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(57) Giai phap htru ich dé cap dén quy trinh san Xuat ché pham sinh hoc xtr Iy chit 6
nhlem amonia va nitrit, trong d6 quy trinh nay bao g6m hai cong doan chinh 1a 1am giau
quan x3 vi khuan va thu hdi ché pham sinh hoc. Trong d0, khac biét & chd giai phap hiru
ich cho phép nhan va chon loc ca quan x3 vi khuan c6 kha ning oxi hoa amoni thanh nitrit
va vi sinh vat oxy hoéa nitrit thanh nitrat tir mau bang k¥ thuat bo sung dan co chét trén co
s& kiém soat thong s6 NH,*-N, NO," -N, NO5~ -N va pH trong méi trudng nudi ciy dé kich
thich chon loc quan thé vi khudn hitu ich. Quy trinh san xudt ché pham sinh hoc xir 1y chit
6 nhiém amonia va nitrit theo giai phap hitu ich cho phép chon loc quan x3 vi khuan ngay
tir mau thuc dia nén c6 kha ning thich nghi va khong pha v& mdi 1én hé hiru co giita cac vi
khuan trong quan thé.
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Linh vwe ky thuat dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé vi sinh va céng nghé xir 1y moi
truong. Cu thé, giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh san xuit ché pham sinh hoc dé
xtt Iy chit 6 nhiém amoniac va nitrit bing phuong phap lam giau nhiéu budc quin xa

vi khuén nitrat hoa tir mdi treong tu nhién.
Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Qua trinh nitrat héa sinh hoc dd dugc Schoesing va Miintz phét hién nim 1877,
nhung dén nim 1890, nha khoa hoc nguoi Nga Winogradsky méi phén 14p duoc cac
chiing vi khudn nay. Nho nhitng nhén dinh ding d4n ciia minh, Winogradsky da st
dung méi trudng khodng vo co dé phén l4p. Sau do6, nhiéu ching vi khuén nitrat hoa
da duoc phén 1ap tir cdc moi truong khéc nhau trén khép thé gi6i. Theo cong b cua
Bergey va cdng su (1989), nhém vi khuan nay gdm 11 loai thudc 9 gidng. Dya vao dic
tinh s dung co chét, vi khuén nitrat héa dugc chia thanh hai nhém 1a nhém oxy hoa
amoniac, thanh nitrit v nhom oxy hoa nitrit thanh nitrat. Nhém vi khuén oxy hoa
amoniac gdm cac loai thudc gibng Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira,
Nitrosolobus va Nitrosovibrio. Nhém vi khu4n oxy héa nitrit gdm cac loai thudc gidng

Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus va Nitrospira.

Amoniac va nitrit 12 san phdm ciia qué trinh phan hily cac chét thai gidu dam tir
ngudn chét thai sinh hoat, nha may ché bién thirc in, nudi tréng thily san, v.v.. Hai
chit ndy ciing dugc sinh ra thong qua bai tiét truc tiép tir gia sic, gia cam, vat nuoi.
Néu chiing khong dugc xir Iy ma thai truc tiép vao ngudn nudc xung quanh s& giy 0
nhiém mdi trudong. Amoniac va nitrit d&u c6 tinh ddc ddi v6i dong vat thiy sinh.
Amoniac & dang khi (NH;) c6 thé gay doc cho dong vat thiy sinh tai ndng do rat thip
dén 0,01ppm (Maede, 1985). Sy c6 mit ciia amoniac va nitrit khong nhitng gay doc
truc tiép dbi véi thuc vat thily sinh ma con kich thich sy nd hoa cta tdo din dén méat

c4n bing hé sinh thai thay vuc.

Do d6, nhém vi khuan nay dd va dang dugc quan tdm nghién ciru ing dung vao
Xt Iy moi trudng noéi chung va nudi trong thiy san néi riéng. Trudce kia, dd c6 mot sd

nghién ciru thim do kha ning tmg dung vi khuin nitrat héa dya trén céc ching vi
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khuén thudn khiét riéng biét. Tuy nhién, nghién ctru dya trén cac ching vi khudn thuin
khiét gip nhiéu khé khin trong viéc phan 14p va luu gitt. Vi khuin nitrat héa sinh
trudng rt cham, thoi gian thé hé dao dong trong khodng tir 12 dén 32 gid (Ehrich et
al., 1995), do d6 rit khé phén lap dugc chung thudn khiét. Py 1a nhém vi khuin hoa
tu dudng nén viéc chudn bi moi trudng khong c6 chit hiru co dé nudi va phén ldp ciing
khong d& dang. Hon nita, vi khuén nay thudng bam vao céc tinh thé nhu CaCO; trong
mdi truong cling 14 rao can dé phén lap.

Gén day, cic nghién ctru huéng vao viéc 1am gidu ca quén xa vi khuln nitrat héa
tir nguén tu nhi€n hon 1a huéng vao mot hodc vai ching vi khuén cu thé nao do.
Grommen va cdng su (2001) d3 tién hanh 1am giau theo mé ché phim vi khuén nitrat
hoa c6 tén thuong mai 14 ABIL cta hang AVECOM (Bi) trong bé 1én men dung tich
500L. Co chét dugc bd sung hang ngay dé hd trg cho sy sinh truéng cia vi khuin
nitrat héa. P& duy tri ngudn carbon, pH va gia thé bam, CaCO, cling duoc bd sung
thuong xuyén. Oxy dugc bd sung bing may nén khi thong qua dng va céc vién da sui.
Nhiét 6 nudi cdy dugc duy tri tai nhiét d6 tir 22 dén 24°C. Quén x4 vi khuin duogc co
ddc va dat mat 6 0,5g VSS/L. Két qua thir nghiém ché phdm nay vao hé théng nuéi ca
canh nudéc ngot rat tdt. Véi lidu lugng 1a Smg VSS/L, ndng dd N (TAN, NO,-N) di

giam tir 10mg/L xubng dué6i giéi han phét hién chi sau 4 ngay.

Shan va Obbard (2001) da phat trién 2 phuong phap 1am giau dé tao ra ché phim
nitrat hoa, d6 13 phuong phép lam gidu theo mé va lam giau lién tuc. Trong phuong
phap 1am giau lién tuc, cdy truyén miu vao binh tam giac dung tich 1000ml c6 chira
moi truong nudi cdy thé tich 500ml. Nudi vi khudn tai 30°C, trong t6i va méi trudong
méi duge bd sung lién tuc vao binh véi tdc d6 4 ml/h. Nong do amoniac dugc bd sung
ting dan trong chu ky nudi. Qu4 trinh nudi két thuc sau 40 ngay nudi, thoi diém ma
ndng d co chit & dong ra dugc duy tri & gia tri Omg/L. Phuong phap nudi theo mé,
mau dugc ciy truyén vao binh tam giac dung tich 250ml chira 100ml moi trudng. Khi
ndng dd co chit bj tiéu thy gan hét thi ciy truyén sang moi trudng mai voi ti 1€ 1:9
(v/v). Ché phdm sau khi tao mang trén manh vun dét sét (clay pellet) da cho kha ning

loai b6 amoniac rat tot doi véi nguoén nude nudi tdm su thidm canh & Singapo.

Achuthan va cdng su (2006) di tao ra 4 dang ché phim dit tén 12 ché phim 6xy
héa amoniac (AMOPCU-1 va AMONPCU-1) va 6xy héa nitrit (NIOPCU-1 va
NIONPCU-1). Ché phdm dugc tao thanh bing phuong phép lam giau 2 budc tir ngudn
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ty nhién. Budc thir nhat, miu thu thap tir ty nhién dugce 1am giau trong chau chira méi
truong khoang va cat. Co chét dugc bd sung dinh ky khi 90% co chit duoc loai bo.
Na,COj; ciing dugc bd sung @ én dinh pH va duy tri ngudn carbon. Oxy dugc bd sung
bing may nén khi théng qua hat da sii. Giai doan nay kéo dai dén khi 80-300mg
NH,"-N/L dugc tiéu thu trong thoi gian tir 90 dén 160 ngay. Budc thir hai, 1ml miu
hodc 1g hat loc da duge lam giau lin thir nhét duoc céy truyén sang binh tam giac
250ml chira 100ml mdi trudng, nudi trong tdi trén may lic tai nhiét do phong. Qua
trinh nay két thiic khi sy sinh trudng ctia vi khuin bude sang pha dn dinh. Thir nghiém
kich hoat ché phdm nay trong bé phan tmng nitrat hoa cua hé thdng nudi san xut tdm

gidng cho két qua tot & An D9.

O Viét Nam, viée nghién ciru vé nhém vi khudn nitrat hoa cling dang dugc quan
tdm nghién ctru. C4c cong trinh chinh c6 thé ké dén 1a dé tai “Nghién ciru cong nghé
xir Iy bun ao nudi tom gép phan 1am sach méi trudng nudi tréng thiy san va san xuét
phén bén hitu co-vi sinh” do Dang Dinh Kim va cng sy thyc hién nam 2012-2013.
Dé tai da phén 1ap thanh cong mot sb chung vi khuén nitrat hoa va céc ching vi khuin
khac tir bun d4y ao nudi tom va thir nghiém san xuit ché phadm vi sinh vét. Két qua thir
nghiém cho thiy ché phim c6 kha ning xir 1y t6t cac chét 6 nhidm hitu co va céc chét
doc nhu amoniac va nitrit. Cong trinh nghién ciru cia tap thé tac gia thudc truong Dai
hoc Bach Khoa Ha Noi (Nguyén Thi Thanh va Tran L& Ha va cong su. 2006, 2007)
ciing d4 phan 13p thanh céng mot sd ching vi khuln nitrat tir cdc ao hd ven Ha Noi,
tuy nhién két qua danh gi4 kha ning nitrat hoa cho thiy hiéu qua oxy héa 1a rit thip.
Viéc phan 1ap cac ching vi khudn thudn khiét khong nhitng mét thoi gian va cong strc
ma hoat lyc cia cac loai ché pham dugc tao thanh tir cac ching riéng biét thudng yéu
va kém thich nghi véi mdi trudng.

Nhiéu nghién ctru chi ra nhitng ché phdm tao ra tir cic ching vi khun ngoai lai
thuong khéng phat huy hiéu qua xir Iy vi kém thich nghi vé6i didu kién thd nhudng &
dia phuong va chiu su canh tranh bgi khu hé vi sinh vét ban dia. Hon ntta, viéc st
dung céc ché phim sinh hoc c6 nguén gbc ngoai lai ciing gay ra nhitng rai ro d6i véi
hé sinh théi ban dia. Do d6, viéc tao ra ché phém co nguén géc tr vi sinh vat ban dia
c¢6 kha nang thich tng va phét huy dwgc hidu qua xir Iy mdi trudng t6t hon céc ché
phim c6 ngudn gbc ngoai lai va khong gy ra nhitng rdi ro cho hé sinh thai dia

phuong.
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Thong thudng, mat @6 ctia nhém vi khuédn nitrat héa c6 mit trong moi trudng
nudce tu nhién khoang 10 — 10° tb/ml, trong khi m4t d6 vi khuén téng sb 1a 10° -10°
tb/ml, nhu vy chi chiém 1/1000 14n trong quin xa vi sinh vat. Hon nita, do vi khuén
nitrat héa c¢6 toc d¢ sinh truéng rit chdm véi thoi gian thé hé khoang 12-32 giy nén
thuong sinh trudng chdm va kém canh tranh so véi cac nhém vi sinh vat khac. Do do,
khau 1am giau ma tach dugc nhém vi khuén nitrat héa ra khoi cac nhém vi khuén khac
tir ngudn tu nhién va ting sinh khéi ciia chiing 1a khiu mang tinh quyét dinh dén su
thanh céng clia quy trinh san xuét ché phim. Pic biét 1a trong nhing 14n nhan gidng
dAu tién khi vn con c6 mit cic chét dinh dudng hiru co tir dich ciy truyén 1a miu

nudc tu nhién.

Do @6, giai phdp dé ting sinh khoi nhém vi khuan nitrat héa va han ché cac
nhom vi khuén khac phat trién 1 ting so 1an nhéan giong. Tuy nhién, sau mdi 1an ciy
truy€n, mat d9 cta vi khuan nitrat héa ting dan trong khi ¢6 mat d6 cia cidc nhoém vi

khuan khac lai gidm dan.

Nhi€u nghién ctru cho thay vi khuan nitrat c¢6 kha nang thich ing khac nhau véi
néng do co chat, c6 nhom vi khuan c¢6 thé bi irc ché & ndong d9 co chat cao nhung c6

nhém vi khudn lai c6 thé sinh trudng tdt tai néng dd co chat cao.

Do d6, giai phép bd sung co chit vao dich nuéi tir ndng d6 thip dén ndng d6 cao
s& kich thich su phat trién cta ca 2 nhém vi khuin nay. Nhu vdy, sau nhiéu 1in nhan
gidng, céy truyén nhung su da dang ctia quan x4 vi khun nitrat vin dugc duy tri. Ché
phdm véi sy da dang sinh hoc cao ctia quan xa vi khuén nitrat hoa khong nhitng c6
hidu qua xir Iy t6t ma con c6 kha ning thich tng cao véi cac didu kién méi truong
khéc nhau.

Nhirng nghién ctru truée kia ciia chinh tac gia dd cb géng 1am giau thanh 2 nhém
vi khudn oxy héa amoniac va nhém vi khuin oxy hoa nitrit, nhung két qua cho thiy
hoat Iyc ctia 2 ché phidm nay khéng cao, viéc duy tri hoat luc ctia ché phim trong qua
trinh bdo quan ciing gip nhiéu khé khan.

Vi khuén nitrat hoa 12 nhém vi khun khong c6 kha ning sinh bao tir va bao nhiy
nén viéé bao quan trong thoi gian dai véi didu kién gibng nhu cac ché phim c6 chira
cac vi khuén sinh bao tir ¢6 thé 1am cho vi khuén nitrat héa bi bit hoat hodc giam hoat

lyc. Giai phéap c6 dic mau, bao quan lanh va tang sinh tir ché phdm gbc vira gitp bao
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quan tét dugc ché phdm nhung ciing giam téi da chi phi bao quan (thiét bj 1am lanh,

dung cu chra va dién néng) va c6 tinh kha thi cao.
Bin chit ky thut ciia giai phap hitu ich
Muc dich ctia gidi phap hiru ich 13 khic phuc tinh trang néu trén, cu thé 1a giai

phép hitu ich d& cip dén quy trinh san xu4t ché phdm sinh hoc xir Iy chit 6 nhifm

amoniac va nitrit, trong d6 quy trinh nay bao gom cac budc:

a) Lam giau quan xa vi khuan:

+ nhan quan xa vi khuan trong mau:

thu mau nuéc tir moi trudng 6 nhiém biang dung cu tiét tring va bao quan & diéu

kién 4°C dén khi sir dung lam mAu san xuit ché pham sinh hoc;

cdy 15ml miu nuéc thu duge & trén vao 135 ml méi truong khoang vo co véi ty
18 1:10 (theo thé tich) da dugc tiét tring, pH =7,8 trong binh tam gidc dung tich 250ml,
sau d6 tién hanh nuéi trong diéu kién ti véi tbc do lic 120 vong/phit, nhiét do nim

trong khoang tir 28 dén 30°C;

xé4c dinh cac théng sé NH,"-N, NO,™ -N, NO; -N va pH trong moi trudng nudi
cdy theo khoang thoi gian 6 gid/1an va so sanh véi thong s nay véi thoi didm truée
d6, cac thong sd nay tuong tmg voi tbe d6 loai bd co chét cua quén thé vi khudn trong
mAu;

bd sung vao mdi trudng nudi ciy dung dich bao gdm nudc bién ty nhién loc qua
mang 0,2pm, nudc cit ¢ bd sung (tinh theo lit) 1 g K,HPO,, 0,5 g MgSO,, 0,4 g
FeSO,, 1g CaCO; va 1mg/l co chit NH,Cl & dang dich pha lodng v6i ndng d 100 mg
N/l duge loc qua mang 0,2um theo luong co chét trong tmg véi thong s& NH,"-N,
NOy -N dugc xac dinh trude d6, dong thoi duy tri pH=7,8 trong dung dich bang dung
dich Na,CO;; va

1ap lai qua trinh x4c dinh thong s va bd sung mdi truong nudi cdy cho dén khi
tdc d6 loai bd co chét & 1an bd sung co chét cudi cling khong ting so véi tde do loai bo
co chit & 14n bd sung co chét trude d6 thu duoc dich chaa quén x4 vi khudn da duoc
lam giau;

+ nhén chon loc quén x3 vi khuan:
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ciy 15ml dich chtra quin x3 vi khun da dugc lam gidu vao 135 ml moi trudng
khoang v0 co véi ty 1€ 1:10 (theo thé tich) da dugc ti¢t truing pH =7,8 trong binh tam
gidc dung tich 250ml, sau d6 tién hanh nudi trong diéu kién tbi véi tde d6 lac 120

vong/phit, nhiét d6 nim trong khoang tir 28 dén 30°C;

xac dinh céc thong sb NH,*-N, NO, -N, NO; -N va pH trong mdi truong nudi
cdy theo khoang thoi gian tir 1-3 ngdy/lan va so sanh v&i thong sb ndy véi thoi diém
trude d6, cac thong sb nay tuong tmg véi tde @9 loai bd co chit cua quén thé vi khuén

trong mau;

b sung vao moi truong nudi cdy dung dich bao gbm nude bién ty nhién loc qua
mang 0,2pm, nudc cit c6 bd sung (tinh theo lit) 1 g K,HPO,, 0,5 g MgSO,, 0,4 g
FeSO,, 1g CaCO; va 1mg/l co chit NH,C1 & dang dich pha loang véi ndng d6 100 mg
N/l duge loc qua mang 0,2um theo lugng co chét twong ttng v6i thong s6 NH,™-N,
NO," -N dugc xéc dinh truéc d6, ddng thoi duy tri pH=7,8 trong dung dich biang dung
dich Na,CO;;

13p lai qué trinh x4c dinh thong sb va bd sung méi trudng nudi cdy cho dén khi
toc do loai bd co chat ¢ 1an bd sung co chat cudi cing khdng tang so véi toc do loai bd
co chét & 14n bd sung co chét trude d6 thu dugc dich chira quan x3 vi khuén duge chon

loc; va -

cdy quén xa vi khuan da dugc chon loc vao mdi truong méi va ldp lai bude chon
loc quan x@ vi khuan dén khi toc d loai bd co chét t6i da trong 1an chon loc quan x4 vi
khuan lan cudi cung khong téng so véi lan chon loc trude dd, thu duge dung dich chira

quan xa vi khuan chon lgoc da dugc lam giau; va

b) Thu hdi ché phdm sinh hoc:
dé lang ty nhién dung dich chtra quin xa vi khuin chon loc da dugc 1am giau thu
dugc trén trong 24 gid & 4°C trong diéu kién t6i, sau d6 gan bé phan dich phia trén va

thu hdi 16p cin phia dudi;

cd 'dic 16p cin bing bang cach chia phin cin vao cac éng falcon 50ml va tién
hanh ly tim lanh véi téc d9 ly tim ndm trong khoang tir 7.000 dén 8.000 vong/phut
trong 15 phut, sau khi loai phin dich, phin két tia dugc huyén phu héa trong moi

tredng nudi méi, thu duge ché pham sinh hoc dang 16ng.
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Ché phim sinh hoc thu dugc theo giai phap hiru ich dugc bao quan & dang ché
phim gbc trong binh bing nhwa hoic thily tinh ¢6 ndp kin, bd sung thém co chit 1a
dung dich NH,Cl v6 tring t6i ndng d6 cudi cing 13 2mg/L & nhiét d 4°C. Cir sau 2
thang lai tién hanh kiém tra ndng d¢ co chét, néu co chét hét lai bd sung thém co chét

tdi nong do cuodi cung 1a 2mg/L.

Khi st dung, ché pham can dugc kich hoat v ting sinh khéi dé ting luong du dé
muc dich xir 1y bing cich cdy ché phim vao mdi trudng tdng sinh theo ty 1€ 1:100
(v/v), didu kién méi truong pH 7,8, lic 120 vong/phit, trong t6i, nhiét do 28-30°C.
Thoi gian kich hoat va nhan ché phim kéo dai khoang tir 1 dén 5 ngay, phy thudc vao
thdi gian bao quan ché phim. Bb sung moi truong va ting dan ndng do co chit dén khi
dat lugng du cho muc dich sir dung.

M5 ta vin tiit cic hinh vé

Hinh 1 1a hinh v& thé hién so dd quy trinh san xut va bdo quan ché phdm sinh
hoc theo giai phap hitu ich.

Hinh 2 13 hinh v& thé hién so dd quy trinh 1am gidu quin x4 vi khuln nitrat hoa
nhiéu budc tir ngudn vi khudn ban dia ngoai ty nhién.

Hinh 3 12 biéu @0 thé hién tc do loai bé co chit NH,"-N (mg/l/h) ctia quin x4 vi
khuén trong cac 14n lam giau.

Hinh 4 1a biéu d6 thé hién kha ning sir dung co chit NH,*-N (mg/l) ciia qun x4
vi khuén trong céc 14n 1am giau.

MBO ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau ddy, giai phap hiru ich s& dugc mé td mot cach chi tiét voi cac phuong an
thuc hién va cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, cac phuong an va cac vi du thuc
hién cy thé nay chi nhdm muc dich 1am 15 ban chét ctia giai phap hiru ich cht khéng
nhim muc dich giéi han pham vi cia giai phép hitu ich.

Quy trinh san xuét ché phim sinh hoc xi 1y chit 6 nhi®m amoniac va nitrit theo
giai phap hitu ich bao gém cac budc: a) lam gidu quin xa vi khuln; va b) thu hdi ché
phim sinh hoc.

Trong budc 1am gidu quan x4 vi khuén, budc ndy bao gdm hai cong doan 1a nhan

quan xa vi khuan trong miu va nhan chon loc quin x4 vi khun.
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Trong céng doan nhan quén x4 vi khudn trong mau, miu nuée tr moi trudng 6
nhiém dugc thu nhan bing dung cu tiét tring va bao quan & diéu kién 4°C dén khi st
dung 1am mAu san xuit ché phim sinh hoc. Trong c4c phwong 4n wu tién, mAu nudce tir
mdi trudng 6 nhiém nay dugc thu truc tiép tir mdi truong cin duoe xir Iy do 6 nhidm 6

nhi€ém amoniac va nitrit.

Tién hanh cdy 15ml m4u nudc thu dwoc & trén vao 135 ml méi trudng khodng vo
co véi ty 18 1:10 (theo thé tich) da duogc tiét trung, pH =7,8 trong binh tam gi4c dung
tich 250ml. Mbi trudng khodng v co 1a mdi truong nudi cdy co ban da duge sir dung
trong nudi cdy vi khudn. Sau d6 tién hanh nuéi trong diéu kién tdi véi téc do 1ic 120

vong/phut, nhiét dd nim trong khoang tir 28 dén 30°C.

Sau khi cdy, tién hanh x4c dinh cac théng s6 NH,*-N, NO,” -N, NO; -N va pH
trong moi trudng nudi cdy. Cac phuong phap x4c dinh cac thong sd nay 1a da biét va
dugc st dung rong rdi va khong bi gidi han bdi phuong phap bit ky. Cac thong sb nay
dugc xéc dinh theo khoang thdi gian 6 gid/lan. Tiép d6 tién hanh so sanh hai thong sb
v6i nhau, thong s6 tai thoi didm trude d6 va thong sb tai thoi diém lidn k& sau d6. Tur
cac thong s6 nay, xac dinh duoc tdc dd loai bé co chit amoni trong mdi trudng nudi
cdy ctia _quén thé vi khuén trong miu. Trén co s& d6 tinh dugc lugng mubi amoni dugc
loai bo theo thoi gian dé tir @6 xac dinh dugc lugng mudi amoni cin bd sung tuong

ung.

Tiép d6, bd sung vao mdi treong nudi cdy dung dich bao gdm nudc bién ty nhién
loc qua mang 0,2um, nudc cht c¢6 bd sung (tinh theo lit) 1 g K,HPO,, 0,5 g MgSO,,
0,4 g FeSO,, 1g CaCO; va 1mg/l co chit NH,CI & dang dich pha loang véi néng do
100 mg N/1 dugc loc qua mang 0,2um. Lugng dung dich duge bd sung dugc xéc dinh
theo lugng co chit NH,Cl twong tmg véi lugng co chit mit di da duge xac dinh theo
thong s6 NH,"-N, NO,” -N dugc xac dinh & trén. Didu nay dam bao lugng mubi amoni
trong dung dich nuéi cdy can bing va én dinh, tranh sdc gay anh hudng dén quan xa vi

sinh Vflt.. Duy tri pH=7,8 trong dung dich bing dung dich Na,CO;.

Tién hanh l3p lai qua trinh x4c dinh thong s va bd sung moi truong nudi cdy cho
dén khi tdc dd loai bo co chit & 1an bd sung co chit cudi cling khong ting so véi tde
d0 loai bd co chit & 1an bd sung co chét truée d6. Qua trinh nay duoc xac dinh 13 quin
xa vi khuin phan hily amoniac va nitrit phat trién dén ngudng t6i da va khong c6 kha
ning phat trién tiép. Tién hanh thu dich chira quin xa vi khuén dugc lam giau.
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Trong cong doan nhéan chon loc quf?m x4 vi khuén, tién hanh céy 15ml dich chra
quan x4 vi khuln dugc lam giau ¢ trén vao 135 ml mdi trudng khoang vo co véi ty 1&
1:10 (theo thé tich) da duogc tiét trung pH =7,8 trong binh tam gidc dung tich 250ml.
Cong doan nay tuong tu v6i cong doan nhan quin xa vi khuin trong mau véi cac diéu
kién moi trudng, diéu kién nudi, lac, cy thé moi truong duoc nuéi trong didu kién téi

véi tde dd lac 120 vong/phut, nhiét do ndm trong khoang tir 28 dén 30°C.

Viéc xac dinh cac thong sb NH,"-N, NO, -N, NOs™ -N va pH trong méi trudong
nudi cdy va so sanh cac thong sb nay duoc thyc hién gidng nhu trong cong doan nhan
quin xa vi khuén trong méu, khac biét & chd cac thong s nay dugc xéc dinh theo
khoang thoi gian tir 1-3 ngay/lan. Pidu nay nhim muc dich nhan chon loc quén xa
phan hity amoniac va nitrit do chu ky phat trién ctia cac vi khudn nay chdm hon so véi
cac vi khuin khac nén viéc kéo dai thoi gian tiép dan luong co chét gitip cac vi khudn
ndy dan phat trién va din tao ra xu huéng quén thé trdi. Luong co chét bd sung dugc

xéac dinh twong Gmg véi toc 9 loai bd co chat ctia quén thé vi khuan trong miu.

Luong dung dich chira co chit dugc bd sung 14 dung dich bao gdm nudc bién tu
nhién loc qua mang 0,2pm, nudc cit c6 bd sung (tinh theo lit) 1 g K,HPO,, 0,5 g
MgSOy, 0,4 g FeSO,, 1g CaCO;3 va 1mg/l co chit NH,Cl & dang dich pha loang véGi
ndng d6 100 mg N/1 dugc loc qua mang 0,2pm. Lugng dung dich dugc bd sung dugc
xéc dinh theo lugng co chit NH,CI twong tmg véi lwgng co chét mét di di dugc x4c
dinh theo thong ) NH,*-N, NO,” -N duogc xac dinh & trén. Diéu ndy dam bao lugng
mubi amoni trong dung dich nudi cdy can bang va 6n dinh theo nhu ciu cta quin thé
vi khuén, tfénh soc gy anh huéng dén quan xa vi sinh vit. Duy tri pH=7,8 trong dung
dich bang dung dich Na,CO;.

Tién hanh Lip lai qué trinh x4c dinh thong s6 va bd sung moi trudng nubdi cdy cho
deén khi tdc dd loai bé co chat & 1an bo sung co chat cudi ciing khong ting so véi tbe
dd loai bd co chat & lan b6 sung co chat trude d6. Thu duge dich chira quin xa vi

khuan duogc chon loc.

Céc cip nhan chon loc nay dugc 1ap lai bang cach cly cdy quén x4 vi khuin da
duoc chon loc sang méi trudng méi va 1dp lai budce chon loc quin xa vi khuin dén khi
toc do loai b6 co chét ti da trong 14n chon loc quén xa vi khuin 14n cudi cung khong
tdng so vai lan chon loc truée d6, thu duge dung dich chira quén x4 vi khudn chon loc

da dugc lam giau. Cac cép nhan chon loc nay c¢é thé duoc 13p lai mot hodc nhiéu 14n.
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Trong budc thu hdi ché phdm sinh hoc, tién hanh dé ling ty nhién dung dich
chura quﬁn x4 vi khudn chon loc d3 dugc lam giau thu dugc trén trong 24 git & 4°C
trong diéu kién t8i. Qua trinh nay nay nham loai bd cic té bao chét va cac chét lo ling

c6 trong dung dich, sau d6 gan bé phan dich phia trén va thu hdi 16p cin phia duéi.

Tién hanh ¢6 dic 16p cin bing bang cach chia phin cin vao cac éng falcon 50ml
va tién hanh ly tdm lanh véi téc d6 ly tdm nim trong khoang tir 7.000 dén 8.000
vc‘)ng/phﬁt trong 15 phut. Sau khi loai phin dich, phin két tia dwoc huyén phu héa

trong mdi trudng nudi mai, thu dugc ché phdm sinh hoc dang 16ng.

Ché pham sinh hoc thu dugc theo giai phap hitu ich dugc bao quéan & dang ché
phim gbc trong binh bing nhya hodc thuy tinh c6 ndp kin, bd sung thém co chét 1a
dung dich NH,Cl v6 tring t6i ndng do cubi cing 1a 2mg/L & nhiét do 4°C. Ct sau 2
thang lai tién hanh kiém tra ndng d6 co chét, néu co chit hét lai bd sung thém co chét

t6i ndng d6 cudi cung 1a 2mg/L.

Khi sir dung, ché phadm can dugc kich hoat va ting sinh khéi dé ting lugng da dé
muc dich xir 1y bing cach ciy ché phidm vao mdi trudong tdng sinh theo ty 1€ 1:100
(v/v), didu kién moi truong pH 7,8, lic 120 vong/phit, trong t4i, nhidt do 28-30°C.
Thoi gian kich hoat va nhan ché phim kéo dai khoang tir 1 dén 5 ngay, phu thudc vao
thoi gian bao quan ché phim. BS sung méi truong va ting dén ndng d6 co chit dén khi

dat lugng du cho muc dich st dung.
Vi du thuce hi€n gidi phap hiru ich
Vi du 1: Sén xudt ché phim sinh hoc dé xit Iy chit é nhiém amoniac va nitrit

Vi du duoc lya chon dé thuc hién giai phap hiru ich nay 1a quy trinh san xuét ché
phém cu thé ma miu duoc lya chon lam nguyén li€u san xuét ché phém la nguén nudc
ctra song Lach Tray tai toa d0 (20°46'32.64"N; 106°47'38.76"E), ngay 12/4/2015.

M3u nudc tir ctra song Lach Tray dwoc thu nhan bang binh Duran vo tring, dung
tich 100ml, sau khi thu nhén, miu duoc bao quan trong hop da (4°C) va chuyén vé
phong thi nghiém Tram Nghién ctru bién P Son - Vién Tai nguyén va Mai truong
bién @& xir 1y tiép theo. Mau nudc c6 dd mudi 13 14%o, pH 7,8.

Céy truyén 15 ml dich mAu sang 03 binh tam giic, mdi binh c¢6 dung tich 250ml

chira sin 135 ml moi trudng khodng vo co di tiét trung theo ty 1& mdi trudng khoang
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vO co 12 10% theo thé tich dwa Ién thiét bj nubi trong diéu kién téi voi téc do lac 120
vong/phut, nhiét do 28°C.

Tién hanh x4c dinh cac chi s6 NH,*-N, NO, -N, NO; -N va pH trong moi trudng
nudi ciy bing phuong phap chuén tai thoi diém nudi cdy va cach nhau sau mbi 6 gios

d8 x4c dinh lugng amoini c6 trong dung dich dugc chuyén hoéa.

Dung dich bd sung cho dich nudi ciy bao gébm nudc bién 30%o dugc loc qua
mang 0,2um, nudc cht co bd sung (tinh theo lit) 1 g K,HPO,, 0,5 g MgSO,, 0,4 g
FeSO;, 1g CaCO; va 1mg/l co chit NH,Cl & dang dich pha lodng v6i ndng d6 100 mg
N/ dugce loc qua mang 0,2pm. Luong dung dich bd sung rit thip do tdc do loai bé co
chét NH4C1 cham, pH dugc duy tri pH=7,8 trong subt qua trinh nhan b%lng dung dich
Na,COj3. Qua trinh nudi két thuc sau 20 ngay, thu dugc dung dich chira qué‘m X4 vi
khudn da duoc 1am giau véi tbc do loai bd co chit cla quén x4 vi khudn dat khoang

0,11 mg/l/gid.

Tiép d6 miu duoc nhan chon loc qua liéu cép khac nhau bing phuong phép nhu

_trén, nhung thdi gian xac dinh cac chi s6 NH,"-N, NO, -N, NO5 -N va pH trong moi
truong nudi cdy dugc xac dinh theo khoang thoi gian tir 1 dén 3 ngay. Két qua dugc

thé hién trén biéu dd hinh 3 va hinh 4, tuong Ung. Trong d6, budc nhan chon loc cép 1

1a 29 ngay, cip 2 1a 17 ngay, cip 3 1a 20 ngay, cip 4 1a 28 ngay va cép 5 1a 28 ngay.

Tbc dd loai bd co chit (NH, -N) tang lén 32,5 14n, 14n nhan giéng cép 1 téc do loai bd

co chét chi dat t6i da 0,11 mg/l/h trong khi d6 téc df loai bo co chét clia quén xa vi

khuén ndy trong 14n 1am giau cip 5 dat 3,58 mg/I/h (hinh 3).

Téc d6 sir dung co chit ting rd rét sau mdi 1an nhéan gidng chon loc. Trong lan
nhén gidng cp 1, quan xa vi khudn d3 st dung 28 mg/L sau 29 ngiy lam gidu va oxy
hoéa toan bd amoniac thanh nitrit va nitrit thanh nitrat. Lan 1am giau cp 2, quan xa vi
khuén da oxy héa 89 mg /L co chét thanh nitrat sau 17 ngay. L4n lam giau cip 3, quin
xd vi khun da oxy héa 211 mg/L co chét hoan toan thanh nitrat sau 20 ngiy. Trong
14n 1am giau thir 4 va 5, quin xa vi khuén da oxy héa 1an lugt 415 va 495 mg/L co chét
thanh nitrat sau 28 ngdy nudi cdy (hinh 4). Qu4 trinh 1am gidu da st dung khoang
1554,8 mg/L Na,CO; @& duy tri pH va cung cép ngudn carbon cho quin xa vi khuin
nitrat héa phat trién. Két qua thu dugc dung dich chta quin x4 vi khuén chon loc da
dugc lam giau c6 kha ndng oxy hoda t&i 495 mg/L co chét thanh nitrat sau 28 ngay nudi

cdy va kha ning loai bé co chit 1én t6i 3,58 mg/L/gi® (hinh 2 va hinh 3).
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Dung dich huyén phu sau khi 1am giau va chon loc nhiéu buge ly tAm trong thiét
bi ly tAm lanh véi tdc dd 7000 vong/phut trong thoi gian 15 phat. Sau khi loai b6 dich
trong phia trén va bb sung phin cin vao méi trudng khoang méi v&i ndng do co chit
ban ddu 2mg/L v6i thé tich bang 1/10 thé tich dich ban diu thu dugc ché phim sinh

hoc goc.

Ché phim sinh hoc gbc dugc bao quéan tai 4°C khi pha lodng véi moi trudng nudi
cdy 10 14n c6 kha ning phan giai oxy héa 0,73 mg/L/gi& co chit thanh nitrat. Sinh
khéi kho ctia vi sinh vét trong ché phim dat 620 mg/l. Sinh khdi vi sinh vat tdng sb
trong ché phdm dugc dinh lwgng bing cin phan tich v6i do chinh xéac 0,001g, ly tam
ché phim va méi trudng nudi véi tde do 7.000 vong/phut trong thoi gian 30 phut, gan
bo 16p dich trong phia trén va can phan sinh khéi phia duéi sau khi sdy qua dém trong
ti sy tai 37°C. Sinh khdi ché phim 12 higu sb giita phin két tiia ctia ché phdm va phan
két tiia cia moi truong nudi cly.

Vi du 2: Kich hoat va ting sinh vi khuén tic ché phim géc

L4y 1,5ml dich ché phim gdc sau thoi gian bao quéan lanh 3 thang thu dwgc tir Vi
du 1 va cdy vao binh tam gi4c dung tich 250 ml chira 150 ml dich méi trudng tdng sinh
bao gdm (theo 1 lit m6i truong) 1 g K,HPO,, 0,5 g MgSOy, 0,4 g FeSO,, 1g CaCO; va
Img/l co chit NH,Cl & dang dich pha lodng véi ndng do 100 mg N/l dugce loc qua
mang 0,2um (1:10, v/v), ndng dd co chit ban dau 2 mg/l, diéu kién moi truong pH 7,8,
d0 mudi 15%o, tdc dd lic 120 vong/phut trong diéu kién t&i, nhiét do dugc khdng ché
trong khoang tir 28 dén 30°C.

Thoi gian nudi cy kich hoat ché pham kéo dai 02 ngay. D8 ting sinh khéi, ndng
dd co chit dugc didu chinh ting din va khi dat tbc d6 t6i da thi cdy truyén sang moi
truong méi. Sau thoi gian 15 ngay ting sinh, tir ché phdm gdc thé tich 1,5 ml da tao ra
ché pham c6 thé tich 150 ml dé xir Iy chit 6 nhifm amoniac va nitrit.
Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc xir Iy chit 6 nhiém amoniac va nitrit theo
giai phap hitu ich cho phép phan lap quan xa vi khuén tir chinh méi truong 6 nhifm
amoniac va nitrit ma khong phai phan 14p timg ching cu thé, diéu nay giup giir dugc
quin xa véi cdc mbi quan hé cong sinh, hd sinh gitp phan giai cic chit gdy 6 nhiém

amoniac va nitrit mgt cach hi€u qua.
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Quy trinh san xuit ché phim sinh hoc c6 thé 4p dung cu th8 déi véi cac ngudn
gdy 6 nhiém khéc nhau. Viéc phan 13p, lam gidu quéan thé vi sinh truc tiép tir ngudn 6
nhiém cho phép quén thé thich nghi nhanh chéng véi méi trudng cin xir 1y, gitip giam

thoi gian thich nghi, thich ing quén thé v6i méi truong.

Quy trinh san xuit ché phdm sinh hoc theo giai phép hitu ich ap dung k¥ thuat
phan 13p huéng dich ca quin xa vi sinh vt ma khong phai phén 1ap ting loai va két
hop céc loai theo phuong phép thong thudng nén c6 kha ning ting higu suit xir Iy cua
ché phim 1én it cao, tir 0,11 mg/L/giv 1én t6i 3,58 mg/l/gid. Pidu nay cho thdy hiéu
qua ctia quy trinh san xuit ché phdm sinh hoc xir 1y chit 6 nhidm amoniac va nitrit

theo giai phap hiru ich.

-14-



2507
YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc xir Iy chit 6 nhi®m amoniac va nitrit, trong d6
quy trinh niy bao gdm cac budc:

a) Lam giau quan x4 vi khuan:

+ nhén quan x4 vi khuin trong mau:

thu miu nudc tir mdi truong 6 nhidm bing dung cu tiét tring va bao quan & diéu

kién 4°C dén khi st dung 1am miu san xuat ché pham sinh hoc;

cdy 15ml mAu nu6c thu duge & trén vao 135 ml méi truong khoang vo co voi ty
18 1:10 (theo thé tich) da duogc tiét trung, pH =7,8 trong binh tam gidc dung tich 250ml,
sau d6 tién hanh nudi trong diéu kién tdi véi tbc do lic 120 vong/phit, nhiét d6 nim

trong khoang tir 28 dén 30°C;

xac dinh céc thong s6 NH,4"-N, NO,™ -N, NO; -N va pH trong moi truong nudi
cdy theo khodng thdi gian 6 gid/lAn va so sanh v6i thong sb nay véi thoi didm trude
d6, cac théng sd nay twong g véi tbe dd loai bo co chét cia quén thé vi khudn trong
mau;

bd sung vao moi trudng nudi cdy dung dich bao gdbm nué6c bién ty nhién loc qua
mang 0,2um, nudc cit c6 bd sung (tinh theo lit) 1 g KbHPO,, 0,5 g MgSOy, 0,4 g
FeSOy, 1g CaCO; va 1mg/l co chit NH,Cl & dang dich pha loang v6i ndng do 100 mg
N/l duge loc qua mang 0,2um theo lugng co chét trong tmg véi thong s6 NH,"-N,
NO, -N dugc xé4c dinh truée d6, ddng thoi duy tri pH=7,8 trong dung dich bing dung
dich Na,CO;3;

13p lai qua trinh x4c dinh thong s6 va bo sung mdi trudng nudi cdy cho dén khi
tdc d9 loai bd co chét & 14n bd sung co chét cudi cing khong tidng so voi toc do loai bd
co chit ¢ 1an bo sung co chat trude d6 thu duge dich chira quan xa vi khuan da duoc
lam giau;
+ nhéan chon lgc quan x3 vi khuén:

cdy 15ml dich chtra quin xa vi khudn da dugc lam giau vao 135 ml mdi truong
khodng vo co véi ty 18 1:10 (theo thé tich) da dugc tiét tring pH =7,8 trong binh tam
gidc dung tich 250ml, sau d6 tién hanh nudi trong diéu kién t6i voi tbe do 1ic 120

vong/phiit, nhiét d6 nim trong khoang tir 28 dén 30°C;
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xé4c dinh céc thong sb NH,"-N, NO, -N, NO;™ -N va pH trong mdi trudng nudi
cdy theo khoang thoi gian tir 1-3 ngay/lan va so sanh véi thong s6 nay véi thoi diém
trude d6, cac thong s6 nay tuong tmg véi téc do loai bd co chét ciia quén thé vi khuén

trong mau;

b sung vao moi trudng nudi cdy dung dich bao gdm nudce bién ty nhién loc qua
mang 0,2pm, nudc cit c6 bd sung (tinh theo lit) 1 g K,HPO,, 0,5 g MgSO,, 04 g
FeSOy, 1g CaCO; va 1mg/l co chit NH,CI & dang dich pha lodng v6i nbng do 100 mg
N/1 duge loc qua mang 0,2um theo lugng co chét twong tng véi thong s6 NH,™-N,
NO, -N dugc x4c dinh truéc d6, ddng thoi duy tri pH=7,8 trong dung dich bing dung
dich Na,COg;

1ap lai qué trinh x4c dinh thong s6 va bd sung moi trudong nudi cdy cho dén khi
toc dg loai bo co chat & 1an bo sung co chét cudi cung khong ting so véi toc do loai bod
co chét ¢ 1an bo sung co chat trude d6 thu duge dich chira quan xa vi khuin dugc chon

loc; va

céy quﬁn x4 vi khudn da duge chon loc sang moi trudng méi va 1dp lai bude chon
loc quan xa vi khuin dén khi tdc d6 loai bd co chét tbi da trong 14n chon loc quin x4 vi
khuén la“m cudi cung khong ting so vdi 14n chon loc trude do, thu duge dung dich chira
quén x4 vi khudn chon loc da dugc lam giau; va
b) Thu hdi ché pham sinh hoc:

dé léng tu nhién dung dich chira qu?m x4 vi khuén chon loc da duge 1am giau thu
dugc trén trong 24 gid & 4°C trong diéu kién tbi, sau d6 gan bo phan dich phia trén va
thu hdi 16p cin phia dudi;

c¢d dic 16p can bing bing cach chia phin cin vao cac 6ng falcon 50ml va tién
hanh ly tdm lanh véi tc dd ly tim nim trong khoang tir 7.000 dén 8.000 vong/phit
trong 15 phut, sau khi loai phan dich, phin két tia dugc huyén phu héa trong moi

truong nudi mai, thu duge ché pham sinh hoc dang 16ng.
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HINH 1

Mau vt (nwéc, tram tich)

M1 tredng khodng vo co, 120
véngfphit, trong td1, 28-30°C

Lam giau dabuéc

Ling tai 4°C hoic ly tim
lanh 7000g/15 phiit

C6 dictao ché pham
l B3o quan lanh, dinh ky

b6 sung co chit

Bao quan lanh

Nuditrong mdi trudng khodng
v6 co, ting din thé tich nudi

Kich hoat, ting sinh
tit che pham goc
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HINH 2

Chuén bj dung cuy, thiét bj
Binh tam giac 250 ml, may
l&c, ndi hép khir tring, ...

A 2

Chuén bj mau vat
Thu thép méu, tién xr Iy méu

!

> Limgidulan1

Méi trwdng lan 1

} <

Méi trwdng lan 2

Maéi trwd’ng lan n-1

Lam gidu lan 2

Vo

LS

> Lam gidu lan n-1

£0DHeN

| <

M8 truéng 1an n >{ Lam gidu lan thv n
b3 Ry

BO sung dinh ky > Bao quan

NH,*-N, NaHCO; U

Méi trwd’ng lan 1 —>| Maukich hoat

V€

Méi trwdng lan (n-1) |—>

Lam gidu sé lwong 16 trén
may lac céng suat lon
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HINH 3

Téc do loai bo NH4-N (mg/l/h)

Téc dd loai bé co chét ctia quin xa
vi khuan lam giau

4.000
3.500 X
3.000 _
x T X
2.500 TCYS i
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1.500 - i ——ga.
|
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A X gu ®
0.500 i
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0 5 10 15 20 25 30 35
Thaoii gian (ngay)
#Nhan giéng cép 1 ENhan gidng cép 2 ANhan gidng cép 3
XNhan gibéng cép 4 *XNhan giéng cap 5

HINH 4

Miic tiéu thu NH4-N (mg/L)
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- A > A ~ _ . 2 . s A
Sit dung co chat cia quan xi vi khuan lam giau
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