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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuét hat bun chira vi sinh vat ky khi ua
min (BKM) dugc vi bao bang alginat dé tng dung trong xir 1y chét thai hitu co nhiém min
nude bién, quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép hoat hoa, nhan giéng dé thu sinh khéi
vi sinh vat ky khi va man & dang bun, tiép do bao hat bun trong alginat dé ¢b dinh vi sinh
vat. Quy trinh cho phép tao ra dugc hat alginat dugc ¢ dinh vi sinh vat ky khi wa man (vi
sinh vat BKM) hitu ich trong xir 1y chét thai hitu co nhiém man.
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Linh v ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cdng nghé vat liéu va k¥ thudt moi truong, cu
thé 1a giai phap hitu ich d& cép dén quy trinh san xuét bun ky khi wa mic dwgc vi bao
trong polyme sinh hoc alginat, trong d6 chira vi sinh vat ky, khi c6 kha nang thich nghi,
phat trién trong diu kién nhifm man dé xtr 1y chit thai hiru co nhiém min trong moi
trlx(‘yng bién.

Tinh trang k¥ thuat cta giai phap hiru ich

Theo béo céo cia Chuwong trinh méi truong Lién Hiép Qudc, khoang 80% chét
gdy 6 nhiém & bién c6 ngudn gdc tir d4t lién va xu huéng ngay cang ting tinh d¢én nam
2050 (Vikas, 2015). G khu vuc Chau A, c6 dén 90% luong nuée thai db thing xudng
bién ma khéng qua xir ly. Chuong trinh hanh déng qudc gia d& ngin chin nhimg
ngudn 6 nhidm bién tir d4t lién d4 duoc xay dung & nhidu nude, song két qua dat duogc
khong b dip ndi nhimg thiét hai di v6i méi trudng do chét thai sinh hoat va khai

thac kinh té ctia con ngudi gdy ra (EU Enviromental Implementation, 2017).

0 Viét Nam, cac khu vuc phét trién kinh t& va d6 thi ven bién va hai dao phén
16n chua c6 hé thong xtr Iy nudce thai déng bd, chét thai tai nhidu noi dugc xa théng ra
bién ma khéng qua xi Iy (Buii Cach Tuyén, 2013). O nhifm chit hitu co trong nude
bién ven bd dang dién ra phd bién va ngdy cang tré nén nghiém trong. Khéo sét trong
giai doan 2011-2015 cho thdy ham lwgng COD, NH, tai hiu hét cac khu vuc bién Viét
Nam cao vugt ngudng QCVN, dic biét & cac khu vire phat trién nudi trong thily san va
du lich (Phan Thu Ngén, 2016). Bung trude tinh trang nay viéc dua ra cac giai phap

cong nghé xtt ly phtt hop véi diéu kién maéi truong ven bién 1a rt cAp thiét.

Phan hily ky khi chét hitu co 12 qua trinh chuyén héa sinh hoc trong diéu kién
khong c¢6 oxy véi sy tham gia ctia nhidu nhém vi sinh vat c6 quan hé mat thiét véi
nhau theo chudi thirc n. Bén nhém vi khuin chinh tham gia vao qud trinh phéan hiy
ky khi gdm c¢6 (i) vi khuén thity phan, (ii) vi khun 1én men sinh axit, (iii) vi khun
sinh axetat va (iv) ¢b khuin sinh metan (Mikucki va cong su, 2003). Cac cdong nghé xir
Iy chét thai hiru co vin hanh theo nguyén ly phan hity ky khi sinh metan nhu bé khi
sinh hoc (biogas), bé tu hoai (septic tank), b8 UASB (upflow anaerobic sludge

blanket), ting loc ky khi (anaerobic filter) duoc Ung dung rong rdi véi hiéu qua cao
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trong moi trudong dét lién (Lu va cong su, 2016; Marta va cong su, 2000). Tuy nhién,
trong moi trudng nude bién, qua trinh phan hay ky khi chuyén héa chét hiru co thinh

metan bi suy giam dang ké do nhiéu yéu t6, trong d6 dang ké nhét 1a:

(i) PO méan: phan hiy ky khi trong méi truong nudc mén (10 - 47,2 g NaCl/L)
kém thuén 1¢i do hoat tinh cda vi sinh vét thép hon rét nhidu so véi trong mdi trudng
nude ngot. Mori va cong su da chimg minh ndng d6 NaCl tir 12 g/L tr& 1én 1am cham
qua trinh phén hily cic chét hitu co cta vi sinh vét t6i 50% (Mori va cong su, 2012).
Mot sb cb khudn sinh metan wa min mic du c¢6 kha ning loai t&i 80% COD tai néng
d6 mudi 35 g/L, tuy nhién & ndng dd mudi cao hon 37 g/L thi hidu suét chi con 50%
(Riffat va cong sy, 2007). Do viy, dé van hanh cac hé phan huy ky khi xi Iy c4c loai
chét thai c6 ham luong mubi cao nhu bin ao nudi thiy san hay rong bién, nguoi ta
thuong bd sung nude ngot dé giam anh hudng clia ndng d6 mudi cao t6i hoat dong ctia

vi sinh vat (Ganzert va cdng su, 2007).

| (ii) Canh tranh cta vi khuin khir sulfat (SRB): trong méi trudng bién, sulfat 13
chét nhén dién tr quan trong thtr hai sau oxy (v6i ham luong khoang 28 mM), do vay
SRB 14 nhém vi sinh vat chiém wu thé & ddy. V& mit nhiét dong hoc, qué trinh khir
sulfat tich Ity dugc nang lugng 16n hon so v6i qua trinh sinh metan d6i voi cling mot
co chit hitu co, do vady SRB la dbi thu canh tranh wu thé caa c6 khudn sinh metan

trong thé gidi ky khi (Chen va cong su, 2013).

Khir sulfat: ~ SO.* + 10H' + 8¢™— H,S + 4H,0 (AGO’ =-5,9 KJ/mol)
Khtr CO;,: CO, + 8H' + 8¢'— CH, + 2H,0 (AGO’ = — 5,6 KJ/mol)
Ngoai ra, san phim trao dbi chit cia SRB 1a $?” ¢6 tac dung doc hai t&i cac loai

sinh vat n6i chung, trong d6 c¢6 c¢6 khuan sinh metan.

(iii) Ngudn cb khuén sinh metan thich nghi v6i méi truong bién: & méi trudng
nuéc ngot, phan trau bo, bun cng hay bin hoat tinh tir cac hé théng xtr Iy nude thai c6
thé dugc stir dung 1am ngudn ¢d khudn sinh metan dé bd sung vao cac hé théng xt ly
ky khi. Tuy nhién, trong méi trudng bién cac ngudn vi sinh vét sn c6 chtra ¢b khuin
sinh metan v4i mat d cao 1a hoan toan khong tdn tai. Tuy nhién, mot sb nghién clru
da cong bd céc loai c¢b khuln sinh metan thich nghi t6t véi didu kién moéi truong co
ham lugng mudi cao nhu Methanosaeta sp. sinh truéng & ndng d6 NaCl tir 11,7 — 46,8
g/l tdi wu & 16,4 g/l (Mori va cdng su, 2012), Methanococcoides vulcani sinh trudng &
ndng d6 NaCl tir 14,6 — 58,5 g/l ti wu & 29,25 g/1 (Stephane va cong su, 2014).
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Dé cac cong nghé xtr Iy chét thai hitu co theo nguyén 1y ky khi c6 thé van hanh
dugc trong moi trudng nude bién ngudi ta cin bd sung ngudn vi sinh vat thich nghi t6t
v6i moi truong nude bién (Mori va cong su, 2012). Nguén vi sinh vat nay c6 thé duoc
tao ra nho qua trinh lam giau tir cac h€ vi sinh vét ky khi & trdm tich bién, st dung
ngudn dinh dudng phirc hop, vi du nhu hdn hop céc axit béo bay hoi, cam gao 1én men
hay ri dudong 1én men. Céc ngudn dinh dudng niy ddng thoi chira cac dang co chét
khac nhau thich hop véi ca bén nhém vi sinh vat tham gia qué trinh phan huy ky khi
sinh metan, gbm tinh bot/xenluloza cho nhém thiy phan, dudng cho nhém 1én men
sinh axit, cac axit hitu co bay hoi (VFA) cho nhém sinh axetat, H, va CO, cho nhém

sinh metan.

T4 hop vi sinh vat tham gia qué trinh phan hiy ky khi néu duoc nudi dudng phat
trién & mat do cao sé tao thanh bun ky khi, 1a thanh phén chia khoa dé van hanh céac hé
théng xtt 1y cht thai hiru co theo nguyén 1y ky, khi. Bun c6 chét lugng cao can dat kich
thude téi wu & mc 1 — 2 mm (dudng kinh) véi ty trong riéng khoang 1 g/em’, ¢6 mau
nau den (Peyman, 2002). Dé bun ky khi c6 hoat tinh 6n dinh trong thoi gian dai va c6
thé st dung 1am ngudn giéng khoi dong cho cac hé thdng xtr Iy ky khi, nguoi ta ¢6 thé
ap dung cong nghé vi bao tao hat bun dang gel chira cic té bao bao trong 16p mang
polyme (i) sinh hoc nhu alginat, carrageenan, chitosan hay (ii) héa hoc nhu polyvinyl
alcohol (PVA), polystyren, polyuretan (Peyman, 2002). Uu diém ciia cong nghé vi bao
té bao trong mang polyme 12 gitip bao vé té bao khéi cac yéu td bit loi trong moi
treong, ting kha ning thich nghi ctia chiing khi duge dwa vao méi trudng méi. Nhidu
loai vi sinh vat d8 dugc dua vao ing dung trong xir Iy mdi truong dudi dang hat vi bao
trong mang polyme nhu cac vi sinh vat xir Iy 6 nhiém dau va hydrocacbon va dugc
minh ching 1a c6 hi€u qua cao (Oz va cong su, 2003).

Céong trinh cua tac gia Nguyén Thu Hoai (2015) 1a nghién ctru ddu tién & Viét
Nam v& nhém cb khudn sinh metan & méi truong bién nham dinh huéng tng dung cho
cong nghé xir 1y ky khi chat thai hiru co tai ddy. Tac gia da tao ra td hop vi sinh vat
sinh metan BKM c¢6 hoat tinh cao & méi truong c6 ndng d6 mudi tir 10 — 30 g/L dé
khoi dong nhanh va van hanh én dinh cdc mé hinh phén hity ky khi xtt Iy chét thai hiru
co trong moi truong rmc’rc bién. T6 hop nay duogc tao ra qua qué trinh lam giau, st
dung trAm tich bién Nha Trang 1am ngudn vi sinh vét ban ddu. T4c gia cling da xéc
dinh dugc Methanosarcina spp. va Methanosaeta spp. 12 cac nhém cb khudn sinh

metan chiém vu thé trong t6 hop vi sinh vat nay.
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Tuy nhién, cdc nghién ctru hi€n nay méi chi dung lai & viéc ching minh qua trinh
phan hity sinh hoc hop chit hitu co trong diéu kién nuéc bién dé tao ra metan 1a c6 thé
thuce hién duge va con phu thude vao sy ¢c6 mét cia mot s6 loai c¢b khuén sinh metan
ua man hay chiu mén thudc cac chi Methanosarcina hoac Methanosaeta. Trong khi
6, viéc khoi dong va van hanh céc hé thdng xtr Iy ky khi chét thai hitu co & didu kién
nuée bién chi co thé dugc thye hién mot cach chu dong khi c6 nguén vi sinh vat ky khi
thich nghi t6t v6i ndng d6 mubi cao, bao gdm ca cac nhém c¢d khuén sinh metan ké
trén. Do d6, vin cn c6 mdt quy trinh téng thé dé xtr Iy ky khi chit thai hitu co & moi
tredong bién va khong phu thude vao sy c6 mit ngdu nhién cia cac loai ¢b khudn sinh
metan va mén hay chiu mdn tai hién truong.

Bian chat ky thuit ciia giai phap hiru ich

Giai phap hiru ich nham giai quyét cac van d& néu trén, cu thé bing cach nudi cdy
sinh khéi vi sinh vat ky khi wa min (BKM) va bao bang alginat cho phép thu dugc hat
bun chtta vi sinh vét hitu ich trong xir Iy chét thai hitu co nhidm min nudc bién. Theo
d6, giai phép hitu ich d& xuét quy trinh sén xuét hat bun chira vi sinh vat ky khi va min

(BKM) duoc vi bao bing alginat, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac budc:

a) hoat héa t& hop vi sinh vét ky khi wa min (BKM) c6 ngudn gbc tir trAm tich
bién bing cach cdy vao méi truong bao gém 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l
MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,4.7H,0, 0,25 g NH,Cl va
0,2 g KH,PO4 bd sung co chét bao gdm hdn hop metanol, Na-axetat va trimetylamin
nf“)ng d6 10 mM mbdi loai, sau khi khtr tring & 121°C, 20 phit, méi trudng duge suc
khi N, trong 5 phut & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L dung dich NaHCO;
IM va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc khi No/CO, véi ty 18 90:10 (theo thé
tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan roi bd sung td hop vi sinh vat vao binh nudi céy,
day kin binh nudi cdy bing nut cao su va nudi ciy trong 10 ngay & nhiét do 35°C, thu

duoc th hop vi sinh vat ky khi va m3n (BKM) dugc hoat hoa;

b) nhan gidng vi sinh vét ky khi wa min hoat hoéa bing céch ciy t6 hop vi sinh
vét ky khi va min (BKM) d duoc hoat héa vao mdi trudng nudi ciy bao gdm 26,4 g/l
NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCI, 0,25 g
MgS0,4.7H,0, 0,25 g NH,Cl va 0,2 g KH,PO, sau khi khir truing & 121°C, 20 phut,
mdi trudng duge syc khi N, trong 5 phit & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L
dung dich NaHCO; 1M va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc khi N,/CO, véi ty 1€

90:10 (theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan va bd sung co chét dich cam gao
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10% da 1én men trudce téi pH = 4 chira axit béo bay hoi (volatile fatty acid — VFA)
ndéng d6 900 mg/L, tiép tuc bd sung tb hop vi sinh vat va man (BKM) da duogc hoat
héa véi ty 18 10%, nudi cdy trong thdi gian 3 tudn & 35°C thu duge vi sinh vét ky khi
va min (BKM) cép mot;

¢) tao hat bin ky khi ra min bang cach cdy chuyén méi truong chira vi sinh vt
ky khi wa min cip mét voi ty 16 10% sang moi truong nudi cdy bao gdm 26,4 g/l
NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g
MgS0,.7H,0, 0,25 g NH,CI va 0,2 g KH,PO, sau khi khir tring & 121°C, 20 phut,
mdi trudng duge suc khi N, trong 5 phit & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L
dung dich NaHCOj3; IM va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc khi N,/CO, véi ty 1€
90:10 (theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan va bd sung co chit dich cam gao
10% da 1én men trude téi pH = 4 chtra axit béo bay hoi (volatile fatty acid — VFA)
ndng d6 900 mg/L, nudi ciy trong thoi gian 3 tudn & 35°C, sau d6 ly tim méi truong
nudi cdy & didu kién 4°C, téc 6 6000 vong/phit trong 10 phit thu dugc sinh khdi vi
sinh vat ky khi wva man (BKM) dang cédn bun;

d) vi bao bun chira vi sinh vat ky khi wva min bang cach hoa cin bun chira vi sinh
vat ky khi wa min (BKM) véi méi truong bao gdm 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4
g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,.7H,0, 0,25 g NH4Cl
va 0,2 g KH,PO, sau khi khir trang & 121°C, 20 phdt, méi truong duoc suc khi N,
trong 5 phit & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L. dung dich NaHCO; 1M,
tiép d6 suc khi N,/CO, vai ty 1€ 90:10 (theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan,
v6i ty 18 1/10 (theo thé tich) thu dwgc hdn hop bun BKM, sau d6 tron hdn hop nay véi
dung dich Na-alginat 2% (c6 bd sung rezazurin lam chét chi thi cho su c¢6 mit ciia oxy)
v6i ty 18 1:1 (theo thé tich) trong diéu kién thdi khi N,, hdn hop biun BKM-alginat
duoc khuéy déu trén may khéy ttr va nhd vao dung dich CaCl, 0,55%, hat sinh ra loc
va rira 2 — 3 1an trong nudc cit loai oxy thu dugc hat bun chira vi sinh vat ky khi ua

man dugc vi bao trong alginat (hat BKMA).
M5 ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 14 hinh anh hat ban BKM thu duoc tir vi sinh vat BKM sau ba tudn nubi
tdng sinh, cd kich thugc tir 1 — 2 mm (A) va hoat tinh sinh metan riéng cta hat bun dat
khoang 0,8 g COD-CH,/gVSS/ngay (B);

Hinh 2 13 hinh anh céc hat BKMA c6 duong kinh khoang 4,5 mm gdm bun BKM
vi bao trong polyme alginat (A) va hinh dnh cdc hat BKMA duogc bado quan trong binh

-6-
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kin chira nudc bién nhan tao di loai oxy & nhiét d6 phong (B). O diéu kién bao quan
nay san phdm hat BKMA giit dugc hoat tinh 6n dinh trong thoi gian trén 6 thang;

Hinh 3 14 hinh anh két qua x4c dinh sb luong t& bao c6 khuin sinh metan va vi
khuén ky khi tong s trong san phim hat BKMA (A) va hoat tinh sinh metan riéng cia
san phdm nay trong thoi gian bao quan 6 thang (B);

Hinh 4 thé hién phuong phap cot nuée theo Lettinga, 1997.

Hinh 5 13 hinh anh mé hinh bé xtr Iy ky khi 50 lit va két qua thir nghiém Gng
dung san phdm hat BKMA trong kh&i dong va van hanh m6 hinh @& xir Iy chét thai
nudi lon thit & didu kién nudc bién;

MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, giai phap hiru ich dugc mo ta chi tiét v6i cac vi du va cac phuong an
thuc hién cu thé, tuy nhién céc vi du va céc phuqng an thuc hién cu thé nay chi nham
minh hoa 1am rd ban chét cta giai phap hiru ich chir khéng nhim giéi han pham vi yéu
cau bao ho ctia giai phép hitu ich.

Giéi phép hiru ich @& xuét quy trinh san xuét hat bun chtta vi sinh vat ky, khi va
man (BKM) dugc vi bao bing alginat, trong dé quy trinh niy bao gbm céac budc: a)
hoat hod t6 hop vi sinh v4t ky khi va min (BKM); b) nhén giéng vi sinh vét ky khi wa
man hoat hod; c¢) thu sinh khébi ban chira vi sinh vat ky khi wa min (BKM); va d) vi
bao bun chira vi sinh vét ky khi va mén trong alginat.

MBoi truong dé nudi vi sinh vat ky khi wa min 13 méi trudng nude bién nhan tao

c6 ndng d6 mudi 26,4%o bao gdm céc thanh phan chinh nhu néu trong Bang 1.

Bang 1 - Méi trudng nude bién nhan tao

Thanh phén Ham luong

Nuéc cét 1 lit

NaCl 26,4 g
KBr 0,09 g
MgCl,.6H,0 11,4g
CaCl,.2H,0 1,47 g
KCl 0,66 g
MgS0,.7H,0 025g
NH,ClI 025¢g
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KH,PO, 0,2¢g
Khir tring méi trudng & 121°C, 20 phut. Ly ra khoi ndi khir tring
& 80°C, suc khi N, trong 5 phut, 1am ngudi, sau d6 bo sung:

- NaHCOj; 1M di dubdi oxy (30 ml/L);

- NaS IM (1 ml/L).

MOoi trudng nude bién nhan tao néu trén dugce sir dung lam moi trudong nén dé
nudi cay hoat hoa, nhan giong vi sinh ky khi wa man va thu sinh khoi bun theo giai

phép hitu ich.

Trong bude hoat hoa tb hop vi sinh vét ky khi va man (BKM), td hop vi sinh vt
ky khi va mén trong 6ng bao quan dugc su dung dé hoat hoa vi sinh vét ky khi wa min
theo giai phap hitu ich. Céc k¥ thuat hoat hoéa va cly vao moi truomg 12 da biét va co
thé dugc thuc hién béi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ndy va c6
thé tuan theo k¥ thuét 14y mau vi sinh trong céc tai liéu huéng din chuyén nganh. Mai
tredong nudi céy dugc chudn bi bao gém 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l
MgCl,.6H,0, 1,47 g/1 CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,.7H,0, 0,25 g NH,4Cl va
0,2 g KH,PO, dugc bd sung co chit bao gdm hén hop metanol, Na-axetat va
trimetylamin néng d6 10 mM mdi loai. Mdi truong nudi ciy sau khi khu trﬁng o
121°C, 20 phut, méi truong dugc suc khi N, trong 5 phat & 80°C va duge lam ngudi
roi bd sung 30 ml/L dung dich NaHCO; 1M va Iml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc
khi N,/CO, v&i ty 18 90:10 (theo thé tich) d& loai hoan toan oxy hoa tan. Tiép d6 cdy to
hop vi sinh vt trong 6ng bao quan vao binh nudi cdy va ddy kin binh. Tién hanh nubi
cdy trong khoang thoi gian 10 ngay, nhiét d6 35°C, trong qué trinh nudi cdy binh duge
day kin dé dam bao ky khi dé thu dugc 6 hop vi sinh vat ky khi va mian (BKM) duoc
hoat hoa.

Cac diéu kién hoat héa vi sinh vat BKM déu 1a két qua da dugc cac tac gia giai
phép hitu ich nghién ciru trong thoi gian dai nhdm ti wu hoa hoat tinh phan huy chét
hitu co sinh metan ctia vi sinh vat BKM. Viéc sir dung nuéc bién nhén tao gitp duy tri
6n dinh dic tinh wa min coa vi sinh vt BKM mét cach chu dong, khong phu thudc
vao ngudn nudc bién ty nhién thuong c6 d6 man khong dn dinh va kho bao quan lau
dai trong phong thi nghiém ma khong bi thay ddi vé thanh phan. Néu khong dwoc nudi
trong méi trudng nude bién nhén tao thi cic loai vi sinh vat kém chiu mén s& ¢6 co hoi
phat trién trong t6 hop BKM, thdm chi c6 thé 14n 4t cic nhom wa min, lam gidm tinh
thich ng v6i méi trudng bién clia toan bd vi sinh vat BKM. Céc co chét duoc bd sung

trong qua trinh nay 13 hdn hop chét hitu co don gian (cu thé 12 metanol, Na-axetat,
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trimethylamin) phit hop cho nhém ¢ khuén sinh metan, 12 nhém chia khéa nhung lai
kém phat trién nhét trong toan bo td hop vi sinh vat BKM. Thoi gian hoat héa 10 ngay
gitp vi sinh vt BKM dat trang théi hoat dong tich cuc, ham lugng metan trong khi
sinh ra dat mtrc én dinh khoang 80%, thuan lgi cho viéc sir dung lam ngué“)n vi sinh vat
cho cac bude tiép theo. Vi sinh vat BKM hoat héa c6 mau xam den va khi quan sat
trén kinh hién vi huynh quang thi c6 nhiéu tin hiéu phat sang xanh do té bao ¢b khuin

sinh metan & trong trang thai hoat dong tich cuc chira coenzym F 4.

Trong budc nhén gidng vi sinh vét ky khi wa man hoat héa, méi treong nudi ciy
nén dugc st dung 14 moi trudng nudc bién nhén tao néu trén, cu thé tién hanh céy tb
hop vi sinh vat ky khi va mén (BMK) sau khi d3 dugc hoat héa thu duge & trén vao
mdi trudng nudi cdy bao gdm 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47
g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,.7H,0, 0,25 g NH,ClI va 0,2 g KH,PO, sau
Kkhi khir trang & 121°C, 20 phat, méi trudng duoc suc khi N, trong 5 phuat & 80°C, sau
d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L dung dich NaHCO; 1M va Iml/L dung dich Na,S
1M, tiép d6 suc khi No/CO, véi ty 16 90:10 (theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa
tan va bd sung co chét dich cam gao 10% d4 1én men trudc téi pH = 4 chira axit béo
bay hoi (volatile fatty acid — VFA) ndng d6 900 mg/L. Luong vi sinh vat hoat hoa
dwoc bd sung vao méi truong nudi ciy nhan gidng 13 10%. Thoi gian nudi cdy trong
thoi gian 3 tudn & 35°C trong diéu kién kin, ky khi thu dugc vi sinh vat ky khi va man

cép mot. Qua trinh nay con dwgc goi 1a qua trinh nhan giéng cip mot.

Trong budc thu sinh khéi bun chira vi sinh vét ky khi wa min (BKM), tién hanh
cdy chuyén mdi trudng chira vi sinh vat ky khi wva min hoat dong sang méi trudng
nudi cdy bao gdm 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l MgCL.6H,0, 1,47 g/l
CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,4.7H,0, 0,25 g NH,Cl va 0,2 g KH,PO, sau khi
khir tring & 121°C, 20 phit, méi trudng dugc suc khi N, trong 5 phit & 80°C, sau do
1am ngudi va bd sung 30 ml/L dung dich NaHCO; 1M va 1ml/L dung dich Na,S 1M,
tiép do6 suc khi No/CO, v6i ty 1€ 90:10 (theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan va
b6 sung co chit dich cam gao 10% d3 1én men trudce t6i pH = 4 chura axit béo bay hoi
(volatile fatty acid — VFA) ndng d6 900 mg/L. Luong gidng chira vi sinh vét wa khi
hoat dong dugc cdp 14 10%. Qua trinh nudi cdy trong thoi gian 3 tudn & 35°C trong
diéu kién ky khi. Sau d6 ly tAm moi trudong nudi cdy & didu kién 4°C, téc dd 6000
vong/phiit trong 10 phiit thu dwgc sinh khéi vi sinh vét ky khi wa min (BKM) dang cin

bun.
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Céc diéu kién tao sinh khdi vi sinh vét két tu dang hat buin BKM déu 1a két qua
da dugc cac tac gia giai phap hitu ich nghién ctru trong thoi gian dai nhim tdi wru héa
hoat tinh phén huy chét hitu co sinh metan ciia td hop vi sinh vat BKM. Tuong tw nhu
trong budc hoat hda vi sinh vt BKM, nhén giéng vi sinh vat BKM cép mot va nudi
tang sinh tao bun BKM déu duoc thuc hién trong mdi trudng nude bién nhan tao nhim
duy tri 6n dinh dic tinh wa min ciia vi sinh vt BKM mot cach chi dong. Tuy nhién,
khéc v6i bude hoat hoa, budc nhan giéng cép mot va nudi tang sinh tao bun BKM st
dung co chit 1a dich cam gao 10% da 1én men trude t6i do pH =4 ¢6 tdng lugng axit
béo bay hoi (volatile fatty acid — VFA) 1a 900 mg/L voi ty 1€ bb sung 13 10%. Day 1a
loai co chat phtrc hop, ¢6 dii cac thanh phin co chat phit hop cho ca bbn nhém vi sinh
vét trong thanh phén hat bun phat trién, gdm (i) hydratcacbon cho nhém sinh enzym
thily phén, (ii) dudng don cho nhém 1én men sinh axit, (iii) cac axit hﬁ’ﬁ co bay hoi va
hydro cho nhém sinh axetat va (iv) axetat, hydro, CO, cho nhém cb khuln sinh metan.
Hat bun c6 cAu trac tbt can chtra vi sinh vat thudc ca bdn nhém nay, phan bd theo tht
tu tir trong ra ngoai 14 ¢d khuan sinh metan — vi khuén sinh axetat — 1én men sinh axit —

sinh enzym thily phén, theo mdi quan hé chudi thirc an.

Khi két thuc qua trinh tao hat bun BKM, lugng metan trong khi sinh hoc tao ra
dat muc 6n dinh khoang 80%. Hat bun BKM tai thoi diém thu c6 mau xam, léng tdt,
mét do cb khudn sinh metan cao khi dua hat bun 1én kinh hién vi huynh quang dé quan

séat.

Trong budce vi bao bun chira vi sinh vét ky khi wa mén trong alginat, sau khi thu
duqc cin bun chira vi sinh vat, tién hanh hoa hoa cin bun chta vi sinh vat ky khi wa
man (BKM) v6i mdi trudong bao gém 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l
MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,.7H,0, 0,25 g NH,4CI va
0,2 g KH,PO, sau khi khir trang & 121°C, 20 phit, moi truong duge suc khi N, trong 5
phit & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L dung dich NaHCO; 1M va 1ml/L
dung dich Na,S IM. Ty 1& bun/moéi trudong 1a 1/10 (theo thé tich) thu duge hdn hop
bun BKM dang sét. Tiép d6 tron hdn hop niy v6i dung dich Na-alginat 2% c6 bd sung
rezazurin 1am chét chi thi cho sy c6 mit cta oxy véi ty 18 1:1 (theo thé tich) trong diéu
kién thdi khi N, dé dam bao ky khi. Hon hop bun BKM-alginat dwoc khudy déu trén
may khay tir va nho vao tir tir vao dung dich CaCl, 0,55%, ngay khi nhé vao dung
dich, cac hat bun nhanh chong dugc bao thanh hat, hat sinh ra dugc loc va rira trong
nude bién nhan tao loai oxy thu dugc hat bun chira vi sinh vat ky khi wa mén dugce vi
bao trong alginat (hat BKMA) c¢6 dudng kinh khoang 4,5 mm.
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Céc diéu kién tao hat BKMA da dwgc tac gia giai phap hitu ich nghién ctru t61 wu
nhim dat hiéu qua tao hat cao nhit trong thoi gian ngén nhat. Ton Ca®" 12 yéu t6 can
thiét d& cac phén tir alginat két ndi thanh mang luGi va tao mang bao quanh céc hat
bun. O ndéng dd CaCl, 0,55%, hat vi bao alginat dugc hinh thanh ngay lap tirc khi hdn
hgp BKM-alginat dugc nhd vao, méc du ché d6 khuéy lién tuc dugc duy tri. Bén canh
d6, hat alginat hinh thanh & didu kién nay c6 kha ning bi phd v& kha dé dang trong
dung dich Na-xitrat 2M dé giai phong té bao sau nay.

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Nhin giong vi sinh thu bin chika vi sinh vit ky khi wa mdn (BKM)

Té hop vi sinh vét ky khi wa min (BKM) dugc sit dung dé nhan giéng vi sinhvat
ky khi truéc hét dugc hoat hoa bing cach cy to hop vi sinh vat ky khi wa min (BKM)
trong Ong bao quan vao moéi truong chia 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l
MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCI, 0,25 g MgS0O,4.7H,0, 0,25 g NH4CI va
0,2 g KH,PO, bb sung co chit bao gdm hdn hop metanol, Na-axetat va trimetylamin
ndng d6 10 mM va da duoc khir tring truée d6. Sau khi cdy loai hoan toan oxy trong

binh nudi béng cach suc khi N,/CO, (90:10, v/v) va day kin binh béng nut cao su.

Tién hanh hoat héa vi sinh vt trong thoi gian 10 ngay & nhiét d6 35°C, thu vi
sinh vt BKM hoat héa. Vi sinh vat BKM hoat h6éa ¢c6 mau xdm den va khi quan sat
trén kinh hién vi huynh quang thi ¢6 nhiéu tin hiéu phat sang xanh.

Budc nhan giéng tir t& hop BKM dé hoat héa duge tién hanh trong binh sefum
thé tich 100 ml, chira 80 ml méi trudng nudc bién nhan tao 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l
KBr, 11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCI, 0,25 g MgS0,.7H,0,
0,25 g NH4Cl va 0,2 g KH,PO, sau khi khtt tring & 121°C, 20 phut, moi truong duogc
suc khi N, trong 5 phut & 80°C, sau d6 lam ngudi va bd sung 30 ml/L dung dich
NaHCO; 1M va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép doé suc khi N,/CO, v6i ty 1€ 90:10
(theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan va bd sung co chét dich cam gao 10% da
1én men trudce t6i pH = 4 chia axit béo bay hoi (volatile fatty acid — VFA) néng do
900 mg/L. Vi sinh vt BKM hoat héa duge bd sung vai ty 18 10% theo thé tich, sau khi
loai oxy bang khi nito, tién hanh nuéi trong thoi gian ba tudn & 35°C, thu dugc vi sinh

vat BKM ky khi wva mén cép mot.

Thu sinh khéi bun chira vi sinh vét ky khi va man (BKM) duoc tién hanh trong
binh Schott 2 lit chia 1,8 lit mdi trudng nuoi céy bao g61n 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr,
11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,4.7H,0, 0,25 g
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NH,Cl va 0,2 g KH,PO, sau khi khir truing & 121°C, 20 phat, moéi truong dugce suc khi
N, trong 5 phut & 80°C, sau d6 lam ngudi va bd sung 30 ml/L dung dich NaHCO; M
va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc khi N,/CO, véi ty 1€ 90:10 (theo thé tich) dé
loai hoan toan oxy hoa tan va bd sung co chét dich cam gao 10% da 1én men trudc t6i
pH = 4 chira axit béo bay hoi (volatile fatty acid — VFA) nbéng do 900 mg/L. Ty 1&
gibng cdp 10% va nudi cy trong thoi gian 3 tudn & 35°C. Chét lrgng cta san pham
bun BKM tao ra dwoc danh gia thong qua ty 18 khi metan trong tong lugng khi sinh ra,
kich thudce hat bun, hoat tinh sinh metan riéng ctia bun ciing nhu s6 lugng vi khuin ky

khi va ¢ khuén sinh metan trong bun. Cac phwong phap phan tich gdm cé:
Xac dinh tdng thé tich khi sinh ra:

Thé tich khi sinh ra dugc xé4c dinh theo phuong phap ct nuéc theo so dd trong
Hinh 4 (Lettinga, 1997), theo d6 khi sinh ra theo dudng dan di vao ¢t nude dat tp, thé

tich dugc do bing phin khong gian phia trén ¢t nudc bi ap luc khi ddy xudng.
Xéc dinh thanh phan khi metan: -

Thanh phan khi metan dwoc xac dinh trén may sic ky khi Agilent 7890A sir dung
cot HT-plot/Q, detector FID & nhiét 4 250°C, khi mang He vé&i tbc @6 dong 3 ml/phut,
nhiét do 16 60°C (Youngsukkasem, 2012). Puong chuin CH, duge xdy dung dua trén
day hdn hop CH, trong nito tir 0 — 90%. Thé tich khi metan sinh ra dugc tinh theo

cong thire sau: Ve =AxV
Trong d6: A — Thanh phin CHy (%), V — Tdng thé tich khi sinh ra (lit).
Xac dinh kich thuéce hat bun:

Kich thuée hat bun duoc xac dinh bang phuong phap phan tach 1an luot qua cac
loai sang véi ba kich thuée 15 tir 16n dén nhé 14 2 mm, 1 mm va 0,5 mm. Cac phan
doan bun c6 kich thudc khac nhau duoc sdy & 105°C trong 2 gid. Phan bd kich thudc

hat bun dugc tinh theo cong thirc sau (Francese va cong su, 1998):

Pi = ——x100
Ximi

Trong d6: = Pi—Phan trim bun cta phan doan bun thir i (%);
mi — Khéi luong ciia phan doan bun thir i (g).

Xéc dinh hoat tinh sinh metan riéng ctia bun:
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Hoat tinh sinh metan riéng cita bin (SMA) dugc x4c dinh bang cach lay 5 ml bun
dua vao binh serum chtra 45 ml méi trudng nuéce bién nhan tao co bd sung Na-axetat
(10 mM) lam co chat. Nuodi tinh & 35°C va theo doi tong lwgng khi sinh ra cling nhu
thanh phan CH, trong hdn hop khi. Hoat tinh sinh metan dugc xac dinh dua trén cong
thire tinh nhu sau (Hussain va cong su, 2015):

’E‘j’

SMA=—""""-—
350 xVSS

Trong d6:  SMA — Hoat tinh sinh metan (mg COD/mgVSS);
V — Thé tich khi metan (ml);
VSS — Ham luong chét rén lo ling d& bay hoi (mg/1);
350 — Hé s6 quy ddi theo 1y thuyét 1g COD sinh ra 350 ml CH,.

X4c dinh ham luong chét rén lo ling bay hoi:

Ham lugng chat rén lo limg bay hoi (Volatile Suspended Solid, VSS) duge X4c
dinh bang cach nung lugng chét rén lo ling (SS) & 1an luot & 105°C va 550°C trong 30
phut rdi can va tinh theo cong thirc sau (APHA, 2005):

(mg m2 — m3
vss (=)= ————
s (T)=—%
Trong @:  m2 —khdi lugng méau sau khi sdy & 105°C;
m3 — khéi lugng mAu sau khi sdy ¢ 550°C;

V — thé tich miu duge loc (1).
Xac dinh sb lugng cb khuan sinh metan va vi khuén ky khi:

S6 luong ¢ khuén sinh metan trong hat bun BKM duoc xac dinh bang phudng
phép dém MPN trong moi truong nude bién nhan tao ky khi véi co chéit Na-axetat (10
mM). Céc éng dugc nudi tinh tai 35°C va theo doi luong CH, sinh ra trong cac 6ng
bing sdc ky khi dé xac dinh su c6 mit cia ¢b khuén sinh metan.

S6 lugng vi khuén ky khi cling dugc xac dinh bang phuong phap dém MPN
trong moi truong ky, khi tbng s c6 thanh phén nhu sau (g/1): glucoza — 5; cao thit bo -
2,5; pepton - 5; NaCl — 3; amonium axetat — 2; MgS0,.7H,0 - 0,3; FeS04.7H,0 -
0,01. Céc éng MPN dugc ghi nhn két qua duong tinh 1a céc dng c6 do pH gidm tir 7
xudng dudi 5 do qua trinh 1én men sinh axit cla vi khuén.

Mat dd cb khudn sinh metan methanogen hay vi khuén ky khi trong hat bun
BKM duoc tinh dya theo bang chi s6 MPN (APHA, 2005), don vi MPN/ml.
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Két qua phan tich céc chi s§ cho thdy bun BKM sau 21 ngdy nuéi ting sinh &
35°C ¢6 mau xam den, dat mirc do sinh metan cao nhit va on dinh & 80 — 83% tong
thé tich khi sinh ra. Hoat tinh sinh metan riéng cia bun SMA & mic rit cao,
0,867+0,042 gCOD-CH,/gVSS.ngay (Hinh 1B), twong duong véi bun trong hé thong
UASB dang hoat dong 8n dinh & didu kién nuéc ngot (Shin va cong sw, 2010). V& kich
thudce hat bun BKM sau hai muoi ngay nudi ting sinh, cac hat c6 kich thuéce chudn 1 -
2 mm chiém 51,3% th& hién do sinh trudng t6t cua bun (Hinh 1A). Mét d cd khuin
sinh metan trong bun BKM dat 2,8><109 MPN/ml va mat d6 vi khun ky khi téng sb
dat 4,6x 10'° MPN/ml (Hinh 2), tuong duong véi nhiéu loai bun ky khi dang hoat dong
t6t & didu kién nudc ngot (Ahmad, 2014).

Vi du 2: Tao hat alginat bao hat bun chira vi sinh vit ky khi wa mdn.

Bun chira vi sinh vat ky khi va man thu dugc & Vi du 1 dugce thu bing phuong
phap ly tim dich nuéi cdy tai 4°C & tbc d6 6000 vong/phut trong thoi gian 10 pht (4
éng ly tam thé tich 500 ml). Sau khi ly tdm chét bé moi truong va hoa sinh khéi bin
trong 50 ml méi trudng nude bién nhén tao ky khi rdi chuyén vao binh Schott 500 ml
(4 éng x 50 ml = 200 ml), dudi oxy bing hdn hop khi N,:CO, ( véi ti 1& 9:1) trong 1

phiit rdi d6ng kin binh bang nt cao su.

Chuén bi cac dung dich cho qua trinh tao hat gel alginat bao gbdm dung dich CaCl,
(Merck) 0,55%; dung dich Na-alginat (Merck) 2%, bd sung resazurin (1 ml 0,1% trong
1 lit); nuéc bién nhan tao bao gdm 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l MgCl,.6H,0,
1,47 g/1 CaCl,.2H,0 0,66 g KClL, 0,25 g MgS0,.7H,0, 0,25 g NH4Cl va 0,2 g KH,PO4
va bd sung 30 ml/L dung dich NaHCO; IM va Iml/L dung dich Na,S 1M. C4c dung
dich dugc khir tring va loai oxy trong dung dich biang suc khi N, trong 1 phit va day

kin céc binh bang ndap cao su.

San phdm hat BKMA gdm c4c hat gel alginat vi bao bun BKM dugc tao thanh

theo cac budc nhu sau:

- Tron dung dich Na-alginat v6i dich sinh khdi bun theo ty 18 1:1 thé tich.

- Ding bom nhu d6éng bom nhé giot hdn hop vao dung dich CaCl, 0,55% khudy déu
dung dich trén thiét bi khudy tir, ddng thoi suc khi N, lién tuc trong qué trinh bom.

- Sau khi két thic bom, ddy kin binh bing nit cao su, dé tinh trong 1 gio dé tao do
cung cho hat gel.
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- Loai bé dung dich CaCl,, rira hat gel 2 — 3 14n bang nudc bién nhan tao da loai oxy.
Cudi cling gitt hat gel trong nudc bién nhén tao trong binh kin khi ¢6 nép cao su, bao

quan & nhiét 46 phong (Hinh 2A).

Quy trinh nay cho phép tao ra cic hat gel hinh ciu, kich thudc kha ddng déu véi
duong kinh khoang 4,5 mm (twong dwong véi thé tich khoang 45 mm® médi hat) (Hinh
2B). Mit d6 vi sinh vat trong hdn hop tao hat gel 1a 10" MPN/ml, theo d6 luong té
bao trong mdi hat gel theo tinh toan 1a khoang 5x10° MPN/hat.

Vi du 3: dinh gid mit dp vi sinh vt va hoat tinh sinh metan ciia sin phim hat

BKMA trong qud trinh bdo qudn.

Mat do vi sinh vat va hoat tinh sinh metan cta san phém hat BKMA duogc danh
gia dinh ky mdi thang mot 14n.

Kiém tra mat do vi sinh vat trong céc san phim hat BKMA bang cach 14y ngiu
nhién 5 hat BKMA chuyén vao éng nghiém chta 0,5 ml dung dich Na-xitrat 2M v0
tring, suc khi N, trong 30 gidy dé loai oxy, day kin bang nip cao su va voltex nhe dé
gidi phong té bao tir cac hat gel. Dich té bao duoc dwa vao dém theo phuong phap
MPN, st dung moi trudng nude bién nhan tao ¢6 co chit Na-axetat (10 mM) dbi véi
cb khudn sinh metan va moi trudng ky, khi tng s6 dbi voi cac vi khuén 1én men ky
khi. Két qua cho thdy trong sau thang bédo quan, mat dd ¢d khuén sinh metan va vi
khuén ky khi téng s duge gitt & mac kha én dinh, twong tmg dat 11 — 7,5 x 10°
MPN/ml va 2 — 1,7x 10" MPN/ml (Hinh 3A).

Kiém tra hoat tinh sinh metan riéng ctia sin phdm hat BKMA bang cach 14y ngu
nhién 10 hat BKMA dua vao binh nudi chira 25 ml moi truong nudc bién nhan tao ky
khi c6 Na-axetat (10 mM) lam co chét. Hoat tinh sinh metan riéng cia hdn hop dugc
xac dinh dao dong trong khoang 0,848 — 0,846 gCOD-CH4/gVSS.ngay (Hinh 3B), thé

hién tinh 0On dinh ctia san pham trong s4u thang bao quan.

Vi du 4: Ddnh gid hi¢u qua ciia san phim hat BKMA trong viéc khdi dong va xii ly
chiit thai hitu co trong mo hinh 50 lit ky khi.

San phdm hat BKMA duoc Ung dyng th nghi¢ém trén mé hinh 50 lit m6 phéng
bé ty hoai (Hinh SA) xir Iy chét thai tir trai nudi heo thit nhidm min nuéc bidn. BS
sung BKMA Vi ty 1€ 1% thé tich cho phép khéi dong nhanh hé théng sau 2 tuin va
van hanh 6n dinh sau 8 tudn & ché do tai trong hitu co OLR khoang 2,67
kgCOD/m’.ngay va thoi gian luu HRT 1a 72 gio (Hinh 5B). O didu kién van hanh én
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dinh, hé théng loai dugc trén 95% COD, ty 1€ metan trong khi sinh ra & murc khoang
60%.

Mo hinh 50 lit gdm 2 ngin, kich thuéc twong (mg (ngang x cao x rong) la 60,5 x
27,7 x 25 cm va 23 x 27,7 x 25 cm vé6i tdng thé tich 1a 50 lit, m6 phéng quy trinh xu ly
trong bé ty hoai (Hinh 5A). Céc duong 6ng dua nguyén lidu dau vao va ndi tir ngin
thir nhit sang ngan thir hai déu hudng day. Hai ngin théng nhau theo nguyén 1y chay
tran. Khi tao ra dwgc thu vao tai khi d& phan tich tdng thé tich va thanh phén metan.
M3di ngdn déu c6 van x4 day dé xa bun khi can.
Nguyén liéu thai dé xir Iy trong md hinh 1 chit thai nudi lon thit tai trang trai &
Tay M3, Ha Noi trdn v6i nude bién Cira Lo, Ngh¢ An (d0 man khodng 26%o) theo ty
16 1:7 dé dat COD ~8000 mg O,/L. San phdm hat BKMA dugc bd sung vio ngin thir
nhét ciia bé xir 1y theo ty 16 1% thé tich. M6 hinh dugc vin hanh theo ché do lién tuc
v6i tai trong hiru co OLR ~ 2,67 kgCOD/m’.ngdy, thoi gian luu trong tmg 13 72 gid.
Piéu kién véan hanh 1a 30°C, tc d6 khudy trong ngin thir nhét 1 50 vong/phit.

Két qua thu duoc (Hinh 5B) cho thiy hé théng dugc khai dong nhanh sau 2 tudn
va dat mirc 6n dinh sau 8 tuin véi hiéu suit xu ly COD >95% va thanh phén CH,4
trong khi sinh ra trung binh khoang 60%.

Hiéu qua dat dugc cia giai phap hitu ich

Giai phap hitu ich dé xuit quy trinh san xuit bun hat bun chira vi sinh vét ky khi
wa min duoc vi bao béng alginat dé ung dung xur ly chét thai hitu co trong diéu kién
nhiém min nudc bién. Trong quy trinh ndy, hat ban BKM c¢6 tinh thich nghi t6t véi
mbi trudng nhim min nudce bién, tir d6 tao sin phdm hat BKMA dang hat gel alginat
vi bao vi sinh vat ky khi wa min tir hat bian BKM, dam bao kha ning séng va kha ning
hoat dong 6n dinh cho phép tng dung trong cac hé thdng ky khi xir Iy chét thai hitu co
nhiém min nuéc bién. Ky thudt nay cho phép xir Iy chét thai hitu co, lam sach vé sinh
moi trudong nhu nha tidu w6t hay bé biogas véi su tro gitp cia san phidm hat BKMA ¢6
thé dugc van hanh & didu kién doi rira trye tiép bing nude bién hay xt Iy céc chat thai

¢6 ham luvong mudi cao nhu rong bi€n, bun ddy dam nuoi thuy san.

Giai phép hitu ich cho phép nhan gidng vi sinh vat ky khi wa mdn va vi bao d&
dang ma khong anh huéng dén chit lwong sinh khéi vi sinh, quy trinh bao hat alginat
dé thuc hién va c6 thé img dung rong rai, gilip phét trién k§ thut xir Iy méi truong dua
trén cong nghé vi sinh cho phép xtt Iy mdi truong 6 nhiém hiéu qua, dic biét & nhiing

ving ven bién, hai ddo bi nhi€ém min nuwdc bién.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh san xuét hat bun chtra vi sinh vt ky khi va man (BKM) dugc vi bao bﬁng

alginat, trong d6 quy trinh nay bao gém cac buéc:

a) hoat héa t6 hop vi sinh vat ky khi wa man (BKM) c6 ngudn gde tir trdm tich
bién bing cach cdy vao mdi trudng bao gdbm 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l
MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCI, 0,25 g MgS04.7H,0, 0,25 g NH,Cl va
0,2 g KH,PO, bd sung co chit bao gdm hdn hop metanol, Na-axetat va trimetylamin
néng d6 10 mM mdi loai, sau khi khtr tring & 121°C, 20 phiit, méi truong duoc suc
khi N, trong 5 phut & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L. dung dich NaHCO;
IM va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc khi No/CO, vdi ty 18 90:10 (theo thé
tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan rdi bd sung t6 hop vi sinh vét vao binh nudi cdy,
day kin binh nudi cdy bang nut cao su va nudi ciy trong 10 ngay & nhiét d6 35°C, thu

dugc t6 hop vi sinh vat ky khi wa man (BKM) dugc hoat héa;

b) nhén gidng vi sinh vat ky khi wa min hoat héa bang céach cy td hop vi sinh
vét ky khi va min (BKM) da duge hoat héa vao mdi trudng nubdi cly bao gdbm 26,4 g/l
NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g
MgS0,.7H,0, 0,25 g NH,Cl va 0,2 g KH,PO, sau khi khir tring & 121°C, 20 phat,
mdi truong duge suc khi N, trong 5 phit & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L
dung dich NaHCO; 1M va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc khi N,/CO, v6i ty 1€
90:10 (theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan va bd sung co chit dich cam gao
10% da 1én men trudce t6i pH = 4 chira axit béo bay hoi (volatile fatty acid — VFA)
néng do 900 mg/L, tiép tuc bd sung td hop vi sinh véat va man (BKM) da dugc hoat
héa véi ty 18 10%, nudi ciy trong thoi gian 3 tudn & 35°C thu dugc vi sinh vat ky khi

ua min (BKM) cép mot;

¢) tao hat bun ky khi wa min bang céch ciy chuyén méi truong chira vi sinh vat
ky khi wra min cip mot vé6i ty 18 10% sang méi trudng nudi cdy bao gbm 26,4 g/l
NaCl, 0,09 g/l KBr, 11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g
MgS0,.7H,0, 0,25 g NH4Cl va 0,2 g KH,PO, sau khi khir tring & 121°C, 20 phut,
mdi trudng dugc suc khi N, trong 5 phiit & 80°C, sau d6 1am ngudi va bd sung 30 ml/L
dung dich NaHCO; 1M va 1ml/L dung dich Na,S 1M, tiép do suc khi N,/CO, voéi ty 1€

90:10 (theo thé tich) dé loai hoan toan oxy hoa tan va bd sung co chét dich cam gao
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10% d3 1én men trude t6i pH = 4 chira axit béo bay hoi (volatile fatty acid — VFA)
ndng d6 900 mg/L, nudi ciy trong thoi gian 3 tudn & 35°C, sau do6 ly tAm moi trudng
nuéi cdy & didu kién 4°C, tdc do 6000 vong/phut trong 10 phut thu duge sinh khéi vi
sinh vét ky khi wva mén (BKM) dang cdn bun;

d) vi bao bun chtra vi sinh vat ky khi wa man bing cach hoa cin bin chia vi
sinh vat ky khi va min (BKM) véi moi truong bao gém 26,4 g/l NaCl, 0,09 g/1 KBr,
11,4 g/l MgCl,.6H,0, 1,47 g/l CaCl,.2H,0 0,66 g KCl, 0,25 g MgS0,.7H,0, 0,25 g
NH,CI va 0,2 g KH,PO, sau khi khir trang & 121°C, 20 phut, moi truong duogc suc khi
N, trong 5 phut & 80°C, sau d6 lam ngudi va bb sung 30 ml/L dung dich NaHCO; 1M
va Iml/L dung dich Na,S 1M, tiép d6 suc khi N,/CO, véi ty 18 90:10 (theo thé tich) dé
loai hoan toan oxy hoa tan, véi ty 1€ 1/10 (theo thé tich) thu duge hdn hop bin BKM,
sau d6 tron hdn hop nay véi dung dich Na-alginat 2% (c6 bd sung rezazurin lam chét
chi thi cho sy ¢6 mit clia oxy) véi ty 18 1:1 (theo thé tich) trong diéu kién thdi khi Ny,
hdn hop bun BKM-alginat dugc khudy déu trén may khay tir va nhé vao dung dich
CaCl, 0,55%, hat sinh ra loc va rita 2 — 3 lan trong nudc bién nhén tao loai oxy thu

duoc hat bun chira vi sinh vat ky khi wa min dugc vi bao trong alginat (hat BKMA).
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