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TỔNG QUAN



Dioxin là tên chung để chỉ một nhóm hàng trăm các hợp chất hoá học có

chung cấu trúc hoá học nhất định, thuộc nhóm polychlorinated dibenzo para

dioxin (PCDDs) và polychlorinated dibenzo furans (PCDFs).

 Tổng số 210 chất này là những nhóm chất độc hại, nguy hiểm nhất được biết

đến hiện nay. Trong đó, có 17 chất có liên kết với nguyên tử clo ở vị trí

2,3,7,8 là độc hơn cả. Đây cũng chính là các đối tượng được quan tâm nghiên

cứu phân tích và xử lý nhiều nhất.

 

Policlodibenzofuran 

(PCDF) 

 

Policlodibenzo-p-dioxin 

(PCDD) 

 

Polyclobiphenyl  

(PCB) 

 

Tổng quan



Độ bền nhiệt 
cao

Không bị oxy 
hóa bởi 

không khí

Phân hủy tại 
nhiệt độ >1200

Thời gian bán 
phân hủy lớn

Tổng quan



Tổng quan

Quá trình đốt rác

Quá trình sản xuất giấy, 
sắt

Hoạt động núi lửa, cháy rừng

Phát thải từ hoạt động
giao thông vận tải

Sản xuất, sử dụng, tiêu hủy 

PVC, plastics



Cơ chế tác động của dioxin
với con người được hiểu như
sau: khi đi vào cơ thể, dioxin di
chuyển theo sự tuần hoàn của
máu, song thời gian trong máu
không lâu, tích lũy chủ yếu
trong các mô mỡ.

Tổng quan

Phát thải vào khí 

quyển 

Lắng đọng trong môi 
trường

Bị hấp thụ vào 
đất và thực vật

Tích lũy trong 
động vật

Đi vào cơ thể người 



Nguồn: Kenneth Ray Olson (2019)

Trong thời gian chiến tranh Việt

Nam, từ năm 1961 đến 1971, quân
đội Mỹ đã sử dụng hơn 80 triệu lít

chất diệt cỏ.

Đến tháng 4/1972, khi phát hiện ra

trong chất diệt cỏ có dioxin, Quân

đội Mỹ đã tổ chức thu hồi 25.200

thùng (khoảng 5.241.600 lít) chất da

cam và vận chuyển về đảo

Johnston ở Thái Bình Dương bằng

đường biển trong chiến dịch “Pacer

Ivy” và tiêu hủy số này vào tháng 7,

tháng 8 năm 1977 trong chiến dịch

“Pacer HO” (Pacer for Herbicide

Orange).

Tổng quan



• Phương pháp vật lý

• Phương pháp hóa học

• Phương pháp sinh học

Tổng quan PHƯƠNG PHÁP XỬ LÝ Ô NHIỄM DIOXIN
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Cỏ Vetiver thuộc nhóm thực vật C4, 

sử dụng CO2 hiệu quả hơn theo con 

đường quang hợp bình thường, thích 

hợp nhất dưới ánh sáng, không chịu 

được bóng râm. Cỏ Vetiver có thể sinh 

trưởng và phát triển tốt trên nhiều loại 

đất, có sức chống chịu tốt với BDKH 

và điều kiện thời tiết khắc nghiệt. 

Tổng quan
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Các vi sinh vật nội sinh - Endophytes như tên gọi của chúng cho thấy

thường cư trú trong các mô bên trong của cây chủ. Endophytes - thường là

vi khuẩn hoặc nấm - sống ở các vị trí giữa và/hoặc nội bào của thực vật.

Tổng quan



ĐỐI TƯỢNG VÀ 

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
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ĐỐI TƯỢNG

Cỏ Vetiver (Chrysopogon zizanioides L.) VSV cộng sinh với cỏ Vetiver

Đất ô nhiễm dioxin
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Sơ đồ bố trí thí nghiệm

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU



Lấy và gia công mẫu ngoài thực địa
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PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
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PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

Phương pháp phân tích dioxin

Sắc kí khí ghép nối khối phổ phân 

giải cao (HRGC/HRMS)

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

ĐƠN VỊ PHÂN TÍCH: TRUNG TÂM 
QUAN TRẮC MÔI TRƯỜNG MIỀN BẮC



Phân lập vi sinh vật nội sinh
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PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨUPHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU



20

DNA sau khi tách được kiểm tra bằng máy đo quang phổ NanoDrop. Mẫu đảm bảo chất 

lượng khi có độ tinh sạch A260/280 >1,8; A260/230 <2,2. PCR kiểm tra chất lượng DNA.

Các mẫu tách đảm bảo chất lượng được gửi giải trình tự bởi Azenta Life Sciences. 

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

Phương pháp tách DNA tổng số      

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU



Sau ly tâm, giữ 

lại phần tủa

Bổ sung 700µl Ethanol 

70 % ly tâm, loại bỏ 

dịch nổi, lặp lại hai lần 

bước này, làm khô tủa 
Bổ sung 50µl TE 1x 

và Rnase, ủ ở 60ºC 

trong 30 phút

Extracted DNA 

Nghiền nát  

mẫu bằng que 

thuỷ tinh

Bổ sung 600µl đệm 

GX và 3µl 

proteinase K, ủ mẫu 

ở 60 ºC trong 30p

Bổ sung 300µl 

natri acetate, ly 

tâm 4ºC, 12000v/p 

trong 20 phút.

Hút dịch nổi và bổ 

sung isopropanol, 

ly tâm.

PCR khuếch đại vùng 

ITS/16S

Phương pháp tách DNA mẫu đơn chủng
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PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨUPHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU



Nuôi lắc các chủng vi 

nấm trong môi trường 

PDB ở 30°C trong 3 

ngày

Hỗn hợp phản ứng gồm 800 µl đệm

acetate 0,5 M, pH 5,0; 100µl ABTS 5

mM trong đệm McIlvaine; 100 µl dịch

enzyme.
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PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

Xác định khả năng enzyme laccase

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

Ly tâm 6000v/p ở 4°C 

trong 20 phút 

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU



Gen được đề tài chọn sử dụng là gen mã hóa 

huỳnh quang xanh (GFP). Gen GFP có nguồn gốc

từ loài sứa Aequorea victoria. Gen GFP có chiều dài 

720 bp. GFP mã hóa protein có kích thước 238 axit 

amin (26,9 kDa). Protein này phát ánh sáng huỳnh 

quang màu xanh lá cây khi tiếp xúc với ánh sáng bước 

sóng 509 nm. Trong lĩnh vực sinh học phân tử, GFP 

thường được đưa vào tế bào thông qua các kỹ thuật 

chuyển gen và sự tích hợp của GFP trong hệ gen của 

tế bào 18 có thể đủ bền vững qua các thế hệ sau.

Kỹ thuật chuyển gen

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨUPHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
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KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN



Lô thí nghiệm
Hàm lượng dioxin (ppt TEQ)

Ban đầu 6 tháng 11 tháng 18 tháng 24 tháng

Lô đất trồng cỏ

Trung bình 511,00 408,33 529,67 471,67 420,56

SEM 38,00 18,48 37,92 23,15 38,09

Lô đất không trồng cỏ

Trung bình 505,33 401,67 587,33 483,67 431,43

SEM 14,52 49,17 135,57 39,41 15,33

- Ờ các lô trồng cỏ, hàm lượng dioxin giảm 17,8%.

- Ở các lô thí nghiệm không trồng cỏ, hàm lượng dioxin cũng giảm 14,6%.

Kết quả Đánh giá sự suy giảm hàm lượng dioxin

Với thí nghiệm trong nhà
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So sánh với thí nghiệm tại hiện trường

Lô thí nghiệm
Hàm lượng dioxin (ppt TEQ)

Ban đầu 6M 11M 18M 24M 29M

Lô thí nghiệm trồng cỏ

Trung bình 980,33 840,00 751,33 772,67 597,54 653,33

SEM 114,02 110,27 2,19 22,40 25,12 39,19

Lô thí nghiệm không trồng cỏ

Trung bình 2333,00 2325,33 2111,33 2147,67 2039,26 2016,67

SEM 425,24 350,74 499,19 655,83 548,01 534,12

Với thí nghiệm trồng cỏ ngoài trời hàm lượng dioxin trong đất giảm 33%.

Với thí nghiệm không trồng cỏ ngoài trời hàm lượng dioxin trung bình đã giảm 13%.

(Nguồn: Ngô Thị Thúy Hường, Nguyễn Thị Thanh Thảo)

Kết quả Đánh giá sự suy giảm hàm lượng dioxin



Sự phát triển của cỏKết quả
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Lô thí nghiệm
Hàm lượng dioxin (ppt TEQ)

Ban đầu 6 tháng 11 tháng 18 tháng 24 tháng

Mẫu rễ

Trung bình 115,67 166,90 215,67 377,00 364,60

SEM 2,75 15,01 5,18 11,34 16,20

Mẫu chồi 

Trung bình 1,15 4,72 2,99 0,86 0,81

SEM 0,03 0,42 0,14 0,04 0,05

Hàm lượng dioxin trong mẫu rễ, chồiKết quả
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Ở lô thí nghiệm ngoài hiện 

trường, nồng độ dioxin có sự 

thay đổi rõ rệt, mức độ đa dạng 

sinh học của vi sinh vật trong đất 

cũng thay đổi (p<0,05).

Với các lô thí nghiệm trong nhà, 

nồng độ dioxin và mức độ đa 

dạng sinh học của vi sinh vật 

trong đất không có sự tương 

quan (p>0,05).

 

 

 

Kết quả
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Đa dạng vi khuẩn mẫu rễ và mức độ suy giảm dioxin

Ở thí nghiệm ngoài hiện trường, sự biến động của VSV nội sinh trong rễ cỏ với sự

giảm dioxin có mối tương quan với nhau (p<0,05).

Trong khi đó, ở thí nghiệm trong nhà, sự biến động của VSV nội sinh trong rễ cỏ với sự

giảm dioxin không có mối tương quan với nhau (p>0,05).

       

Kết quả
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Chủng vi khuẩn

(Ký hiệu)

Tương đồng về trình 

tự (%)  

Mã số của trình tự 

tương đồng trên 

Genbank

Tên loài tương đồng

B1 100 MT509531 Klebsiella variicola

B2 100 MH559568 Priestia megaterium

B3 100 MN420979 Citrobacter freundii

B4 99,87 MZ676567 Enterobacter cloacae

B5 100 CP133753 Pseudomonas aeruginosa

B6 100 MT613371 Enterobacter cloacae

B7 100 CP042551 Enterobacter hormaechei

B8 100 OR793900 Priestia megaterium

B9 100 OR793125 Bacillus cereus

B10 99,76 MT111594 Enterobacter cloacae

B11 100 MT613375 Enterobacter asburiae

B12 100 CP138336 Bacillus cereus

B13 100 CP138336 Bacillus cereus

B14 100 MN069331 Serratia marcescens

B15 100 CP138336 Bacillus cereus

B16 100 MG461554 Serratia marcescens

Kết quả Phân lập, định danh 16 chủng vi khuẩn nội sinh
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Kết quả Kết quả định lượng IAA của các chủng vi khuẩn



Kết quả dữ liệu được biểu thị dưới dạng giá trị ± độ lệch chuẩn. Phân tích ANOVA một chiều. Các chữ

cái viết thường biểu thị sự khác biệt đáng kể khi so sánh giá trị trung bình của thực vật ở các thời

điểm khác nhau. Dấu (***) biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) giữa chiều cao cây

được thử nghiệm và chiều cao cây đối chứng; (ns) cho thấy sự khác biệt không đáng kể.

Kết quả Kích thích sinh trưởng cà chua của vi khuẩn
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KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ký hiệu chủng Tương đồng về  trình tự ITS (%) Tên loài tương đồng

F1 96,75 Scytalidium sp.

F2 96,14 Scytalidium sp.

F3 99,83 Trichoderma harzianum 

F4 99,44 Curvularia lunata 

F5 100,00 Curvularia lunata

F6 99,01 Epicoccum sorghinum

F7 100,00 Fusarium falciforme

F8 100,00 Microsphaeropsis arundinis

F9 99,62 Curvularia lunata

F10 96,36 Scytalidium sp.

F11 99,83 Trichoderma harzianum

F12 85,35 Scytalidium sp.

Kết quả Phân lập, định danh 12 chủng vi nấm nội sinh



3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

35

F1       F2     F3     F4   F5     F6     F7   F8   F9    F10    F11    F12    ĐC

F3, F11: Trichoderma harzianum

F4, F5, F9: Curvularia  lunata

F6: Epicoccum sorghinum

F8: Microsphaeropsis arundinis

Kết quả Đánh giá khả năng sinh IAA



Kết quả Kích thích sinh trưởng cỏ Vetiver và tái phân lập
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Kết quả chuyển gen chủng F3Tổng quan



N

3
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F3, F11 : T. harzianum

F4, F5, F9 : C. lunata

F8: Microsphaeropsis arundinis

Kết quả Đánh giá khả năng sinh laccase



Đ

C

ĐC               F3                  F5

Thử khả năng sinh làm mất màu thuốc nhuộm
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ĐC               F3                  F5

Kết quả
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Kết quả làm mất màu tím kết tinh của F3 

Kết quả làm mất màu tím kết tinh của F5 

Kết quả Thử khả năng sinh làm mất màu thuốc nhuộm



KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ



KẾT LUẬN

1. Cỏ Vetiver giúp giảm nhẹ ô nhiễm dioxin trong đất.

2. Kết quả phân tích metagenomic cho thấy mức độ đa dạng của quần 

xã VSV trong đất ở thí nghiệm ngoài trời và VSV nội sinh có sự 

biến động tỷ lệ với sự biến động của hàm lượng dioxin. Đặc 

biệt, vi khuẩn nội sinh có sự biến động rõ rệt khi hàm lượng dioxin 

giảm. 
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3. Bằng phương pháp nuôi cấy trong phòng thí nghiệm đã phân lập, định danh, xác định

hoạt tính vai trò của 12 chủng vi nấm và 16 chủng vi khuẩn nội sinh. Tiến hành thử hoạt

tính lựa chọn được 02 chủng vi nấm (Trichoderma harzianum F3; Curvularia lunata F5)

và 02 chủng vi khuẩn (Klebsiella variicola B1; Enterobacter cloacae B4) có khả năng

sinh enzyme kích thích sinh trưởng cao.

Chuyển thành công gen GFP vào chủng F3 tạo nên hai chủng G22 và G26 để khẳng

định được sự kích thích sinh trưởng nhờ vi sinh vật đã lây nhiễm là chính xác.

4. Lựa chọn được chủng F3 và F5 có hoạt tính sinh enzyme laccase cao, làm mất màu

thuốc nhuộm xanh methylene, tím kết tinh và có khả năng đóng góp vào quá trình xử lý

dioxin trong đất.

KẾT LUẬN



1. Từ các chủng đã phân lập được, tiếp tục nghiên cứu, đánh

giá các vai trò, chức năng khác để ứng dụng cho các nghiên

cứu tiếp theo.

2. Nghiên cứu áp dụng việc trồng cỏ Vetiver để xử lý ô nhiễm

dioxin tại các khu vực khác.

KIẾN NGHỊ



XIN CHÂN THÀNH CẢM ƠN!
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