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(57) Sang ch& dé cap dén ching xa khuin wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1

thuan khiét vé mat sinh hoc c6 kha nang sinh téng hop cic enzym lipaza,

xylanaza, proteaza, chitinaza & nhiét do 37°C va sinh tdng hop cdc enzym lipaza,
xylanaza, proteaza, CMCaza, chitinaza, amylaza & nhiét do 55°C bang phuong
phap nuoi cdy dang 16ng va rin. Dich nu6i cdy hay ch& phdm dang ran c6 kha
niang phan hity mang polyme c¢6 nguén géc tit ddu mé va polyme phan huy sinh

hoc v6i cau tric héa hoc khiac nhau c¢6 kha nang phan huy sinh hoc hay than

thién moi trudng. Ngoai ra, sang ché con dé cap t6i ché phdm xir 1y rac thai

mang polyme c6 nguén goc tir ddu mod va chat déo phan huy sinh hoc dang long

varin chita ching xa khuén va nhiét nay.
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Linh vue ky thuit dwoe dé cip

Sang ché thudc linh vuc sinh hoc. Cu thé, sang ché dé cap dén chung xa
khuan wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 thuan khiét vé& mit sinh hoc, duoc phan
1ap tlr qua trinh G compost rac thai sinh hoat thanh phd c6 1an tai nilon ¢6 kha ning
phan hity mang polyme ¢6 ngudn gbe tir ddu moé va chit déo phan huy sinh hoc nhu
tii nilon, chit déo (plastic), nhua PE, nhua PE d3 dugc xuc tién oxy héa (oxo-
biodegradable plastic) va polyme cé kha nang phan huy sinh hoc. Ngoai ra, sang
ché con dé cap dén ché pham sinh hoc phan hiy mang polyme ¢6 ngudn gbe tir dau
mo va chét déo phan huy sinh hoc chtra dich nudi cay léng va ran thu duoc tir moi

trudng nudi cy chiing xa khuan ua nhiét Streptomyces sp.XKBD2.1 néu trén.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Mang polyme c6 ngudn gbc tir ddu mé, con duoc goi tit 1a nhua, chit déo
(plastic) nhu tdi nilon, nhua PE, v.v., dugc sir dung tir gitta thé ky trude va nhu cau
st dung khong nglmg tang nhat 13 giai doan hién nay. Nhu di biét, polyme c¢6 trong
luong phan tir cao nhu polyetylen rat khé dé vi sinh vat tn cong. Loai polyme nay
1a san phdm tao ra hang hoéa thuong phdm véi s6 luong 1én t6i 80 triéu tan. Trong 3
thap ky vira qua, céc loai nhya dugc st dung ngay cang tang trong giao thong, thuc
phim, may mic, xay dung, san xudt cong nghiép (mdy bay, tiu chién, may tinh, 6
t6, v.v.), y t, giai tri. Theo tinh todn gin ddy nhat (2014), thi lugng nhua duoc tidu
thu t61 hon 300 triéu tin/nam. Luong st dung binh quéan dau nguoi ndm 2015 & cac

khu vuce trén thé giéi rat khac nhau, mic tiéu thu trung binh trén ddu ngudi gan 79
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kg/nam. Tiéu thu chat déo nhiéu nhit 1a nguoi My (155 kg/ngudi) va it hon ca la
ngudi chau A, tiéu thu hon 48 kg/ngudi. Con & Viét Nam, mirc tiéu thu 1a hon 40
kg/ngudi. Polyetylen dugce tiéu thu nhiéu nhét, chiém t6i 38%, tuong duong véi 76
triéu tdn/nam. O Viét Nam hién dang st dung céc loai nhua sau day: Polyetylen
(LDPE,HDPE), Polyetylen Terephthalat (PET), Polybutylen nilon, Polypropylen
(PP), Polystyren (PS), Polyvinyl chlorid (PVC), va céc loai khéc.

Luong rac thai nhya dugce thai vao moi trudng rat cao, tinh dén 2012, & My
va chau Au d thai lan lugt 29 va 25,2 tridu thn. Theo Lién Hiép Quéc, thi loai réc
thai nay chti yéu méi xur Iy duoc tir 22 dén 43% bang chén 14p, con 35% duoc db
vao dai duong. Rac thai nhya khong ngling ting trén toan thé gidi. Néu udce tinh
theo thé tich thi loai phé thai nay ndm trong cac hd chon 14p chiém 20-30% rac thai
sinh hoat trén pham vi toan ciu. Lugng chat thai rin ciia Viét Nam phat sinh trung
binh hang ndm ting khoang 200% va tiép tuc ting 1én khoang 44 triéu tAn/ndm.
Nam 2015, Viét Nam 1a nuéc c6 luong rdc nhua do ra bién ding thu 4 trén thé
gi¢i. Trung binh 0,73 triéu tdn/nam, chiém 6% toan thé gi6i. Trong sach xuét ban
gan dédy cua Ellen MacArthur Foundation and McKinsey & Company Kinh té chdt
déo méi —Nghf lai, twong lai ciia chdt déo 14 cong trinh ctia 180 chuyén gia va phéan
tich 200 bao céo lién quan dén chit déo, nhiing thong tin tir tu liéu nay cho thdy mot
céch nhin nhan méi vé su lang phi ghé gém vé kinh t& tir chét déo va réac thai tir
chit déo. Nam 2013 cong nghiép da dua vao thi truong chét déo bao g6i 78 triéu tén
v6i gia tri 1én téi 260 ty USD va ude tinh dén nam 2050 s& 1én 318 triéu tAn. Tuy
nhién, sau 40 nam sir dung trén toan thé gidi thi chi c6 15% chit déo bao goi duoc
quay vong tai sir dung. P c6 dén 95% tuong duong vaéi 80-120 ty USD chét déo
bao g6i bi mét sau thoi gian ngan sir dung. Néu tinh ca thiét hai do hiéu tmg nha
kinh trong qua trinh san Xudt va cac hé luy xa hoi, theo UNEP udc tinh 1én t6i 40 ty
USD.
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Theo két qua diéu tra hang nam & c4c thanh phé 16n ctia Viét Nam thai ra gan
200.000 tAn nhua phé thai cac loai, trong do tai nilon va cac loai bao bi bing nhua
LDPE chiém 75% (khoang 150.000 tin). Theo Hiép hoi Nhua Viét Nam, tdng
doanh thu toan nganh nhwa nam 2015 dat 13.238 ty dong, ting 16%; loi nhuan toan
nganh dat 1.340 ty ddng, ting 30% so v&i 2014. Theo céc cong ty san xuét, thi
trudng bao bi nhya ¢6 tde do ting trudng an tuong khoang 15 — 20%, stc tiéu thu
cta céc loai bao bi nhya tang theo tinh tién dung da cho théy muc ti€u thu nhua
binh quan diu ngudi ctia Viét Nam nam 1994 13 3,5 kg/ngudi/nam; nam 2003 13 15
kg/ngudi/ndm (Theo bdo cdo cia Trung tdm thong tin Khoa hoc va Coéng nghé
Qudc gia va Co s dit liéu Tap chi Cong thuong, nim 2011) va ¢6 xu hudng tang
cao trong 10 ndm qua. Nam 2008, mirc tiéu thu nhua binh quan dau ngudi dat 22
kg/ngudi/nam; ndm 2010 1a 33 kg/ngudi/nam thi hién nay con s nay dat trén 41

kg/mgudi/mam, du kién dén nam 2020 con sb nay ting 1én 45 kg/ngudi.

Ngoai nhitng loai chat déo truyén thdng thi chét déo sinh hoc va chit déo ¢6
kha nang phan hiy sinh hoc do thay ddi tinh chat héa hoc ctia chit déo c6 ngudn
gbc dau mo duoc sir dung do duoc cai bién tinh an toan. Tuy nhién, do gia ca cao
nén & Viét Nam van chua duoc stir dung rong rai va doi lac loai chat déo nay con bi
quang céo ban hang sai ban chét dé ting tinh hdp dan véi ngudi tiéu dung va trén
thué moéi truong. Trude khi di sdu vao mo ta sang ché, cac khai niém va cdc quy
chuan danh gia kha nang phan hily sinh hoc thi cac khai niém sau day can phai quan
tam dé hiéu r5. Do 1a chat déo phan hiy sinh hoc oxo (oxo-biodegradable plastic)

dugc danh gié theé nao va lam rd cac loai chat déo kho cé chung nguon goc.

Loai chit déo tao nén nén sinh khdi (crop-based hydro-biodegradable
plastic), cling rdt gin véi chit déo trén nén sinh hoc (bio-based plastic) hay
chit déo sinh hoc (bioplastic), hay chit déo c6 kha nang @ phan huy
(compostable plastic), dugc déanh gia thong qua tiéu chuan EU sé EN 13432
hay ciia M§ s6 ASTM D6400 vé phan hay sinh hoc trong diéu kién dic biét &
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quy m6 cong nghiép.Tuy nhién, mot s loai chat déo duogc cai bién nho dua
cdc phu gia xuc tién oxy héa (da sb 1a su dung hén hop mot sé kim loai)
khong dugc cong nhan xét theo quy chudn 1a “phan huy sinh hoc”. Nim 2017,
chat déo phan huy sinh hoc oxo (oxo-biodegradable plastic) dugc cong bd 1a cé
khoang 60% bi phan huy sau 2 ndm va 40% bi tich lai trong moi trudng (thang
3/2017 http://www.symphonyenvironmental.com/more-misinformation/). Con
& Viét Nam, d& c6 loai tGi géi hang tr HDPE dugc cdp chung chi 1a “than
thién mdi truong”, nhung ngudi san xuét lai khuyén cédo ¢ nhén hang 1a “tu
phén huy sinh hoc”. Ngoai ra, sin phdm nay con cung cdp thém théng tin trén
nhan san pham 1 “céc phu gia tao nén san pham nay phan huy sinh hoc”. O

day c6 su khong rd rang, 1am cho ngudi tiéu dung Viét Nam bi nham 14n.

Chéit déo do con ngudi tao ra va thanh phan bao gdm carbon, hydrogen,
silicon, oxy, clorua va nito. Dau thd, than d4 va khi tu nhién di la nguén nguyén
liéu co ban cho chiét xuét tao nén chét déo. Cac loai chat déo rat bén viing theo
thoi gian. Chu yéu, chit déo hién dang sir dung 13 polyetylen (LDPE, MDPE,
HDPE and LLDPE), Poly Ethylen Terephthalat (PET), Polybutylen Terephthalat
(PBT), nilon, Poly-Propylen (PP), Polystyren (PS), Polyvinyl Chlorid (PVC), va
Polyurethan (PUR). Con chit déo tao ra tir sinh khdi hay ngudn nguyén lidu tai tao
nhu poly(hydroxybutyrat) (PHB), poly(lactid) (PLA) va tinh bot hdn hop duogc vi
sinh vat hay enzym clia chiing sinh ra dé dang phan htty sinh hoc ¢6 tén goi 1a chit
déo sinh hoc (bioplastic). Chét déo ciing c¢6 thé dugce phan hily sinh hoc bing cach
cai thién murc d6 thily phan hay do dai ciia chudi polyme c6 thé duoc giam bing su
oxy héa nho sy sinh truéng ctia vi sinh vat. Loai chat déo nay c6 tén la chét déo c6
kha nang phan hty sinh hoc oxo (oxo-biodegradable) va dugc tao ra trén co sd
polyetyl (LDPE, MDPE, HDPE va LLDPE) két hop véi cac phu gia xtc tién oxy
hoa va ching thudng 1 cac ion kim loai chuyén tiép duoc dua vao ¢ dang stearat

hay phtrc cht v6i cac phdi tir hitu co khac. Céc kim loai chuyén tiép dugc sir dung
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lam phu gia xuc tién oxy hoa g(‘A)m Ti, V, Cr, Mn, Fe, 2 Co, Ni, Cu, Zn, Ca, v.v.,
trong d6 hiéu qua nhat phai ké dén phirc stearat ciia Co, Mn va Fe. Dudi tac dong
ctia tia cyc tim (UV), nhiét d6 hodc céc tdc dong co hoc, cac phu gia thiic day phan
Gng oxy hdéa mach polym tao thanh cdc nhom chic nhu cacbonyl, cacboxyl,
hydroxit, v.v., tao diéu kién cho vi sinh vat d& dang tiép can dé phan huy tiép cac
mach monome, dionome, oligome v.v.. Nhd cic chét xtc tién oxy héa, thoi gian
phéan huy chét déo tir hang trim nim giam xudng con vai nam tham chi 12 vai tudn
hay vai thang dbi v&i chat déo da duoc cai bién nay.

Nhu da d& cap, chit déo ciing c6 ciu tric gan gidng lignin cho nén céch tac
dong cua enzym laccaza cling thuong xay ra twong tu. Cac budc vi sinh vat phan
htty chét déo xay ra nhu sau: vi sinh vat (& dang don 1¢ hay t6 hop, tuy nhién trong
tur nhién 1a t5 hop vi sinh vat) sinh trudng va tao nén cac enzym ngoai bao; cac
enzym ngoai bao do vi sinh vat tiét ra bam 1én bé mat ctia chit déo; Chuing cét chudi
polyme va gy ra su x6i mon bé mit chit déo, phan hily sinh hoc chat déo xay ra
v6i the do khac nhau do rat nhiéu yéu td tac dong, san pham cudi cling cia qué trinh

phan hity chat déo 1a CO,, H,O va CH,.

Trong ty nhién, qua trinh nay xay ra rat chdm, nhung nhiéu cdng trinh gan
day da chimg minh rang c6 thé khodng hoa dugc chét déo. C nhing nghién cttu co
ban chimg minh dugc mét sé chung vi sinh vat don 1& ¢6 thé tham gia phan huy
duoc chét déo, nhung mot ching don 16 khong thé khoang hoa duge chét déo boi
cAu tric bén viing tao nén chat déo déu c6 ngudn gbe dau mo. Trur loai c6 kha nang
phan huy sinh hoc nhanh va hoan toan ¢ xuét x{r tir sinh khdi, thi loai polyme tao
ra tr qué trinh xuc tién oxy hoa nho mot s6 kim loai Fe, Co, Ni, Cu Ti, V, Cr, Mn,
Zn, Ca, v.v., dang dugc sur dung tai mét sb quéc gia d3 duoc thuong mai héa. Néu
dugce tac dong trudce (tién xtr ly) boi cac tac nhan hoa hoc, 1y hoc va nhu tia cuc tim
(UV), céac phu gia, nhiét d¢ hodc cac tdc dong co hoc khac nhau thi qué trinh oxy

héa mach polyme duogc thuc ddy dé cac phan tmg tao thanh cac nhém chtc nhu



21301

cacbonyl, cacboxyl, hydroxit, v.v., dugc hinh thanh nhanh hon va day 1a diéu kién
cho vi sinh vat dé& dang tiép can dé phan huy tiép. Qua trinh phan huy loai polyme
ndy cling gan giéng nhu dbi véi lignoxenluloza (lignin, hemixenluloza, xenluloza),
chi khéc 13 ngudn gbc va qua trinh tao ra cc chit déo khac hoan toan véi polyme
tai tao c¢6 ngudn gbc thién nhién. TS hop chudi cdc phan tng sinh hoa xay ra cling
twong ty va tuan thi theo cac co ché ma & d6 cic enzym ngoai bao, ndi bao déu

hoat dong.

Vay st dung cting mot lc t6 hop cua céc ching sinh céc enzym nhu lipaza,
esteraza, ligninaza, v.v., dé phan hiy polyme c6 diém nao khéac véi quy luét chung
hay khong? Va khac & chd nao? Cau tra 16i 12 khong khac véi quy ludt ma chi khac
& chd chiing déng vai trd 14 chat xtc tic manh hay tham gia vao chudi phan tng dé
cat ngin ciu tric cta chudi polyme cia chit déo. Cudi clng, tat ca moi quy trinh
sinh hoc cling di vao chu trinh Creb dé khoang héa thanh cac axit béo, sinh khdi vi

sinh vat, CO, va nudc.

Cho dén nay chua c6 giai phap nao mang tinh kha thi cao cho cac nuéc phat
trién va dang phat trién vé xur ly loai 6 nhi®m réc thai chat déo, dac biét la chat déo
san xuat tir nguyén lidu héa thach va nhidu nhat 13 ddu mé. Con rac thai tir chat déo
c6 kha ning phan hiy sinh hoc (bioplast) da khong con 1a van dé rat kho véi qua
trinh phan hily sinh hoc nhd ¢6 giai phap hitu hiéu xir ly bang cac cong nghé khac
nhau, trong d6 ¢6 xtr ly bang hé enzym hay 0 phan hity véi nhiét d6 cao duoc kiém
soat. Hién nay sd lugng rac thai 1a nhua c6 thé phan huy sinh hoc chiém mét thi
phén rit khiém ton vi ching dugc san xuat véi kinh phi rt cao. Bn thé ky qua céc
nghién ctru phan hily sinh hoc khong ngimg tim kiém cac con duong dé xur ly rac
thai 1a chat déo (san phdm nhua, tai nilon, bao bi sir dung trong cong nghiép, y té,
nong nghiép va trong doi sdng hang ngay). Rac thai nhua chu yéu van dang duoc
chén 14p. Hé luy ctia viéc nay khong chi ton that kinh té ma con gay nén 6 nhiém

moi truong nudc ngam, cling nhu gidm chat lugng cudc song cua cong dong song
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quanh ving chdn rac. Mot trong cac con dudng dé giam tac dong cua rac thai nhua
1a sir dung t6 hop vi sinh vat song cling v6i tao didu kién moi truong phu hop dé
cho qua trinh phan huy sinh hoc nhua c¢é hiéu qia cao nhét ¢ thé. Mt con duong
nita 1a stt dung hé enzym tlr xa khuén, xa khuén soi, xa khuén va vi khuén sinh téng
hop dé xir Iy. Cach nay can thém céc chudi k¥ thuat khac dé sao cho enzym tao ra
bén, tiéu hao thap nhét va hoat dong duoc trong cac diéu kién moi truong sinh thai
khéc nhau. Hon thé nita, c6 thé két hop v6i nhiét do va céac tac nhan vat 1y, co hoc
khac nham tao diéu kién thuin loi dé vi sinh vat ¢6 thé sinh trudng va hoat dong
trao d6i chat vé6i chat déo dé cudi cung khoang héa dugc chit déo ma san pham &
diéu kién hiéu khi 1a CO,, H,0, con ¢ diéu kién ki khi 1a CO,, H,O va CH,. Céc qua
trinh phéan hily, chuyén héa dan dén khoang héa hoan toan rat phtic tap va rat dai,
tuy nhién & mdi diéu kién moéi trudng va mdi quin xa vi sinh vat hay mdi nhém
enzym khong hoat dong giéng nhau, nhung ching lai b6 trg cho nhau, nén cac nha
khoa hoc cong nghé can chon dugc con dudng phan hiy hidu qua nhat déi véi timg
loai chat déo. Céc nghién ciru da sir dung 1én men truc tiép cac vi sinh vat séng voi
céc loai chét déo, nhung cling c6 thé str dung hdn hop enzym do chiing sinh tong
hop trén mdi trudng ran hoic long dé danh gia kha ning phan hty sinh hoc cua
chiing, ké ca chit déo kho phan hiy va chit déo da dugc cai bién 1a chat déo phéan
huy sinh hoc oxo (oxo-biodegradable) va chét déo sinh hoc. Tuy nhién, dé d& danh
gié hiéu qua cho cong bd qudc gia va qudc té thi chon 1 hay 2 enzym dé khao sét
theo thoi gian véi céc tiéu chi chuan dé danh gia kha ning phan huy, chuyén hoa
céc loai chat déo c6 ngudn gdc va cach san xudt khac nhau thuong dugc lua chon
dau tién. Cach nay kho c6 thé 1am co sé khoa hoc da manh dé dan dén cong nghé
kha thi, néu xét ca vé mit k¥ nghé, kinh té va bao vé moi truong.

Loai bé rac thai nhua bang cch phan hily sinh hoc tip trung vao cac polyme
duoc tiéu thu chu yéu nhu polyetylen, polypropylen, polyurethan and polystyren.

Rét déng tiéc, cac polyme trén cling 13 cac loai rat bén vitng. Mot trong cac phuong
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phép thanh cong nhét c6 thé 1am chii duge 13 phan hiy nho enzym va can phai ting
cudng tbe do phan hiy chung. Vay céc c6 sé khoa hoc c6 lién quan nam & dau? Va
tai sao su dung enzym da tré thanh mét trong cac giai phéap chia khéa. Nhdm enzym
nao can nhit va quan trong trong viéc chuyén hoa phan huy chit déo. Cac nhém
enzym d6 thudc ho enzym tham gia va qua trinh chuyén héa lignoxenluloza va céc
enzym hoat dong giéng nhu cac chit xuc tac oxy hoa cac hop chat phenol va khong

phai phenol.

Dia diém tot nhat dé 14y mau phan 1ap va lua chon céac vi sinh vt sinh téng
hop cac enzym tham gia phan hity chat déo 14 chd chén 14p rac thai sinh hoat, cong
nghiép 1an nhya, ti nilon hay tir qué trinh 1 phan hay (compost) ma nguyén liéu 1a
lignoxenluloza, v.v.. Kha nang chuyén hoéa, phan huy trong qué trinh 0 cling la mdt
tiéu chi quan trong ctia ASTM dén danh gi4 kha ning phan hay sinh hoc cua chat
déo. Trong hang loat enzym tiém ning cao dé phan huy chat déo thi cac chung vi
khuan va xa khuin wa nhiét mang lai hiéu qua phan huy sinh hoc réc chit déo
nhanh. Ly do 1a chiing sinh truédng nhanh va tao dugc ca hé enzym hoat dong &
nhiét ¢ cao va ban than ching ciing c6 thé sir dung dé u phan huy chit déo. Hon
thé nita, nhiét do cao trén 45 °C kéo dai cling 13 tac nhén lam ting tdc qua trinh
phan hity rac chét déo. Néu két hop duoc nhitng wu thé nay thi nghién ctu dé tao ra
mdt cong nghé xanh cho xir Iy rac chat déo s& co tinh kha thi cao hon. Trong bai
toan khé véi luong rac nhua ting dan mdi nam trén toan hanh tinh cta ching ta va
& timg nude khac nhau, Viét Nam ciing khong phai 1a ngoai 18, nay phai dbi dién
v6i tim giai phap, cong nghé cho xur 1y loai rac bén viing ndy ma khong giy 6
nhiém thir cip va cling c6 thé tai st dung dang duoc hét stic quan tam.

Cho dén nay da c6 t6i hon 90 chi vi khudn va xa khuan c6 kha ning phan hay
chat déo dd duoc céng bd (Mahdiyah D, Mukti BH. 2013). Trong nhiing nim gan
day, da c6 nhiu bai tdng quan, nghién ctu chi tiét dé cdp mot cach chi tiét dén

danh sach hang loat vi sinh vat da dugc chiing minh phan hiy dugc chét déo dugc
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tao ra theo cach khac nhau va khong chung ngudn gbc (Vinay Mohan Pathak and
Navnem;2017)Vacécchétchﬁngtaoranngquétﬂnhshﬁ1&u6ngvﬁtécd@ngqua
lai v&i co chét 1a chit déo (Himani Bhardwaj et al. 2013). Céc cong bd cling chi ra
ching c¢6 kha ning phan huy sinh hoc loai chat déo nao, téc d6 va tinh kha thi, v.v.,
va dic biét 1a dua ra cac bang chimg rat co ban vé su thay déi cac dic tinh cua chét
déo dudi tac dong cia cac tac nhan sinh hoc riéng 1& va ddng thoi voi cée tac nhan
khac.Thong qua su giam khdi luong, su thay doi cAu triic hoa hoc, ciu trac mat, do
bén kéo dirt, san phdm trao dbi chit ciia cac phan tng sinh héa do vi sinh vat tac
dong 1én chét déo sinh ra, v.v., di cung cép co sé dé tim con duong xir 1y réc chét
déo. Van dé nay duoc ca thé gidi quan tdm, tuy nhién khong phai 12 mot bai toan cé
ngay dap s6. Trong bai tdng quan cia minh céc tac gia di cho thiy cac dai dién
ctia xa khuan da duogc thong béo c6 kha nang phan hily chit déo phan hay sinh hoc
va khé phan hiy sinh hoc. Vi du nhu xa khuan va ching Amycolatopsis sp. phan
hiy 1am giam 100 mg mang film PLA (khoang 60%) sau 14 ngdy nudi cdy & moi
tredong 1ong & 30°C. Cac xa khuan khac ciing phan hily duge PLA, PLC va PBC.
Céc dai dién khéc cua xa khudn c6 kha ning phan huy chit déo c6 kha ning phan
hiay sinh hoc bao gdbm Amycolatopsis sp. 3118, Amycolatopsis sp. HT-6,
Saccharothrix IMC9114, Kibdelosporangium aridum JMC7912 [58), Actinomadura
keratinilytica T16-1 (Sukkhum et al, 2011), Amycolatopsis thailandensis
PLAOQ7,Streptomyces bangladeshensis T7T- 4, Streptomyces thermoviolaceus subsp.
thermoviolaceus76T-2 (Raziyafathima et al. 2016). Cac chung vi khudn va xa
khudn dugc x4c dinh di pha tring hop polyme cia polyetylen. Hai trong s6 vi
khuén 14 loai Pseudomonas aeruginosa va ching Bacillus sp., con lai 12 xa khuan,
nam soi loai Fusarium graminearum. Qué trinh gidi tring hop polyme thong qua
cac enzyme amylaza, lignin/mangan peroxidaza, laccaza va sau doé la cécv enzyme
khéc laccaza. Céc ching nay c6 thé str dung dé tai tao moi truong bi 6 nhiém bai
polyetylen (Ganesh et al.. 2017). So kha ning cua xa khuan va vi khuan thay qua
trinh phén hily chét déo polyetylen terephthalat d& dugc cac nha khoa hoc Nhat Ban
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cong bb nam 2016. Cac san phdm tao thanh cta qua trinh phéan huiy sinh hoc béi vi
khuén d3 duoc phén tich chinh x4c. Ho d4 phan 1ap va phan loai duoc loai vi khuan
Ideonella sakaiensis 201-F6 c6 thé phan hity poly(ethylen terephthalat) (PET) &
30°C tr 250 mau cua mang film PET. Sau 6 tuan vi khudn nay s dung PET la
ngudn cacbon va ning luong chinh duy nhét. Khi sinh trudng trén PET, ching nay
dd sinh tdng hop 2 enzym c6 kha ning thuy phan PET va chét trung gian axit
mono(2-hydroxyethyl) terephthalic. C4 hai enzym déu can cho sy chuyén héa PET
nhd enzym hidu qua d6i véi PET va axit (2-hydroxyethyl) terephthalic, dau tién
thanh san phidm than thién moi trudng 13 c4c monome, axit terephthalic va etylen
glycol (Yoshida et al. 2016). Xa khuan Streptomyces thermoviolaceus subsp.
thermoviolaceus 76T-2 phan lap tir dit & Pai Loan d3 dugc ching minh kha nang
phan huy dugc poly(e-caprolacton) (PCL). Pd xac dinh dugc enzym PCL
depolymeraza va tach chiét, lam sach, nghién ctru dic tinh cua chitinaza. Ching
nay vura c¢6 kha nang phan huy hoan toan PCL sau 6 gio ¢ 45°C va phan huy ca
chitin (Chua et al. 2013). LDPE va cac chét déo khac, sau 4 tudn, chung xa khuin
Streptomyces coelicoflavus nay loai bé 30% trong lwong mang chat déo. Xa khuén
ua nhiét Streptomyces bangladeshensis 77T-4 phan 1ap tir dat Pai Loan c6 thé phan
hiy poly(B-hydroxybutyrate) (PHB). Chung xa khuan nay ¢ 45 °C d3 lam mét
trong lugng ctia mang film PHB t6i 50% sau 14 gid G va 95% sau 18 gio 0. Ciu
tric bé mat cia mang film da thay ddi, dusi SEM quan sat thdy nhiéu 15 tao thanh
va to dan va ting mat do cua 13 theo thoi gian sau 14 gid 1, thdy r& vong phan giai
trén dia chia PHB chiing t6 da c6 kha nang giai trung hop cua loai polyme nay baoi
enzym polymeraza. Enzym nay ciing di dugc tach chiét, 1am sach va nghién ctu
cac dic tinh riéng hoat dong & 45°C va 50°C. Ching xa khuén nay c6 tiém nang cao
trong phan hily mang chat déo c¢6 kha ning phan hity sinh hoc (Hsu et al. 2012).
Actinomyces phan lap tr ring ngap man An D6 da thé hién kha niang phan hay PE,
ma céc loai chit déo khac ciing bi ching xa khuan nay phéan hiy sinh hoc. Vi

tiém nang cao nhu vay thi xa khuan nay c6 thé khai thac vao viéc 1am sach cac khu
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vuc bi 6 nhiém PE (Midhun Kumar Duddu, Girijasankar Guntuku.2015). Xa khuén
ua nhiét Streptomyces sp. BCC23167 phan 1ap tir chd choén l4p rac ¢ Thai Lan co
kha ning phan hiy sinh hoc hiéu khi rat nhiéu polyeste mach thdng nhu
polyhydroxyalkanoat co-polyme, poly(e-caprolacton) and polybutylen succinat &
50°C va pH trung tinh. Chiing nay con phan hiy poly[(R)-3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyhexanoat] (PHBHx) thuong mai va bé mit bi thay déi c6 thé vi vy ma
trong lugng phan tir ctia polyme bi giam. O giai doan diu cta qua trinh phan huy
thdy c6 tinh thé ting nhe & mang film va sau d6 su giam x4y ra ménh liét. B& mat
ctia mang film d3 bi thay d6i cdu tric. Ching xa khuan ua nhiét d6 nay c6 tiém
ning trong cébng nghé 0 phan hiy ddi véi chat déo phan hiy sinh hoc
(Phithakrotchanakoon et al. 2009). Xa khuan ua nhiét méi duoc phan 1ap tir dat da
dugc dinh danh thudc chi Streptomyces c6 kha nang phan hiy hoan toan poly(D-3-
hydroxybutyrat) (poly(D-3-hydroxybutyrat) (PHB)) sau 6 va 3 1an nudi cdy & 50°C.
Bé mit cia mang film poly(D-3-hydroxybutyrat) (PHB) da bi thay dbi cau trac do
vi sinh vat tao khuan lac. Kiéu phan huy xay ra bao gdm ca bi tin cong va hoat
dong ctia enzym ngoai bao tiét ra. Chung xa khudn nay ciing phan huy duoc
poly(ethylen succinat), poly (este carbonat), polycaprolacton va poly(butylen

succinat) voi hiéu suat kém hon (Calabia BP, Tokiwa Y. 2004).

O don yéu cau cap Bing doc quyén giai phap hitu ich s6 2-2016-00183 v6i
tén 1a “Ché pham xa khudn Streptomyces dé san xuat phan hita co tir phu phé liéu
ndng nghi€p va chan nuéi”’, 8 ching xa khudn ua nhiét va ua nhiét linh dong la
Streptomyces sp. ACBT11, Streptomyces sp. ACBT12, Streptomyces sp. ACBT15,
Streptomyces sp. ACBT18, Streptomyces sp. ACBT19, Streptomyces sp. ACBT22,
Streptomyces sp. ACBT24 va Streptomyces sp. da dugc mo ta. Tuy nhién, 8 ching
xa khudn ua nhiét va ua nhiét linh déng nay khéong tring véi chiing xa khuén thude
sang ché nay. Ngoai ngudn gdc phan lap khac thi trinh tu gen ma héa 16S rARN

cta ca 8 chung dé cip ¢ day cd do tuong dong cao so voi cac chung cling thude chi
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Streptomyces nhung khac loai. Cu thé 1a Streptomyces werraensis, Streptomyces
griseflavus  BPML18, Streptomyces griseoflavus PTCC 1130,  Streptomyces
cellulosae HBUMI175112, Streptomyces thermocarboxydus OS2C va ASI13Y,
Streptomyces  fradias ~ S81,  Streptomyces  tendae M23,  Streptomyces
thermocoprophilus NBRC 100771.

Ban chit k§ thuit ciia sdng ché

Ching xa khuan ua nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 dugc phan lap, dinh
danh va xac dinh cac dic tinh sinh hoc, ¢6 kha nang phin hiy rac thai tir mang
polyme c6 ngudn gde tir ddu mo va chét déo phan huy sinh hoc nhu tdi nilon, chét
déo (plastic), nhya PE, nhya PE da dugc xtc tién oxy hoa (oxo-biodegradable
plastic) va chat déo phan huy sinh hoc. Ching xa khudn wa nhiét duoc phan lap tur
U rac thai sinh hoat thanh phd da dugc dinh danh thudc xa khuén chi Streptomyces
va thé hién kha ning phan hity mang polyme c¢6 ngudn gdc tir ddu mé va chat déo
phan huy sinh hoc (trong sang ché ciing sir dung cum tu tdi nilon) va da dugc cai
bién dé tang kha nang phan huy sinh hoc (oxo-biodegradable). Phan loai chiing xa
khuan XKBD2.1 va trinh tu gen 16S rARN di dugc ding ky trén Genbank c6 ma sb
MF521435.1. Ching xa khuan nay sinh tong hop cac enzym lipaza, xylanaza,
proteaza, chitinaza ¢ nhiét do 37°C, va & nhiét do cao 55°C sinh tong hop céc
enzyme lipaza, xylanaza, proteaza, CMCaza, chitinaza va amylaza v4i hoat tinh
khéc nhau. Chiing xa khuan phan lap c6 kha nang phan hiiy mang polyme, chat déo
khi 4 phan hiy (compostable). Day 1a mét tiéu chi bat budc ddi véi chit déo duoc

cdng nhan l1a phan hty sinh hoc.

Chung xa khuan Streptomyces sp. XKBD2.1 thudn khiét vé sinh hoc va duoc
luu gilt tai Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc Céng nghé Viét
Nam.

Moi trudng sinh tong hop cic enzym ngoai bao thé hién kha ning phan hay

tui nilon dugc ban & si€u thi trong va ngoai nudc co cau tric hoa hoc khac nhau va
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kha ning phan hiy sinh hoc khac nhau. D6 12 PE va chit déo c¢6 ngudn gbe dau mo
duge tron v6i phu gia xuc tién oxy hoéa. Cac loai polyme dang tdi nilon duoc st
dung dé danh gia kha nang phan huy sinh hoc duge thu thap tur (1) Ha Lan, Puc
(dugc cAp ching chi ¢6 kha ning phan huy sinh hoc cua chau Au), cong hoa Sec,
(2) tlr c4c siéu thi Viét Nam duoc cdp chimg chi “than thién moi trudng” bdi Bo Tai
nguyén — Mbi trudng, chtr khéng duoc cdp chimg chi “cé kha ning tu phan huy
sinh hoc” tic 1a sau 2 nim phan hay 60 %; (3) chat déo phan hay sinh hoc oxo
(oxo-biodegradabe plastic), sir dung cac phu gia xtc tién oxy héa PE dé tao nén loai
chit déo nay boi cong trinh nghién ctru khoa hoc tai Viét Nam va chét déo c6 ngudn
gbc nude ngoai ¢6 kha nang phan hay sinh hoc .

Kha ning phan hiy sinh hoc ctia PE va chit déo phan hity sinh hoc oxo bing
nudi cdy truc tiép cac chung néu trén dé ching sinh tdng hop céc enzym ndi, ngoai
bao khac nhau. Tuy nhién sang ché chi x4c dinh cac enzym ngoai bao nhu la
CMCaza, xylanaza, chitinaza, lipaza, proteinaza, amylaza.

St dung céc k¥ thuat chuan dé danh gia kha ning phan huy sinh hoc cta céc
loai mang polyme c6 ngudn gbc diu mo, chét déo va chat déo phan huy sinh hoc
(tti nilon) ¢6 ban chat héa hoc khac nhau nhu: kha ning phan huy bang u hiéu khi -
c6 mit oxy (compostable, mat trong luong, kha niang kéo dut, cdy tric bé mit

(SEM), so mau, thay ddi ban chat héa hoc phan tich boi phd hong ngoai FTIR).

Chuing xa khuan trong sang ché nay 1a XKBD2.1 duoc phan lap tir déng 0
phan hay rac thai sinh hoat tr tinh Binh Phudc Viét Nam cé trinh tuy gen ma hoa
16S rARN véi do dai 1a 1056 bp twong dong 99% véi Streptomyces
thermoviolaceus NBRC 12382, Streptomyces thermogriseus NBRC 12383,
Streptomyces thermogriseus AHKI130, Streptomyces thermogriseus AHKI108,
Streptomyces thermovulgaris NRRL B-12517T, Streptomyces sp. BCC23167,
Streptomyces  thermovulgaris A-V, Streptomyces thermovulgaris KSI 659,
Streptomyces sp. LZ-35, Streptomyces thermogriseus UICC B-49, Streptomyces
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thermovulgaris ~ 54-2,  Streptomyces  thermovulgaris ~ R10,  Streptomyces
thermovulgaris NBRC 1308, va do twong dong thip hon tir 98- 86 % so véi
Streptomyces thermocarbonxydus AHSI, Streptomyces coelicolor ~ LCC-04,
Streptomyces coelicolor LCC-01, Streptomyces coelicolor LCC-03, Streptomyces
sp. MUSC227, Streptomyces laurentii X13, Actinomyces funkei 604141/2010,
Actinomyces funkei 606220/2008.

Ching XKBD2.1 c6 quan hé gin giii nhit v4i cac chiing xa khuan wa nhiét
thudc loai Streptomyces thermogriseus NBRC 12383, Streptomyces thermogriseus
AHK130, Streptomyces thermogriseus AHKI108, Streptomyces thermovulgaris B-
12517T, Streptomyces sp. BCC23167, Streptomyces thermovulgaris A-V, v.v.. Tat
ca cac ching thudc loai nay déu chua c6 cac nghién ciru va thong bao vé kha ning
phan huy chit déo. Co quan hé xa hon véi cac dai dién khac cling thudc chi
Streptomyces. Chi riéng ching Streptomyces sp. BCC23167 dugc phan 14p tir rac
thai nhua trong déng chén 14p & Thai Lan d& duoc biét dén kha nang phan huy
PBC.

Sau khi so sanh, ching xa khudn wa nhiét trong sang ché nay thudc chi
Streptomyces. Chuing XKBD2.1 dugc dat lai tén 1a Streptomyces sp. XKBD2.1.
Cay phat sinh chung loai cua ching Streptomyces sp. XKBD2.1 nay duoc thé hién
trén Hinh 6.

Ngodi ra, sang ché con dé cap dén ché phim xur Iy rac thai mang polyme cé
ngudn gbc tir ddu mé va chit déo phan huy sinh hoc & moi truong dang long va dang
ran, ché phim nay chira chting xa khuan wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 thé hién c4u tric bé mit (bing SEM) céc loai nilon trude va sau 30
ngdy xUr ly bang chung xa khuan Streptomyces sp. XKBD2.1; (A) va (B) tui nilon
HL; (C) va (D) tai nilon VHL; (E) va (G) ti nilon VN1
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Hinh 2 thé hién ph6 hdng ngoai bién dbi Fourier (FTIR) cta mAu nilon HL
ban dau (A), sau 30 ngay xu ly (B) bang ching XKBD2.1

Hinh 3 thé hién phd hdng ngoai bién ddi Fourier (FTIR) ctia mau nilon VHL
ban dau (A), sau 30 ngay xu ly (B) bang chiing XKBD2.1

Hinh 4 thé hién ph6 hdng ngoai bién ddi Fourier (FTIR) ctia mau nilon VNI
ban dau (A), sau 30 ngay xur ly (B) bang ching XKBD2.1

Hinh 5 thé hién hinh thai chiing xa khuin XKBD2.1

Hinh 6 thé hién cay phat sinh chiing loai ctia chuing xa khudn XKBD2.1
M5 ta chi tiét sang ché

Céc tic gia sang ché da tién hanh phan 1ap cac ching xa khuén tir déng
phan huy tUr rdc thai sinh hoat thanh phd tai tinh Binh Duong, Viét Nam. Moi
trudng Gause dugc dung lam moi trudng phan 14p xa khuén c6 thanh phan nhu sau
(g/1): Tinh bot tan 20; K,HPO, 0,5; MgSO, 0,5; KNOs 1; NaCl 1; FeSO, 0,01; do pH
6,8. Cac mau thu dugc tlr cdc dong u phan huy rac thai sinh hoat thanh phd tir tinh
Binh Duong, Viét Nam da dugc pha lodng va gat 1én moi truong Gause thach (mdi
truong Gause c6 thém thanh phan aga véi lugng 18g/1). Sau d6 cac dia thach da cay
mau duogc nudi & 55°C trong budng nudi cdy vo trung. Chi sau 72-96 gio, khuan lac
xa khuan c¢6 hinh thai khac nhau duoc hinh thanh trén cac dia thach duoc tach va
lam sach. Chung thu duogc da dugc danh gia kha nang sinh truéng & cac nhiét do
khéc nhau, dugc ki hig¢u [a XKBD2.1. Ching xa khuén c6 hinh thai khac nhau s&
cdy trén mdi trudng Gause thach va duge nuéi & nhiét do 55 °C. Hinh thai khuén lac
ctia chiing nay duogc thé hién trén Hinh 5. Kha ning sinh truéng cta ching trong

sang ché nay & cac muc nhiét d6 khac nhau duoc thé hién trong Bang 1.
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Bang 1. Dic tinh nhiét ciia chiing xa khudn XKBD2.1

Tén ching Nhiét do Nhiét d6 | Nhiét do
37°C 55°C 65°C
XKBD2.1 n + _

Chu thich: (+) sinh trudng ,(-) khong sinh truong

Dé xé4c dinh hoat tinh enzym chitinaza ngoai bao ctia ching xa khuan, ching
duge nudi trén moi trudng Gause bd sung 5% co chat chitin, nudi & nhiét do 37°C
va 55°C. Hoat tinh enzym chitinaza ngoai bao dugc xé4c dinh dinh tinh theo phuong
phap do vong phan giai khi nhuém bang thuéc nhudm lugol 1%, sau 24 gid 1.

Dé xé4c dinh hoat tinh enzym CMCaza ngoai bao cta ching xa khuén, ching
duge nudi trén méi trudong Gause bd sung 5% co chit CMC (Carboxymethyl
cellulose), nudi & nhiét d6 37°C va 55°C. Hoat tinh enzym CMCaza ngoai bao duoc
x4c dinh dinh tinh theo phuong phap do vong phan giai khi nhuém bang thudc
nhudém lugol 1%, sau 24 gio .

Pé x4c dinh hoat tinh enzym xylanaza ngoai bao cua chung xa khuén, ching
dugc nudi trén moi trudng Gause bd sung 5% co chit xylan, nudi ¢ nhiét do 37°C
va 55°C. Hoat tinh enzym xylanaza ngoai bao dugc xé4c dinh dinh tinh theo phuong
phap do vong phan giai khi nhuém bang thudc nhuém lugol 1%, sau 24 gio .

Dé xac dinh hoat tinh enzym proteaza ngoai bao cua chiing xa khuan thudc
chi Streptomyces trong sang ché nay, cac ching duoc nudi trén méi trudng Gause
b6 sung 5% co chét casein, nudi & nhiét do 37°C va 55°C. Hoat tinh enzym proteaza
ngoai bao dugc xac dinh dinh tinh theo phuong phép do vong phan giai khi nhuém
bang thudc nhudém lugol 1%, sau 24 gid 1.

Pé xé4c dinh hoat tinh enzym amylaza ngoai bao ctia ching xa khuén, ching
dugc nuoi trén moi truong Gause bd sung 5% co chét tinh bot, nudi & nhiét d6 37°C
va 55°C. Hoat tinh amylaza ngoai bao dugc xac dinh dinh tinh theo phuong phap
do vong phén giai khi nhuém bang thudc nhudém lugol 1%, sau 24 gid 1.
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Dé x4c dinh hoat tinh lipaza ngoai bao ctia chiing xa khuan, cac chung xa
khuan dugc nudi trén méi trudng Gause bd sung 5% co chat tween 80, nudi & nhiét
dd 37°C va 55°C. Hoat tinh enzym lipaza ngoai bao duoc x4c dinh dinh tinh theo
phuong phap do vong phén giai khi nhuém béng thude nhudm lugol 1%, sau 24 gid
u.

Bang 2: Kha ning sinh téng hop mot sb enzym ngoai bao cia

ching xa khuin XKBD2.1

R , Chitinaza | CMCaza | Proteaza Xylanaza | Amylaza | Lipaza
Tén chung
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
37°C ++ _ ++ + B 4+
55°C Tt - R —— - s

Chil thich:(+) duong kinh phdn giai d <Smm; (++) dwong kinh phan giai Smm < d <10mm;(+++) duong kinh
phan gidai 11mm <d <I5mm

Dé x4c dinh chinh x4c hon chung xa khuin phén 1ap duoc, tién hanh phan
loai xa khuén bang cach xac dinh trinh tu gen ma hdéa 16S rARN va so sanh trinh tu

thu dugc véi dit lidu trén ngan hang gen qudc té (GenBank).

ADN téng s6 cla chting xa khuan thu duogc dugc tach chiét theo cac budc

sau:

Thu sinh khi xa khudn vao éng eppendorf bing cach ly tAm 6000vong/phut trong
10 phut & 4°C; B6 sung dH,0 dé rira sinh khéi, ly tim 6000vong/phut trong 10 phut
& 4°C; B6 sung 400ul dung dich dém phan giai, vortex déu; B6 sung 50 pl lysozym
10 mg/ml, & & 37°C trong 30-45 phiit; B sung 20 pl proteinaza K 0 & 56°C trong 1
gid; B6 sung C:I (24:1) véi ty 18 1:1 (v:v), vortex, ly tAm 12000vong/phut trong 15
phiit & 4°C; Huat phan dich ndi phia trén sang 6ng eppendorf méi; B sung
isopropanol véi ti 1& 1:1 vé thé tich, G & 4°C qua dém; Ly tim 12000vong/phut trong
15 phat ¢ 4°C, thu tia; B6 sung etanol 100% ty 1& 1:1 (viv); Ly tim
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12000vong/phut trong 15 phit & 4°C, thu tua, rira tiép bang etanol 70%; Lam kho
tia; Hoa trong TE, bao quan ¢ 4°C.

Sau khi thu dugc ADN téng sb, thue hién khuéch dai doan gen ma hoa 16S
rARN béng k§ thuat PCR. Poan gen ma héa 16S rARN dugc khuéch dai béng cap
mdi 27F (5> — AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3°) va 1492R (5> — TAC
GGG TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) (Baker et al., 2003; Bourne et al., 2005).

Thanh phan phan tmg PCR dugc trinh bay trong Bang 3.

Bang 3 - Thanh phan phan tng PCR

Thanh phan Thé tich (pl) Nong do cudi
Pém Taq 10X 2,5 1X
dNTPs 2 mM 2,5 0,2 mM
MgS04 20 mM 2,5 2 mM
Mbi 27F 10 pM 1 0,4 uM
Mbi 1492R 10 pM 1 0,4 uM
Taq Polymeraza 5 U/ pl 0,2 1 U/25 pl
ADN khuén 1

ddH,0 14,3

Tong thé tich 25 ul

Chu ky luan nhiét cua phan tng PCR dugc trinh bay trong Bang 4.

Bang 4 - Chu ki luan nhiét ctia phan iing PCR

Budc Nhiét do/thoi gian S6 chu ky
Bién tinh 94°C/5 pht 1
Bién tinh 94°C/1 phut
30
Gan moi 55°C/1 phut
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Kéo dai chudi 72°C /1 phut 30 gidy
Kéo dai chudi 72 °C /7 phut 1
4°C » Gitt 6n dinh

Quan hé di truyén ctia chung xa khuin XKBD2.1 phén [dp méi tir G phén huy
rac thai sinh hoat trong sang ché nay dugc thé hién & cdy phat sinh chung loai trén
Hinh 6.

Trinh tu gen 16S rARN cua ching xa khudn Streptomyces sp. XKBD?2.1 da
dugc dang ky trén Genbank c6 ma s6 MF521435.1. Chung xa khuén nay sinh tong
hop céc enzym lipaza, xylanaza, proteaza, chitinaza & nhiét d6 37°C, va & nhiét do
cao 55°C sinh tong hop cac enzyme lipaza, xylanaza, proteaza, CMCaza, chitinaza
va amylaza v6i hoat tinh khéc nhau. Chiing xa khuan phan 1ap c6 kha ning phén
hily mang polyme c¢6 ngudn gbe tir ddu mé va chat déo phan huy sinh hoc khi u

phan huy (compostable).

Bao tit clia chiing xa khudn nay dugc bao quan va luu gift trong 50% grycerol
& -80°C hodc trong dau khoang & nhiét d6 25 - 30°C tai Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam dudi dang thuan khiét vé mit sinh hoc.

Chiing xa khuan ua nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 dugc ding dé san xuit
ché pham xur ly rac thai mang polyme c6 ngudn gdc tir ddu mo va chét déo phéan huy
sinh hoc hay than thién méi truong. Trong d6, ché phim nay c6 thé dugc san Xuat ca
du6i dang 16ng va ran. Ché pham xir ly rac thai mang polyme c6 ngudn gbe tir diu
m6 va chat déo phan huy sinh hoc hay than thién méi truong dang long chira chung
xa khuén ua nhiét Strepromyces sp. XKBD2.1 v&i mat do vi sinh vt trong ché phim
dat khoang 10® -10° MPN/ml ché phdm. Ché phdm xir 1y rac thai mang polyme ¢6
ngudn gbc tir ddu mé va chat déo phan huy sinh hoc hay than thién moéi truong dang
rdn chtra chira chiing xa khuin wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 véi mét d6 vi

sinh vat dat khoang 103-10° MPN/g ché pham, chit mang rin bao gdbm rom nghién,
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than va 16i ngd nghién va cam gao véi theo ty 1é€ rom nghién:than va 156i ngd

nghién:cém gao 14 3:3:4 va ngudn khoang chét, va dat d6 4m 13 15-19%.
Vi du thwe hién sang ché

Phan huy sinh hoc céc loai mang polyme c6 ngudn gbc tir ddu mo va polyme phan
huy sinh hoc, chit déo (tGi nilon) béi ching xa khudn wa nhiét Streptomyces sp.
XKBD2.1 & 55°C

Téac dung phan huy sinh hoc cac loai mang polyme c6 ngudn gbc tir dau va
chit déo phan huy sinh hoc mé béi ché pham xir 1y réc thai mang polyme c6 ngudn
gbe tir ddu mo va chit déo phan huy sinh hoc hay thén thién méi truong chtra chiing
xa khudn wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 dugc xdc dinh bang phd hdng ngoai
bién doi Fourier (FTIR), c4c tinh chat co hoc (d6 bén kéo va do dan dai khi dut), su
thay ddi mau va phuong phap hién vi dién tir quét (SEM). Viéc x4c dinh tac dung
phan huy sinh hoc c4c loai mang polyme c6 ngudn gc tir ddu mo. XKBD2.1 cling
duge xac dinh bang cach xac dinh kha ning va chat déo phan huy sinh hoc béi ché
pham chtra chiing xa khudn wa nhiét Streptomyces sp phan hly nay cia ban than

chiing xa khuén wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1.

Ching xa khuin ua nhiét Strepromyces sp. XKBD2.1 sau khi phéan 1dp dugc
luu gift trong 50% glyxerol & -80°C hodc trong dau khoang & nhiét do 25 - 30°C tai
Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam dudi dang thuin khiét vé mit sinh

hoc.

Trinh tw gen 16S rARN clia chiing xa khuan Streptomyces sp. XKBD2.1 da
duge diang ky trén Genbank c6 ma s6 MF521435.1.

Chung gidng ctia ching xa khuén wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 (ching
XKBD2.1) duge lay tir mau luu giit tai Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét

Nam.
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Cac loai tui nilon ¢6 nguén géc khéc nhau dugc st dung dé danh gid kha
nang phan hily bang ché pham theo sang ché. Trong d6, mot loai thi nilon 6 ngudn
gbc tir Ha Lan (loai polyme c¢6 kha ning phan hiy sinh hoc nhin chung chi cua
chau Au), mot loai tai nilon do Vién Hoéa hoc, Vién Han 14m Khoa hoc va Coéng
nghé Viét Nam nghién ctru nghién ctru tao ra, mdt loai ti nilon dugc ban thuong

mai trong siéu thi & Ha N6i duge khuyén cdo than thién méi trudng.

Gidng xa khuan XKBD2.1 dé danh gia kha niang phan hiy sinh hoc dugc
nudi cay 1ong trén moi truong Gause cé thanh phan nhu sau (g/l): Tinh bot tan 20;
K,HPO, 0,5; MgSO, 0,5; KNOs 1; NaCl 1; FeSO,4 0,01; pH 6,8. Sau 3 — 5 ngay 1én
men trong diéu kién lic 200 vong/phut & 55 °C, cac ching d3 sinh trudng manh, co
mat do t& bao 107 — 10> MPN/ml. Thu dich nuéi cdy dé tién hanh xu Iy mang

polyme, chat déo ( goi 1a: tii nilon) theo sang ché.

Céc loai mau thi nilon c6 ngudn gbc khac nhau dugc cit thanh miéng c6 kich
thuéc 2x10 cm, cho 1 g nilon mdi loai riéng ré vao binh thuy tinh 250 ml chira 150
ml moi trudng nudi cay ching XKBD2.1, thi nghiém duoc thuc hién trong didu
kién lac 200 vong/phtt & nhiét do 55 9C. X4c dinh do giam hoat tinh enzym ngoai
bao trong dich nudi theo thoi gian. Sau 30 ngay nudi ciy cic chung xa khudn ¢
mit cia mau tai nilon d3 duoc dénh gid mirc dd phan hiy bang céc thiét bi chuyén
dung vé&i cac chi tiéu bit budc trong danh gid kha ning phan hay sinh hoc
(biodegrabilily) mang polyme, chat déo nhu: d6 giam khéi luong, d6 bén kéo dut,
su thay d6i mau, sy thay doi cdu trac héa hoc bing may ghi phd hdng ngoai bién
ddi, sy thay ddi cau triic bé mat bang kinh hién vi dién tir quét. Két qua duogc thé

hién dudi day.

a) Pho hong ngoai bién dbi Fourier (FTIR)
Phé hdng ngoai bién ddi Fourier (FTIR) ctia cac mau tai nilon dugc xac dinh

bang may ghi phé hong ngoai bién déi Fourier Nexus, thuc hién nhu sau: mau ¢
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dang mang moéng hodc mang vun (mang vun s€ dugc ép thanh vién v6i KBr) va
quét phd & ving 400cm™- 4000cm™, do phéan giai 8cm™, sé 1an quét 32 lan. Phd
FTIR dugc ghi dudi dang dudng cong phu thude phan tram truyén qua vao sé song
(1/)) hay budc séng cua bic xa, sau khi da bu trir phd nén cua khéng khi (hodc
KBr).

Chi sb cacbonyl (CI) duoc sir dung dé danh gia su thay ddi ham lugng céc
nhom cacbonyl hinh thanh do su phan hity oxy héa quang mang polyme, chét déo.

Ico

Cl= I
Céc gid tri CI dugce tinh theo cac cong thirc sau CH3  Trong d6, Ic—o 14 cudng
d6 dao dong hoa tri ciia nhom cacbonyl; Icys 12 cudng do dao dong bién dang d6i

xung cua nhom metyl.

b) Céc tinh chét co hoc
Céc tinh chat co hoc (d6 bén kéo va d6 dan dai khi dat) cta tdi nilon duge do

trén méy Zwick Z2.5 theo tiéu chuan ASTM D638, tc d6 kéo 50 mm/phut & nhiét
do phong, mdi loai mau duoc do 3 lan dé lay gia tri trung binh. MAu sau khi cét
dung thuéc do chuyén dung dé xac dinh bé day (d) do va danh diu dé xac dinh
khoang cach [, (khoang cach ban dau). Sau d6 miu can do dugc kep 1én méy va do,
xéac dinh duogc céc dai lugng: Do bén kéo (MPa) va d¢ dan dai khi dat (%).
D bén kéo dut

Khi tac dung mot luc kéo F 1én miu & mdt thoi diém bat ky thi tao ra mot
ling suét tirc thoi tng v6i luc F tai thoi diém do.

Ung suat tmg véi luc F tai thoi diém mau bi dut goi 1a tng suét khi dat

(o1, duoc xéc dinh bang cong thic sau:

O, =

r
S

Trong d6: F: luc kéo tac dung 1én mau (N).
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S: tiét dién ngang ban diu cua mau (m?).
Do dan dai khi dit
D¢ dan dai khi dirt cta vat liéu duge xac dinh theo cong thire sau:

I, -1
e=-2—2100%
lO

Trong d6: & - % dan dai ctia mau.
Iy - chiéu dai ciia mau trude khi kéo (cm).
Is - chiéu dai ctia mAu tai thoi diém mau dut (cm).
¢) Su thay d6i mau
Xac dinh su thay d6i mau séc cia mau mang polyme, chit déo bang sé liéu
hién thj trén may so mau. B& mit va mau sic miu duogc x4c dinh theo tiéu chuin
ASTM D2244-89 trén may ColorTec PCM (PSMTM, My¥) véi L* do d6 sang va a*,
b* 1a toa d0 mau. Trong d6: +a*: 1a mau do; -a*: la mau xanh 14; +b*: 1a mau vang;

-b*: mau xanh duong; L* thay d6i tir 100 (mau trang) dén 0 (mau den).

Céc gia tri AEn dung dé tinh toan su thay d6i mau sic bé mat mau. N6 nhu mot ham

theo thoi gian chicu xa tia cuc tim vdi cong thic:

AEn= \/(L' = L)%+ (a —a,)? + (b* — b,)?
L*, a*, b* 1a céc gia tri mau tai thoi diém ban dau.
L,, a,, b, 1a cac gia tri mau tai thoi diém n.

Néu gié tr1 AEn nhd tuong Uung véi it thay doi mau sac cta vat liéu. Néu gia tri AEn
16n thé hién su thay d6i mau sac 16n, vat liéu chiu anh hudng 16n cua cic tdc nhan

tac dong.

d) Phuong phap hién vi dién tir quét (SEM)
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Hinh thai c4u tric ciia cac mau dugc quan sat dudi kinh hién vi dién ti quét
(SEM- JSM-6510 LV, Jeol, Japan). Mau dugc phit mot 16p platin méng dé dan dién

va chup trong moéi truong khi nito.
Cac két qua duoc thé hién duéi day:
Bang 5: Hoat tinh enzym ngoai bao theo thoi gian xtr ly

bang Streptomyces sp. XKBD?2.1

Enzym
CMCaza | Proetaza Chitinaza | Xylanaza Amylaza lipaza
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Thoi gian
Ban dau + 4+ o+ ++ + -+
7 ngay + +++ ++-+ ++ + ++
14 ngay + ++ ++ + + ++
21 ngay + ++ ++ + + +
30 ngay + + + + + +

Chit thich:(+) dwong kinh phdn giai d <Smm, (++) dwong kinh phdan giai 5Smm < d <I0mm, (+++) dwong kinh

phdn giai 11mm < d <15mm

Bang 6: Do giam khdi luong cta céc loai mAu nilon sau 30 ngay

xtr Iy bang chung xa khudn XKBD2.1

Tén mau

HL

VHL

VN1

XKBD2.1

D6 giam khdi lwong (%) khi xir
ly bang chung Streptomyces sp.

33,15-39,90

1,48 - 2,00

1,93 -5,00
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ching xa khuan Streptomyces sp. XKBD2.1

Tén mau Nilon ban dau Nilon sau 30 ngay xtr ly
Chi tida HL VHL VNI HL VHL VN1
D bén kéo dat | 839 2425 1541 | kxdd | kxdd | kxdd
Do gidn dai 0 0 0 kxdd | kxdd kxdd
khi dut
So mau (AE) 0 0 0 31,51 5,39 2,68
CI 5,51 0,01 0,01 2,20 0,00 0,02

Kxdd: khéng xdc dinh dwoe do mdu bi ndt vun hodc dirt gay khong thé
do dwoc bang mdy chuyén dung
Su thay d6i cAu triic hoa hoc cua tdi nilon sau xt Iy bang chiing XKBD?2.1

Phd FTIR ctia mau tai nilon HL sau xtr Iy v6i ching XKBD2.1 dugc trinh
bay trén Hinh 2. C6 thé thay vi tri mot sé pic dic trung cho dao dong hoéa tri cua
nhém OH tu do, dao dong héa tri, dao dong bién dang va dao dong ngoai mat phing
ctia nhém CH no, dao dong héa tri nhém C=0 dich chuyén tir 2-10 cm™. Su dich
chuyén mét sé pic trén cho thiy ching XKBD2.1 d3 tac dong vao ciu tric cia céc
phan ttr chat déo trong miu tai nilon HL, 1am cho chit déo bi phan huy. Pdng thoi,
quan sat thay r6 su giam cudng do t6i 80% ciia nhém C=0 va C-O chung to chung
XKBD2.1uu tién tdn cong vao cic nhom trén khién ching bi phan hily nhiéu hon
c4c nhom khdc, do d6 cudng dd cac nhom nay giam dang ké.

Ph6 FTIR ctia mau tai nilon VHL sau xtr ly bang XKBD2.1 dugc trinh bay
trén Hinh 3. C6 thé théy vi tri mot sb pic dac trung cho dao dong hda tri cia nhém
OH tu do, dao dong héa tri, dao dong bién dang va dao dong ngoai mit phing cua
nhém CH no dich chuyén tir 5-17 em™. Su dich chuyén mdot sb pic trén cho thiy
chung XKBD2.1 da tac dong vio ciu tric clia cac phan tir chat déo trong mau tdi

nilon VHL, 1am cho chéat déo bi phan hily. Pong thoi, quan sat thay xuat hién 1 pic
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méi & s6 séng 1639,76 cm™ dic trung cho dao dong hoéa tri ctia cac lién két C=C
lién hop hodc khong lién hop véi nhan thom hodc vong lactam > 6 canh trong chit
déo. Két qua cho thiy chit déo d& bi XKBD2.1 tac dong va phan huy tao thanh céc
nhom nhu lacton hay anken, v.v.

Phé FTIR ctia mau ti nilon VN1 sau xt ly bing XKBD2.1 dugc trinh bay
trén Hinh 4. C6 thé thz?’ly vi trf mot s pic dac trung cho dao ddng hoda tri va dao
dong ngoai mit phang ctia nhém CH no dich chuyén tir 9-10 cm™. Su dich chuyén
mdt s6 pic trén cho thdy XKBD2.1 di tac dong cdc nhém CH no trong cdu tric chit
déo va c6 thé cac nhém nay bi phan hity nén gay ra su dich chuyén s séng.

Quan st Hinh 4 c6 thé thay sau qua trinh xtr Iy trong XKBD?2.1, ciu tric ctia
cdc mau chat déo déu thay ddi so v6i ban diu. C6 thé quan sat thdy cac 15 héng
trong cAu tric chat déo véi duodng kinh 1 — 20 pm. Minh ching thu dugc chimg té
cdc mau chat déo da bi phan huy trong moi truong XKBD2.1. Pong thoi, bé mit
mau HL xuit hién déu cac vi 16 chimg t6 nd bi phan hity déng déu. Trong khi d6
mau VHL va VN1 xuét hién céc 16 héng dudng kinh 16n, cho thiy n6 bi phan huy

~cuc bo.

Hiéu qua dat dwoc ciia sang ché

Chiing xa khuan Streptomyces sp. XKBD2.1 wa nhiét, duoc phén lap tir Binh
Duong, Viét Nam, sinh tong hop lipaza, CMCaza, xylanaza, chitinaza, proteaza,
amylaza & 55°C va 4 enzym lipaza, xylanaza, chitinaza, proteaza ¢ 37 °C c6 thé
phan hty céc loai chat déo c6 cdu truc héa hoc khong gidng nhau. Ban than ching nay
c6 thé sir dung tao ché phdm dé  rac thai sinh hoat chira chit déo hay chét déo c6 kha
ning phan hity sinh hoc da dugc phan loai. Chung nay ciing c6 thé két hop véi cac
ching vi sinh vat wa nhiét khac dé xir ly rac thai chat déo. Ché phim tao ra tir xa
khudn nay c6 thé cung cp cho cac quy trinh céng nghé phan huy, chuyén hoa rac
thai 1a chit déo an toan va di theo con dudng hoan toan sinh hoc (i phan huy).

Khong nhitng khong gay hiéu tmg nha kinh do dét hay chon 14p lam lang phi qu§
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dat va giam nghiém trong chét luong cudc sébng nhu hién nay. Hiéu quéa cua sang
ché 1a mang lai mdt cach tiép can co thé khai thac hiéu qua da dang vi sinh vt &
Viét Nam 12 ngudn nguyén liéu di truyén ban dia dé xu 1y rac thai nhua. Sang ché
nay 1a nén tang nham tao thém cac chudi cong nghé mai dé xir ly rac thai nhua véi
chi phi thdp va gép phin giam thiéu anh hudng cua rac thai nhya 1én moi truong

dat, nude va doi song cta dong thuc vat hoang da.
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YEU CAU BAO HO
L. Chuing xa khuan ua nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 thun khiét vé mat sinh
hoc, ¢6 kha nang sinh téng hop cac enzym lipaza, xylanaza, proteaza, chitinaza &
nhiét do 37°C, va sinh tong hop cac enzym lipaza, xylanaza, proteaza, CMCaza,
chitinaza, amylaza & nhiét do 55°C bang phuong phép nudi ciy chim va rén, khac
biét & chd, chiing xa khuan nay c6 kha ning phan hdy cac loai mang polyme c6
ngudn gdc tir ddu mo va chit déo phéan huy sinh hoc hay than thién méi truong, va

c6 s6 dang ky GenBank 1a MF521435.1.

2. Ché pham xur ly rac thai mang polyme c¢6 ngudn gdc tr ddu mé va chat déo
phan huy sinh hoc hay thin thién moi truong dang 1éng, ché phim nay chira chung xa
khuin wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 theo diém 1 v&i mét d6 vi sinh vt trong
ché pham dat khoang 10% -10° MPN/ml ché phim.

3. Ché pham xr Iy rac thai mang polyme c¢é ngudn gde tir ddu mé va chit déo
phan huy sinh hoc hay than thién moi truong dang rin, ché phdm nay chira chira
chung xa khudn wa nhiét Streptomyces sp. XKBD2.1 theo diém 1 v&i mat do vi sinh
vat ctia mdi chiing dat khoang 10%-10° MPN/g ché pham, chét mang ran bao gdm
rom nghién, than va 18i ngd nghién va cam gao véi theo ty 1é rom nghién:than va 16i

ngd nghién:cam gao 12 3:3:4 va ngudn khoéng chéat, va dat d6 4m 14 15-19%.
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Hinh 5

Streptomyces thermogriseus strain: AHK108
Streptomyces thermovulgaris strain: NBRC 12383
Streptomyces thermogriseus strain: AHK130
Streptomyces thermovulgaris strain NRRL B-12517T
XKBD2.1

Streptomyces sp. BCC23167

_{Streptomyces thermovulgaris strain A-V

Streptomyces thermovulgaris strain KSI 659

Streptomyces sp. LZ-35

Streptomyces thermogriseus strain: UICC B-49

Streptomyces thermovulgaris strain 54-2

Streptomyces thermovulgaris strain R10

Streptomyces thermovulgaris strain NBRC 13089

Streptomyces thermoviolaceus subsp. thermoviolaceus strain: NBRC 12382

Streptomyces thermocarboxydus strain AHS1

Streptomyces coelicolor strain LCC-04
Streptomyces coelicolor strain LCC-03

87 | Streptomyces coelicolor strain LCC-01

Streptomyces sp. MUSC227T
Streptomyces laurentii strain X13
99 ' Streptomyces laurentii
| Actinomyces funkei strain 606220/2008

e

0.0100

100 |Acrz‘nom_vces Jfunkei strain 604141/2010

Hinh 6
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