
162(6) 6.2020

Khoa học Tự nhiên

Đặt vấn đề

Toluene cũng như chlorotoluenes được sản xuất một 
lượng lớn trên toàn thế giới vì chúng được sử dụng phổ 
biến để sản xuất nhiều loại hóa chất như chất chống cháy, 
thuốc nhuộm, thuốc trừ sâu…, dùng trong y tế, sản xuất vải, 
polymer và nhiều sản phẩm khác [1]. Ngoài ra, chúng còn 
được sử dụng trong chất tẩy rửa và dung môi. Hàng năm, 
một lượng lớn các hợp chất này được thải ra môi trường, 
gây ô nhiễm nguồn nước. Toluene và chlorotoluene được 
phát hiện trong môi trường, bao gồm đất, nước mặt và nước 
ngầm [2-7], ngoài ra chúng còn được phát hiện trong không 
khí [8] và thực phẩm [9].

Toluene và chlorotoluenes là những chất khá độc nên 
việc tẩy sạch chúng là cần thiết. Một trong những cách tẩy 
sạch chúng là dùng các phương pháp sinh học. Phương pháp 
này an toàn, rẻ tiền, thân thiện với môi trường và hiệu quả 
cao so với các phương pháp khác. Trên thế giới đã có những 
nghiên cứu về các vi sinh vật có thể phân hủy được hợp chất 
toluene [1, 10-20] nhưng chỉ có một công bố được thực hiện 
ở Việt Nam [21]. 

Mặc dù vậy, đa số các khảo sát trước đây đều thực hiện 
trong môi trường lỏng và sử dụng vi sinh vật dạng lơ lửng 
mà ít đề cập đến phân hủy trong đất và sử dụng dạng cố 
định. Một trong những giải pháp cố định vi khuẩn là sử 
dụng alginate. Alginate có nguồn gốc tự nhiên, dễ phân hủy 

trong môi trường, rẻ tiền, dễ sử dụng, không độc nên thường 
được dùng trong y tế, thực phẩm cũng như dùng để cố định 
vi sinh vật.  C. testosterone KT5 được phân lập từ đất và 
bùn, và đã được khảo sát về khả năng phân hủy nhiều loại 
chlorotoluene [21]. Bài báo nghiên cứu sự phân hủy của các 
hợp chất này bởi vi khuẩn C. testosterone KT5 được cố định 
trong alginate. 

Nội dung và phương pháp nghiên cứu

Môi trường nuôi cấy vi khuẩn

Vi khuẩn C. testosterone KT5 được nuôi cấy trong dung 
dịch khoáng chất có các thành phần (g/l) như sau: Na2HPO4 
2,79; KH2PO4 1,00; (NH4)2SO4 1,00; MgSO4·H2O 0,20 và 
1,00 ml các nguyên tố vi lượng. Các nguyên tố vi lượng 
bao gồm H3BO3 0,30; CoCl2·6H2O 0,20; ZnSO4·7H2O 0,10; 
Na2MoO4·2H2O 0,03; MnCl2·4H2O  0,03; NiCl2·6H2O  
0,02; CuCl2·2H2O  0,01. Độ pH của môi trường được điểu 
chỉnh bằng dung dịch HCl và NaOH. Môi trường được khử 
trùng ở nhiệt độ 121oC trong 15 phút trước khi sử dụng. Tất 
cả hóa chất đều được mua từ Sigma-Aldrich hoặc Merck với 
độ tinh khiết >98%.

Phương pháp cố định vi khuẩn trong alginate

Vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường khoáng như 
trên ở 150 v/ph và ở nhiệt độ phòng (trung bình là 30oC). 
Toluene (2 mM) và yeast extract (1,0 g/l) được bổ sung 
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nhằm kích thích vi khuẩn sinh sôi. Số lượng vi khuẩn trong 
môi trường lúc này trung bình là 3,5×108 CFU/ml (đếm 
bằng số khuẩn lạc xuất hiện trên thạch agar). Sau 24 giờ, 
môi trường lỏng được ly tâm ở 8.000 v/ph trong 10 phút. 
Vi khuẩn thu được được chuyển vào môi trường khoáng, 
khuấy đều rồi được ly tâm lần 2 nhằm làm sạch hoá chất có 
thể còn sót lại bám vào vi khuẩn. Vi khuẩn sau đó được cho 
vào môi trường khoáng mới, trộn đều với dung dịch chứa 
alginate đã khử trùng để thu được dung dịch cuối cùng có 
3,5×109 CFU/ml và 3% alginate. Dựa vào số lượng vi khuẩn 
ban đầu và số lượng hạt alginate tạo ra số lượng vi khuẩn 
trung bình trong mỗi hạt được xác định.

Quá trình cố định vi khuẩn được thực hiện bằng cách: 
dung dịch chứa vi khuẩn và alginate được nhỏ giọt vào dung 
dịch chứa 3% CaCl2 bằng syringe. Dung dịch 3% CaCl2 này 
được khuấy đều bằng khuấy từ ở tốc độ 500 v/ph trong suốt 
quá trình nhỏ giọt. Hạt được tạo ra, rửa lại rồi chuyển sang 
dịch chứa 3% CaCl2 và bảo quản trong 24 giờ ở nhiệt độ 4oC 
để hoàn tất quá trình cố định.

Thí nghiệm phân hủy toluene và chlorotoluene trong 
môi trường lỏng

Quá trình phân hủy hóa chất của vi khuẩn được thực hiện 
ở 150 v/ph và nhiệt độ phòng với nồng độ hóa chất là 2 mM 
trong 12 giờ. Đối với thí nghiệm ảnh hưởng của kim loại 
đến sự phân hủy, kim loại nặng bao gồm As5+ (As2O5), Cd2+ 
(CdCl2), Cu2+ (CuCl2·2H2O), Hg2+ (HgCl2) và Ni2+ (NiCl2) 
được thêm vào môi trường khoáng với nồng độ các ion là 
2 mM. Lượng vi khuẩn trong dung dịch là 3,5×109 CFU/ml 
áp dụng cho cả thí nghiệm phân hủy bởi vi khuẩn tự do và 
vi khuẩn cố định. 

Xác định sự sinh trưởng của vi khuẩn trong môi 
trường lỏng và trong alginate

Số lượng vi khuẩn trong môi trường lỏng sau một thời 
gian ủ được xác định dựa vào số lượng khuẩn lạc hình thành 
trên đĩa agar. Phương pháp xác định số lượng vi khuẩn trong 
hạt alginate được thực hiện theo mô tả của Schoebitz và ctv 
(2012) [22]. Môi trường sau khi ủ được bổ sung NaNO3 
đến nồng độ 6% và lắc đều cho đến khi hạt alginate tan hết 
(khoảng 10 phút). Dung dịch được pha loãng rồi trải đều 
trên đĩa agar chứa môi trường khoáng chất đã mô tả ở trên 
và đếm số khuẩn lạc hình thành sau 24 giờ ủ ở nhiệt độ 
30oC.

Thí nghiệm phân hủy toluene và chlorotoluene trong 
đất 

Đất được thu từ vườn cây trong Trường Đại học Đồng 
Tháp ở độ sâu 10-50 cm, nơi chưa từng bị nhiễm toluene 
hay chlorotoluene. Mẫu đất sau đó được bóp nhỏ bằng tay, 
trộn đều rồi rây sàng qua tấm lưới thép cho phép những hạt 
có kích thước nhỏ hơn 2 mm đi qua. Mẫu đất được xác định 
thành phần trước khi tiến hành thí nghiệm (bảng 1).
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Bảng 1. Thành phần của đất (tính theo trọng lượng đất khô).

Thành phần Hàm lượng

Cát 43,6±5,6%

Phù sa 34,7±7,7%

Đất sét 19,0±6,6%

Chất hữu cơ 21,4±3,5 g/kg

Nitơ 1,27±0,4 g/kg

Phốtpho 1,13±0,2 g/kg

pH 6,6±0,7

Khối lượng riêng 1,56±0,3 g/cm3

Toluene và chlorotoluene 0

Đối với thí nghiệm phân hủy hóa chất bằng vi khuẩn 
tự do, vi khuẩn được làm giàu trong môi trường khoáng 
rồi xịt vào đất và trộn đều. Tương tự, đối với vi khuẩn cố 
định trong alginate, hạt alginate cũng được trộn lẫn với đất. 
Lượng vi khuẩn được bổ sung vào đất ở nghiệm thức vi 
khuẩn cố định và vi khuẩn tự do đều là 107 CFU/g đất khô. 
Đất được bảo quản trong bình nhựa, đậy kín bằng nắp. Đất 
được thêm nước để có độ ẩm 25%. Hàng ngày nắp được mở 
ra chừng 2 phút để O2 có thể khuếch tán vào và CO2 khuyết 
tán ra ngoài. Đất cũng được lắc đều 1 lần khoảng 5 phút 
để trộn lại và để ôxy khuyếch tán xuống lớp đất sâu. Do 
đậy nắp thường xuyên nên độ ẩm trong đất thay đổi không 
đáng kể trong suốt quá trình ủ. Các nghiệm thức đối chứng, 
alginate không chứa vi khuẩn được trộn vào đất.

Mẫu đất được lấy để phân tích hóa chất còn lại sau một 
thời gian ủ. Toluene và cholorotoluene trong đất được trích 
ly bằng methylene chloride (CH2Cl2). 5 g đất được cho vào 
dung dịch chứa 15 ml methylene chloride, thêm nước để 
được 25 ml rồi trộn đều, vortex trong 5 phút. Mẫu được 
để yên trong vòng 10 phút. Phần methylene chloride phía 
trên tách khỏi dung dịch được chuyển sang ống tube mới. 
Quá trình này được thực hiện 2 lần. Dung dịch methylene 
chloride được làm sạch bằng 0,22 µm syringe filter. Hiệu 
quả thu hồi trung bình của toluene, 2-chlorotoluene (2CT), 
3-chlorotoluene (3CT) và 4-chlorotoluene (4CT) từ đất 
tương ứng là 92,4, 93,0, 95,5 và 96,6%. 

Scanning cấu trúc bên trong của alginate

Quá trình chụp hình cấu trúc bên trong của hạt alginate 
được thực hiện tại Đại học Chulalongkorn, Thái Lan. Quá 
trình scanning được thực hiện nhờ máy Scanning Electron 
Microscope Analysis (SEM). Hạt alginate được cố định 
bằng 1% osmium tetroxide (OsO4) 1% trong 24 giờ rồi được 
rửa lại bằng nước nguyên chất. Mẫu được dehydrate hóa 
bằng ethanol lần lượt là 30, 50, 70, 90% và cồn tuyệt đối. 
Mẫu sau đó được làm khô bằng CO2, được định khung bằng 
vàng-palladium, rồi được scanning bằng JEOL microscope 
(JSM-5410LV, Jeol, Tokyo, Nhật Bản) ở 15 kV.

Phương pháp phân tích

Nồng độ của hóa chất được phân tích bằng HPLC và 
GC/MS đã được mô tả theo nghiên cứu [21]. Các thí nghiệm 
được lặp lại ít nhất 3 lần, số liệu được xử lý bằng phần mềm 
Excel 2010 và SPSS 22.0 với mức độ tin cậy là 95% từ phân 
tích Duncan test.

Kết quả và thảo luận

Khảo sát khả năng phân hủy toluene và chlorotoluene 
của C. testosterone KT5

Các hạt alginate sau khi hình thành có hình cầu hoặc 
hơi bầu dục, với kích thước khoảng 3 cm và các hạt có kích 
thước gần như nhau (hình 1). Các hạt được bảo quản ở nhiệt 
độ 4oC nếu chưa sử dụng ngay. Kiểm tra sự phát tán của vi 
khuẩn ra dung dịch trong quá trình cố định cho thấy lượng 
vi khuẩn thoát ra ngoài môi trường lỏng là 3,6×106 CFU/ml, 
tức chỉ chiếm 0,1%. Hình scanning bên trong hạt alginate 
cho thấy, chúng có các khoang nhỏ để môi trường có thể 
khuếch tán vào bên trong, vi khuẩn có thể nhận được được 
ôxy để hoạt động. Trên hình chụp, vi khuẩn dính vào các 
thành alginate ở các khoang rỗng bên trong. Vi khuẩn sau 
khi được cố định trong alginate, chúng ít di chuyển nhưng 
thực hiện được các hoạt động khác, và chúng ít tiếp xúc với 
các chất trong môi trường hơn. 

   

Hình 1. Hình ảnh chụp hạt alginate (trái) và mặt scan cắt ngang 
của hạt alginate (phải). Hình scan cho thấy vi khuẩn được cố định 
trong hạt. Hình ảnh hạt alginate bên ngoài và scan cắt ngang ở độ 
phóng đại tương ứng là 1 và 5.000 lần.

Ở pH=7, vi khuẩn được cố định trong alginate có tốc độ 
phân hủy cao hơn so với vi khuẩn tự do cho dù chúng có số 
lượng như nhau. Từ hình 2 cho thấy, tốc độ phân hủy 2CT 
và 4CT bởi vi khuẩn lơ lửng là như nhau, và chậm hơn so 
với tốc độ phân hủy 3CT và toluene. Sự phân hủy toluene 
diễn ra nhanh hơn so với các monochlorotoluene, kết quả 
này cũng được mô tả từ công bố trước đây được thực hiện 
bởi Duc (2017) [21]. Sự phân hủy toluene và 2CT, 3CT và 
4CT được thực hiện do vi khuẩn cố định có tốc độ khác biệt 
không đáng kể. Số lượng vi khuẩn sau 12 giờ ủ tăng lên từ 
1,22 đến 1,84 lần so với ban đầu. Sau khi ủ, số lượng vi 
khuẩn trong môi trường có chất dễ phân hủy hơn có phần 
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nhiều hơn so với môi trường có chất khó phân hủy, nhưng 
trong môi trường chủng vi khuẩn tự do và vi khuẩn cố định 
không khác nhau đáng kể (hình 2B). Sau 12 giờ ủ, một số 
vi khuẩn trong hạt alginate phát tán ra môi trường lỏng. Số 
lượng này dao động trong khoảng từ 16 đến 20% tổng số vi 
khuẩn.

Trước đây đã có các dòng vi khuẩn phân hủy 
chlorotoluene như Rhodococcus sp. OCT 10 [1], Ralstonia 
sp. PS12 [23], Burkholderia. PS12 [24] và Achromobacter 
sp. KW1 [25] được công bố. Các dòng vi khuẩn khác có khả 
năng phân hủy toluene nhưng không đề cập đến phân hủy 
chlorotoluene như một số dòng được phân lập bởi Jacob và 
Irshaid (2015) từ đất ô nhiễm [26], một số dòng vi khuẩn 
phân hủy toluene phân lập từ phân bò [27] và mới đây nhất 
là Acinetobacter junii CH005 phân lập từ đất ô nhiễm dầu 
[28]. Nhưng sự phân hủy của các dòng vi khuẩn này được 
thực hiện ở dạng tự do và không khảo sát ảnh hưởng của pH 
cũng như kim loại nặng đến tốc độ phân hủy. Việc khảo sát 
khả năng phân hủy ở trạng thái cố định và ảnh hưởng của 
môi trường đến sự phân hủy giúp ta có thể áp dụng trong 
thực tế. 

Hình 2. Sự phân hủy toluene và chlorotoluene bởi C. testosterone 
KT5 (A) và số lượng vi khuẩn ở dạng tự do và cố định trong 
alginate (B). Thí nghiệm được tiến hành trong môi trường lỏng 
có độ pH=7 với nồng độ hóa chất là 2 mM và thời gian ủ là 12 giờ.

Ảnh hưởng của độ pH đến sự phân hủy toluene bởi vi 
khuẩn C. testosterone KT5 ở dạng tự do và cố định 

Khảo sát sự phân hủy toluene ở các độ pH khác nhau cho 
thấy, lượng hóa chất còn lại ở các độ pH quá thấp hay quá 
cao đều nhiều hơn ở độ pH=7 (hình 3), điều này chứng tỏ 
rằng vi khuẩn khá nhạy cảm với sự thay đổi của pH. Ở các 
độ pH khác nhau, tốc độ của vi khuẩn cố định đều nhanh 
hơn so với dạng tự do và sự thay đổi pH ít làm thay đổi tốc 
độ hơn so với dạng tự do.

Tất cả các trường hợp phân hủy trong môi trường lỏng 
đã mô tả trên đây cho thấy, vi khuẩn được cố định có tốc 
độ cao hơn hẳn dạng tự do. Cassidy và ctv cho rằng, sự 
không tiếp xúc trực tiếp với hóa chất khi được cố định trong 
alginate giúp giảm tính độc hại đến vi khuẩn, giúp làm tăng 
tốc độ phân hủy [29]. 

Hình 3. Ảnh hưởng của độ pH đến sự phân hủy toluene của C. 
testosterone KT5 ở dạng tự do và cố định trong alginate. Thí 
nghiệm được tiến hành ở nồng độ hóa chất là 2 mM và thời gian 
ủ là 12 giờ.

Ảnh hưởng của kim loại nặng đến sự phân hủy toluene 
bởi vi khuẩn C. testosterone KT5 

Các kim loại nặng có thể tồn tại trong đất hay trong nước 
và ảnh hưởng đến các hoạt động của vi sinh vật. Kim loại 
nặng có mặt trong đất đã được khảo sát ở một số địa phương 
nước ta [30]. Đánh giá mức độ ảnh hưởng của kim loại nặng 
đến sự phân hủy toluene trong môi trường lỏng cho thấy, vi 
khuẩn được cố định có tốc độ phân hủy nhanh hơn so với vi 
khuẩn tự do. Sự cố định trong alginate, lớp alginate bảo vệ 
cho vi khuẩn giúp chúng giảm được sự độc hại của kim loại 
nặng so với tiếp xúc trực tiếp trong môi trường lỏng. 

Trong số các kim loại nặng được khảo sát, As5+, Cd2+, 
Hg2+ và Cu2+ có mức độ ức chế tương đương nhau. Sự phân 
hủy toluene, Pb2+ và Ni2+ cũng có mức độ độc đối với vi 
khuẩn tương đương và ít hơn so với các kim loại nêu trên 
(hình 4). Nghiên cứu trước đây được tiến hành bởi Lin và 
cs (2004) cho thấy, Mycobacterium sp. CHXY119 được cố 
định trong polyvinyl alcohol - alginate cũng có khả năng 
chịu đựng được với nồng toluene và một số chất hữu cơ 
khác cao hơn so với dạng tự do [31]. Mycobacterium sp. 
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CHXY119 được cố định cũng ít bị ảnh hưởng bởi kim loại 
nặng như Mn2+, Ni2+, Zn2+ hơn so với dạng tự do. Kết quả 
này cho thấy sử dụng dạng cố định có ưu thế hơn khi xử lý 
ô nhiễm toluene trong các điều kiện môi trường khác nhau.

Phân hủy toluene và chlorotoluene trong đất bởi vi 
khuẩn C. testosterone KT5

Trong công bố trước đây, C. testosterone KT5 dạng tự 
do đã được khảo sát về khả năng phân hủy toluene và 3CT 
và 34DCT trong đất. Trong bài báo này, sự phân hủy các 
chất này cũng được thực hiện nhưng có số lượng vi khuẩn 
cao hơn. Kết quả cho thấy, với lượng vi khuẩn cao hơn thì 
tốc độ phân hủy trong đất cao hơn. Chẳng hạn, trong bài báo 
trước, số lượng vi khuẩn là 106 CFU/g đất khô, 78,6±4,7% 
toluene bị phân hủy sau 15 ngày [21]. Trong thí nghiệm này, 

với 3,5x109 CFU/g đất thì toluene đã hoàn toàn bị phân hủy 
trong đất sau 10 ngày. Tuy nhiên, sự phân hủy trong đất diễn 
ra chậm hơn rất nhiều trong môi trường lỏng. Điều này cũng 
được xác nhận ở bài báo trước. Trong môi trường đất, sự di 
chuyển tự do của vi khuẩn, cũng như sự khuếch tán chậm 
của hóa chất và ôxy thường là nguyên nhân chính dẫn đến 
sự phân hủy chậm hơn ở môi trường lỏng. Ngoài ra, các yếu 
tố khác như thành phần và kết cấu của đất, độ pH cũng góp 

phần tạo ra sự khác biệt về tốc độ phân hủy.

Từ bảng 2 có thể thấy rằng, sự chênh lệch về khả năng 
phân hủy của vi khuẩn cố định và tự do trong đất là không 
nhiều như trong môi trường lỏng. Mặc dù có thể chịu đựng 
được độc tố của môi trường tốt hơn so với dạng tự do, nhưng 
vi khuẩn bị cố định gò bó trong khoảng không gian hẹp 
hơn nên không được tiếp xúc với môi trường ngoài trong 
thời gian đầu. Sự khuếch tán hóa chất trong đất bị hạn chế 
cũng là nguyên nhân làm vi khuẩn bị cố định khó tiếp xúc 
với hóa chất. Sau khoảng 5-6 ngày, các hạt alginate có hiện 
tượng vỡ ra hoặc phân hủy một phần. Alginate có nguồn 
gốc từ các loại tảo nâu (Phaeophyceae) nên việc bị phân 
hủy là bình thường và góp phần phóng thích vi khuẩn ra môi 
trường ngoài. Toluene dễ phân hủy trong đất hơn so với các 
chlorotoluene khác. Một nghiên cứu trước đây cho thấy, cố 
định vi khuẩn Pseudomonas sp UG14Lr trong alginate để 
phân hủy hóa chất trong đất làm giảm khả năng sống sót và 
phân hủy so với dạng tự do [32]. Độ ẩm trong đất thấp là 
yếu tố chính dẫn đến sự giảm sút này [32].

Ở một số nghiệm thức, sự phân hủy của hóa chất trong 
đất chưa khử trùng nhanh hơn đất đã khử trùng là do hoạt 
động của vi khuẩn trong đất. Vi khuẩn đã chủng vào môi 
trường đất chưa khử trùng phân hủy nhanh hơn đất đã khử 
trùng ở một số trường hợp, chứng tỏ vi khuẩn được chủng 
có sự cộng tác với vi khuẩn bản địa mà không bị vi khuẩn 
bản địa cạnh tranh hay ức chế. Trong các nghiệm thức đối 
chứng không chủng vi khuẩn, sự giảm lượng hóa chất là 
không nhiều, chứng tỏ vi khuẩn C. testosterone KT5 phát 
huy được vai trò của chúng.

Kết luận

C. testosterone KT5 được phân lập từ đất bị ô 
nhiễm có khả năng ứng dụng để tẩy sạch toluene và các 
monochlorotoluene khác tồn dư trong đất và trong nước. Vi 
khuẩn cố định trong alginate thể hiện khả năng phân hủy 
vượt trội so với dạng tự do trong điều kiện thường hay khi 
độ pH thay đổi và sự nhiễm độc của kim loại nặng. 

Bảng 2. Sự phân hủy toluene và chlorotoluene trong đất sau 7 ngày của vi khuẩn C. testosterone KT5 dạng tự do và cố định trong 
alginate.

Nghiệm thức

Toluene và chlorotoluene còn lại trong đất (%)*

Alginate không có vi khuẩn Vi khuẩn tự do Vi khuẩn cố định

Đất không khử trùng Đất đã khử trùng Đất không khử trùng Đất đã khử trùng Đất không khử trùng Đất đã khử trùng

Toluene 88,3±6,3cA 92,3±3,6cA 35,5±7,3abA 41,2±8,8bA 26,5±6,9aA 40,2±7,7bA

2CT 90,5±4,2cA 96,5±2,7cA 68,5±8,7abB 75,5±8,6bB 53,9±10,0aB 64,5±11,7abC

3CT 91,0±4,0cA 95,0±2,2cA 42,4±11,1aA 65,4±10,2bB 35,7±11,2aA 44,7±8,7aAB

4CT 94,1±3,4cA 94,5±3,8cA 51,1±10,8abAB 61,1±8,4bB 42,5±7,9aAB 61,5±8,7bBC

*: các chữ in thường khác nhau đi kèm với các số thể hiện sự khác nhau có ý nghĩa thống kê trong cùng một hàng và in hoa thể hiện trong cùng một cột. Sự khác 
biệt này có ý nghĩa thống kê ở mức p<0,05. 

Hình 4. Ảnh hưởng của kim loại nặng đến sự phân hủy toluene 
của C. testosterone KT5 ở dạng tự do và cố định trong alginate. 
Thí nghiệm được tiến hành ở nồng độ hóa chất cũng như kim loại 
nặng là 2 mM và thời gian ủ là 12 giờ.
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