bioedit,

Clustal X va Mega4 dé xay dung cdy phat sinh ching loai ctia chung vi khuin QNGO2.
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Trinh tu gen 16S rARN ctia chiing QNGO2 ¢6 kich thude 1385 nucleotit va dugc dang
ky trén GenBank v6i ma s6 truy cap LC699795.

Trinh tr gen cta chung QNGO02 ¢6 ¢6 muc do twong ddng 99,93 % (sb nucleotit so
sanh 12 1385) véi trinh tu twong tng ctia cac chiing Stenotrophomonas maltophilia H9-3 (ma
s6 GU17361), va tuong ddng xa hon (96,55 %) so véi chung Stenotrophomonas
acidaminiphila (AF273080). Méi quan hé phét sinh chung loai ciia ching QNG02 v6i mdt s6
ching vi khudn d4 duoc xdy dung va két qua duge thé hién & Fig. 3.

Nhu vay, dua trén cac ddc diém hinh thai khun lac cling nhu hinh thai té bao va so
sanh trinh tu gen 16S rARN thi ching QNGO02 thudc loai ching Stenotrophomonas
maltophilia va dugc dat tén 1a ching Stenotrophomonas maltophilia QNGO2.

Chung Stenotrophomonas maltophilia QNG02 phan 14p duoc duoc luu gitt tai Vién
Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1dam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam dudi dang thuan khiét
vé mat sinh hoc véi ma s6 CNSHMT 31.

Vi du 2. Tac dong ctia pH 1én kha nang tao mang cua chung QNG02

Kha ning tao mang cua chung vi khuin QNGO2 trén méi truong HKTS (c6 thanh phan
gém (g/1): NH4NO3 2; KH,PO4 4; NaCl 5; KCI 0,25; MgCl, 1,25; glucoza 1; peptone 5; cao
men 0,2; cao thit 3) ¢6 pH duoc thay dbi gia tri tir 4 dén 9 da duogc khao sat. Sau 3 ngay nudi
ciy, QNGO02 tao mang sinh hoc trong méi trudng c6 pH khic nhau. Chung vi khudn nay c6
hoat tinh tao mang cao & pH 5 d&n pH 9. O cac pH 4 kha ning tao mang ctia ching QNG02
rét thép chi dat khoang 5,12 +0,19 va hau nhu khdng c6 kha ning tao mang sau 3-5 ngay nuoi
cdy.

Két qua duoc thé hién trén Bang 1.

Nhu véy, pH 5 ¢én pH 9 phit hop cho kha ning tao mang cao & ching QNGO02.

Vi du 3. Tac déng cua nhiét d6 1én kha nang tao mang ctia chung QNG02

Dai nhiét do 25 — 50 °C da duogc sir dung dé danh gi4 anh huéng cia ching 1én kha
nang tao mang boi ching QNGO02 trong 3 ngay nuoi céy.

Két qua duoc thé hién trén Bang 2.

Két qua cho thdy, ching QNG02 c¢6 kha ning tao mang & phd nhiét do kha rong tir 25
— 45°C, trong khoang nay su sai khac vé kha ning tao mang cta ching nay 1a khong c6 ¥
nghia théng ké. Diéu nay chimg té ching QNGO02 ¢6 kha ning tao mang t6t & cac dai nhiét do
khé rong. Con & 50°C, kha ning tao mang cta ching nay gan nhu khong c¢6 sau 3 ngay nudi
cy, gia tri OD thip chi dat 3,97+0,14. Nhu vdy, ching QNGO02 c6 thé ing dung dé tao mang
xtt 1y 6 nhidm cac hop chét hidrocacbon thom & nhiéu khu vuc khac nhau ciing nhu mua khéc
nhau.

Vi du 4. Tac dong ctia ndng d6 mubi 1én kha nang tao mang cta ching QNG02

Nong d6 mudi NaCl khac nhau tir 0 d&n 40%o d3 duoc chon dé khao sat tim ra ndng do

mubi thich hgp cho kha ning tao mang cao béi ching QNG02.
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Két qua duoc thé hién & Bang 3.

Két qua cho thiy, chiing QNGO2 ¢6 kha ndng tao mang kha tdt tir ndng do 0 dén 40%o.
Vi du 5. Téc dong ctia ngudn cacbon 1én kha ning tao mang cuia ching QNG02

Céac ngudn cacbon khac nhau bao gdm saccaroza, lactoza, glucoza va mantoza da
duoc st dung dé danh gi anh hudng 1én kha nang tao mang sinh hoc ctia ching QNGO02.

Két qua dugc thé hién & Bang 4.

Két qua trén Bang 4 cho thdy, ching QNG02tao mang sinh hoc rat tot trén cac ngudn
cacbon khéc nhau, dic biét 13 trén ngudn mantoza. Day cling 1a ngudn co chét sin c6 trong tu
nhién va c6 gia thanh thdp. Vi véy, khi nuoi cdy & quy md 16n, c6 thé sir dung 1am ngudn
cacbon cho chung QNG02tao mang sinh hoc va ding mang nay dé xir ly 6 nhiém cac hop
chit hidrocacbon thom.

Vi du 6. T4c dong ctia ngudn nito 1én kha niang tao mang sinh hoc ctia ching QNG02

Mot sb ngudn nito vo co va hiru co gdbm KNO3, NaNOs, pepton va cao men dd duoc
str dung dé dénh gia kha ning tao mang sinh hoc ctia chiing QNGO02.

Két qua dugc thé hién trong Bang 5.

Két quéa trén Bang 5 cho thdy, véi ngudn nito v6 co hay hitu co thi ching QNG02 déu
tao mang sinh hoc rét t6t, dic biét 13 trén ngudn pepton.

Vidu 7. Kha néng xtr Iy naphtalen ctia ching QNG02

Naphtalen & cac dai ndng d6 khac nhau tir 150 — 250 ppm di dwoc sir dung dé danh gia
kha nang sinh truéng va phan hiy cta mang sinh hoc ching QNGO02 sau khi dugc ¢b dinh
trén than sinh hoc trong 7 ngay. Két qua duogc thé hién ¢ Bang 6.

Két qua thu duoc cho thiy ching Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 c6 kha nang
sinh truong kha tbt trén dai ndng do naphtalen tir 150 — 250 ppm. Tuy nhién, & ndng do cang
cao thi sinh truong cang giam va dén ndng 250 ppm ching nay sinh truéng kém hon. Nong
d6 250 ppm dugc lua chon dé phén tich kha nang phan hay naphtalen ctia mang sinh hoc trén
than sinh hoc béi ching QNG02. Két qua cho thiy sau 7 ngay nudi cdy, mang sinh hoc trén
than sinh hoc do chung Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 tao thanh da c6 kha nang xir
ly 14 91,29 %.

Vi du 8. Kha néng phéan hity phenantren cua ching QNG02

Phenantren & cac dai ndng d6 khac nhau tir 150 — 250 ppm di dugc sir dung dé dénh
gid kha ning sinh truéng va phan hiy ctia mang sinh hoc ching QNGO02 sau khi dugc ¢b dinh
trén than sinh hoc trong 7 ngay. Két qua dugc thé hién & Bang 6.

Két qua thu duoc cho thiy chung Stenotrophomonas maltophilia QNG02 ¢6 kha nang
sinh trudng kha tbt trén dai ndng d phenantren tir 150 — 250 ppm. Dé danh gia chinh xac vé
kha ndng phén huy phenantren ctia mang sinh hoc trén than sinh hoc bai ching QNGO02 chung
Stenotrophomonas maltophilia QNG02, ching t8i lwa chon ndng d6 200 ppm dé phén tich

kha nang phan hily phenantren. Két qua cho thiy sau 7 ngay nuéi cy, mang sinh hoc trén than
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sinh hoc do chung Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 tao thanh dd c6 kha nang xu ly 1a
100 %.
Vi du 9. Kha ndng phan huy antraxen ctia ching QNG02

Antraxen & cac dai ndng do khac nhau tir 150 - 250 ppm d4 dugc sir dung dé dénh gia
kha nang sinh truong va phan hiy cua mang sinh hoc ching QNGO02 trong 7 ngay. Két qua
duoc thé hién & Bang 6.

Két qua thu duoc cho thiy ching Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 ¢6 kha ning
sinh trudng kha tét trén dai ndng d6 antraxen tir 150 — 250 ppm. P& danh gia chinh xac vé kha
nang phan hiy antraxen cua mang sinh hoc trén than sinh hoc chung Stenotrophomonas
maltophilia QNG02, chiing t6i lwa chon ndng dd 200 ppm d phén tich kha ning phan huy
antraxen. Két qua cho thdy sau 7 ngay nudi cdy, mang sinh hoc do chung Stenotrophomonas
maltophilia QNGO02 tao thanh di c6 kha nang xt ly 1a 100 %.

Vidu 10. Kha nang phan hiy piren cua chiing QNG02

Piren & c4c dai ndng do khac nhau tir 150 — 250 ppm da duoc sir dung dé danh gid kha
nang sinh truéng va phan hity ctia mang sinh hoc chiing QNGO02 trong 7 ngay. Két qua duoc
thé hién & Bang 6.

Két qua thu dugc cho thdy ching Stenotrophomonas maltophilia QNG02 ¢ kha nang
sinh trudng kha 6t trén dai ndng do piren tir 150 — 250 ppm. Dé danh gia chinh x4c vé kha
ndng phin huy piren ciia mang sinh hoc trén than sinh hoc ching Stenotrophomonas
maltophilia QNG02, chiing t6i Iwa chon néng d6 200 ppm dé phan tich kha ndng phén huy
piren. Két qua cho thiy sau 7 ngiy nudi cdy, mang sinh hoc do chung Stenotrophomonas
maltophilia QNGO2 tao thanh di cé kha nang xtr 1y 1a 98,02 %.

Hiéu qua dat dwoc ciia sang ché

Sang ché & cap dén chung vi khuin Stenotrophomonas maltophilia QNGO02 ¢6 kha
nang tao mang sinh hoc cao phén 1ap tir dat 6 cac hop chét hidrocacbon thom da vong ¢ Viét
Nam.

Ching vi khuan nay c6 kha ning tao mang sinh hoc t6t & nhiéu diéu kién sinh 1y sinh
héa khac nhau nhu pH 6-9, ndng d6 mudi NaCl 0-40%o, nhiét do 25-45°C, ngudn cacbon gdm
saccaroza, lactoza, glucoza va mantoza, ngudn nito gdm KNO;, NH;NOs, pepton va cao men.
Nhu viy, ching QNGO02 c6 thé ung dung d& tao mang xt 1y 0 nhiém céc hop chét
hidrocacbon thom da vong & cac diéu kién tuong dbi rong va rat phtt hop véi thue té.

Sau tir 7 ngay thi nghi¢m, mang sinh hoc do chung nay tao thanh c6 kha ning phén
huy 91,29 % naphtalen véi nong d6 ban dau 1a 250 ppm; phén hiy 100 % phenantren véi
ndng do ban dau la 200 ppm; phan hity 100 % antraxen v6i ndng do ban dau 1a 200 ppm; va
phan huy 98,02 % piren v6i ndng d ban diu 1a 200 ppm. Két qua cho thdy ching QNGO2
nay c6 kha niang xtr Iy mot sb hidrocacbon thom da vong hi¢u qua. Viéc st dung chung

Stenotrophomonas maltophilia QNG02 phan 14p tir ving ven bién bi nhidm dau Dung Quét,

-18-



42198

Quang Ngéi da giup tdn dung duoc ngudn sinh vat phong pht ctia Viét Nam ciing nhu gitp

lam giam chi phi cho viéc xir Iy nudc thai 6 nhiem dau tir cic khu vue bi 6 nhiém dau.
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Yéu ciu bio h§
1. Chung vi khuén Stenotrophomonas maltophilia QNG02 thuan khiét vé mit sinh hoc dugc
phan 14p tir mAu dat nhiém cac hidrocacbon thom da vong, trong d6 ching vi khuan nay c6
trinh tu gen 16S rARN véi kich thude 1385 bp va duoc dang ky trén GenBank v&i ma 5O
LC699795, va ¢6 cac dac tinh sau:
c6 kha ning tao mang sinh hoc khi dugce nuoi ciy trong mdi truomg HKTS, diéu kién nudi
céy o pH 5-9, néng do mudi NaCl 0-40%o, nhiét d6 25-45°C, nguén cacbon gém saccaroza,
lactoza, glucoza va mantoza, ngudn nito gdm KNOs, NH4NOs, pepton va cao men, gia tri OD
& bude séng 570 nm cao nhét 1én t6i 43,5+0,4;
¢6 kha ning phan huy 91,29 % naphtalen véi ndng dd ban dau 14 250 ppm; phéan huay
100 % phenantren véi ndng d6 ban dau 1a 200 ppm; phén hity 100 % antraxen véi ndng do

ban dau 1a 200 ppm; va phan hiuy 98,02 % piren véi ndng d6 ban dau la 200 ppm.
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Fig. 1
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Fig. 2

-22-



42198

"¢ 31

(68SSOVINY) 189, 7€~ an.Lia] svuowioydo.ijousis

(6TTTI00V) T SuadnpaLii sDUOMOYd0.410UdIS

(LRSECOVINY) L6TLTE-Y ttiny spuouroydo.jonsig—

(0ZS1HZOD) €ON Stsuauoalopp sotouioydo.rjousls

(080€LTAY) pirydiutupplop svuotoydo.jousis

($889919V) Sistaa.L0y SDUOLOYd0.11012]§

(86£1899V) ¥ST10T DIAGN /os13uastiid spuoolfdo.ijoiia]s

(cove6zrV) 01d-0 ppydoziy.t spuoroydo.ajous)s

(SS0008DH) LY-11d unLiaiong

(680990071) Q1-2-9168 .1 »jooyniun) SouoLoydo.jous]g——

(91z€L6NT) S-INIT P8y dinyayo spuoutoydo.ouals
(£898Y LI 1) DI Hunapd spuouioydo.jousis

(19€0.10ND) €-6H pirydoyput spuoiioydo.ionsls _

($6L6690T) T0ONO piprydogmu %2328Q%&Eﬁﬁw_ 001

S00°0
= i
19
68
86
c8
66
66
| ¥6
g6
¥9
66

-23-



42198

Fig. 4
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DANH MUC TRINH TU

<110> Vién Céng nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam

<120> Chuang vi khuén Stenotrophomonas maltophilia QNGO2 thuidn khiét vé mdt sinh hoc

c6 kha ning tao mang sinh hoc, phan hay pyren cé trong dat & nhiém cic hidrocacbon

thom
<160>

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

1

1

1385

ADN

Stenotrophomonas maltophilia

1

1 atgcagtcga acggcagcac aggagagctt gctctctggg tggcgagtgg cggacgggtg

//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

aggaatacat
cgcatacgac
atgtcggatt
tgagaggatg
agtggggaat
ggccttcggg
gggatgacgg
cgaagggtgc
agtccgttgt
atgtggtaga
acatccatgg
gagcaaacag
ggtgcaattt
gtcgcaagac
tttaattcga
gatggattgg
tcgtgagatg
gtaatggtgg
tcaagtcatc
gggctgcaag
tctgcaactc
tgaatacgtt

gaagc

cggaatctac
ctacgggtga
agctagttgg
atcagccaca
attggacaat
ttgtaaagcc
tacccaaaga
aagcgttact
gaaagccctg
gggtagcgga
cgaaggcagc
gattagatac
ggcacgcagt
tgaaactcaa
tgcaacgcga
tgccttcecggg
ttgggttaag
gaactctaag
atgggccctt
ccggcgacgg
gactccatga
cccgggectt

tctgtcgtgg
aagcagggga
cggggtaaag
ctggaactga
gggcgcaagc
cttttgttgg
ataagcaccg
cggaattact
ggctcaacct
attcctggtg
tacctggacc
cctggtagtc
atcgaagcta
aggaattgac
agaaccttac
aactcgaaca
tcccgecaacg
gagaccgccg
acggccaggg
taagccaatc
agtcggaatc
gtacacaccg
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gggataacgt
ccttcgggcece
gcccaccaag
gacacggtcc
ctgatccagce
gaaagaaatc
gctaacttcg
gggcgtaaag
gggaactgca
tagcagtgaa
aacattgaca
cacgccctaa
acgcgttaag
gggggcccge
ctggccttga
caggtgctgc
agcgcaaccce
gtgacaaacc
ctacacacgt
ccagaaaccc
gctagtaatc
cccgtcacac

agggaaactt
ttgcgcgatt
gcgacgatcc
agactcctac
cataccgcgt
cagctggcta
tgccagcagce
cgtgcgtagg
gtggatactg
atgcgtagag
ctgaggcacg
acgatgcgaa
ttcgececgect
acaagcggtyg
catgtcgaga
atggctgtcg
ttgtccttag
ggaggaaggt
actacaatgg
tatctcagtc
gcagatcagc
catgggagtt

acgctaatac
gaatgagccg
gtagctggtc
gggaggcagc
gggtgaagaa
atacccggtt
cgcggtaata
tggtcgttta
gatgactaga
atcaggagga
aaagcgtggg
ctggatgttg
ggggagtacg
gagtatgtgg
actttccaga
tcagctcgtg
ttgccagcac
ggggatgacg
tagggacaga
cggattggag
attgctgcgg
tgttgcacca





