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(57) Giai phéap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuit ché pham vi khuén tia quang hop

dang long sét chira cadc chung Rhodobacter sp. ND,, Rhodobacter sp. TG, Rhodovulum

sulfidophilum TH,, va Rhodopseudomonas sp. NDs dung dé xir 1y sulfua va hop chat hitu
co trong d4y ao nudi trong thily san gdm cac budc sau:

Budc 1: Nhan giéng tir ong thach nghiéng sang mdi trudng 1ong trong binh 10 ml

Budc 2: Nhan gidéng trong binh thuy tinh 500 ml

Budc 3: Nhan giéng trong binh nhya trong 5, 10, 20 (lit)

Budc 4: Nhan giéng sang binh co thé tich 16n 50, 100, 1000 (lit) dé thu sinh khdi vi
khuan tia quang hop.

Budc 5: Thu sinh khéi vi khuén tia quang hop bang chitosan nbng do 150 mg/1

Budc 6: Tao ché pham vi khuan tia quang hop dang long sét bang caragenan

Ngoai ra, giai phap hitu ich con dé cap dén ché pham vi khuan tia quang hop dang 16ng
sét chtra cac chung Rhodobacter sp. ND,, Rhodobacter sp. TG, Rhodovulum sulfidophilum

TH,; va Rhodopseudomonas sp. NDs ding dé xtr Iy sulfua va hop chat hiru co trong day ao

nudi trong thiy san va ché pham thu dugc tir quy trinh nay.



3218

Linh vye ky thu@t dwoc dé cip

Giéi phap hitu ich thude linh vye xir Iy 6 nhiém moi truong bang bién phép sinh
hoc, cu thé 1a d& cap dén quy trinh san xuit ché phdm vi khuan tia quang hop dang
16ng sét ding @& xtr 1y sulfua va hop chét hiru co trong day ao nudi trdng thiy san.

Tinh trang ky thuit clia gidi phap hitu ich |

Hién nay xu thé ¢mg dung ché phim sinh hoc trong nudi trong thuy sén dﬁng
nhén duogc su\quaﬁ tdm 16n vi ching vira an toén vGi vat nudi vira than thién véi moi
.tr&bng. Ché phim sinh hoc da g6p phan tich cuc trong céi thién va bao v¢ moi truong
trong ao nudi thity san so v6i viéc str dung hoéa chét va thudc khang sinh. Trong cdc,
loai ché phim xr ly déy ao nudi trdng thiy san thi ché phdm vi khuén tia quang hop 1&
mdt trong céc ddi twong duge ch trong va tmg dung rong rii. Vi khudn tia quang hop
12 nhém vi khuin thiy sinh c6 kha nang sinh truéng trong diéu kién ky khi bing cach
quang hop nhung khong thai oxy nhu nhitng d6i tuong quang dudng khac. Vi khudn
tia quang hop dugc coi 1a nhém vi khuén hitu ich nhat de ci thién chét lugng nude
nudi trdng thily san dic biét 13 ao nudi tom (Antony va Philip, 2006; Zhou et al.,
2008), ching c6 thé st dung c4c chét hitu co dur thira, sulfua, amoni...cho sinh truéng. |
Bén canh d6, vi khuén tia quang hop con dugc coi 12 vi khuén cd loi vi té bao cia
chiing ¢6 chira ham lwgng cao protéin, céc axit amin thiét yéu, céc vitamin B12,
ubiquinon va carotenoit (Shapawi et al., 2012; Kornochalert et al., 2014). Ngoa‘li kha
néng xir ly sulfua va cac hop chit hitu co, vi khuin tia quang hgp con ¢6 vai trd ting
s6 luong pht du, ting cudng chudi thirc #n va tang gia tri dinh dudng ciia Vit nudi
(Azad., 2002; Loo., 2012; Zizhong et al., 2009) va cfing 12 nhém chiém wu thé thich
nghi tu nh1en trong cac ao nudi tom (Antony va Philip, 2006; Kornochalert et al.,
2014; Mukkata et al., 2015).- '

O nhidu nu6ce trén thé gi6i, ché phim vi khuin tia quang hop dugc tmg dung dé
xr Iy nuéc nudi trdng thiy san nhu Nhat Ban, Trung Quéc, Théi Lan va An Ds...
Nhoém tac gid Qi va cong sur da cong b6 tai Trung Quéc ché phim sinh hoc str dung
trong nudi tréng thity san chi yéu 12 nhém vi khuén tia quang hop va nhém vi khuén
dbi khang véi vi sinh vat gay bénh (Qi et al., 2009). Nhém téc gia Li va cong su da
nghién ctru str dung ché bhém probiotic ¢6 bd sung thém nhém vi khuén tia quang hop
dé cai thién chit lugng nudce ao nudi, giam ham lugng céc chét hitu co, amoni, sulfua

va céc chit doc hai khac (Li ez al., 1997). Nhom téc gia Cui va cdng sy tir ndm 1997
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da st dung vi khuln tia quang hop xir 1y ao wom gidng t6m, két qua da chi ra rang:
chét lugng nuwdc cta ao nudi duge cai thién va thoi gian bién théi clia tom giéng ciing
duoc rat ngin so v6i dbi chimg.

Ché pham vi khuén tia quang hop c6 trén thi trudng chi yéu & 2 dang: dang bot
(thudng 13 cac t& bao chét) ding dé bd sung vao thirc an chin nudi (Azad, 2002) va
ché phim dang dich (té bao séng) chi yéu tng dung lam thirc in séng va xir 1y nude
nudi trdng thiy san. Ché phdm vi khudn tia quang hop san xuét tai Trung Qudc dung
@& xr Iy nude ao nudi trong thuy san chi yéu dugce dong chai 0,5, 1,5 va 5 1it. Tai An
Do ché phdm vi khudn tia quang hop véi chirc ning xir 1y sulfua va hitu co ¢6 tén
thwong mai 1a Supper PS dugc dong vao can 5; 10; 20 lit.

Hién nay, trén thi truong nude ta c6 cac ché phim vi khuén tia quang hop dang
dich nhép ngoai tlr cdc nuwéc nhu Nhat Ban, Trung Qubc, An Do, Thai Lan)... Céc ché
phdm nay déu c6 gi4 thanh cao vi bao gdm chi phi vén chuyén va nhap khiu. Hon nita,
cac ché phdm nay ciing chua c6 céng bd nao khing dinh chtng ¢6 phu hop véi diéu
kién khi hau hay c6 lam anh huéng dén sy bén vimmg ciia hé sinh thai moi truong &
nudc ta hay khong.

Ciing xuat phat tir nhu ciu xu Iy day ao nudi trdng thiy san, chung t6i dd phan
lap va tuyén chon dugc cic ching vi khudn tia quang hop c6 kha nang loai bé sulfua
va céc hop chit hitu co cao nhét dé san xuit ché phim vi khuin tia quang hop dang
dich xir ly ddy ao nudi thily san. Céc ching da dugc nghién ctru k¥ cac dic diém sinh
ly, sinh hoa va vi tri phén loai ciing nhu cac didu kién t8i vu nhu nhiét do, pH, nﬁ”)ng do
mubi va cudong dd anh sang cho vi khudn tia quang hop sinh truéng. Ché phim vi
khuan tia quang hop Ung dung xtr ly mdi truong trong ao nudi ca rd phi, nudi tdm va
c4 tra. Két qua cho thiy khi bd sung ché phim vi khun tia quang hgp theo dinh ky
gitip moi truong nudi duge ddm bao va gdp phan anh hudng tét dén sinh truéng cla
con nudi. Tuy nhién, nuéc ta c6 khoang hon 3000 km dudng bd bién va nghé nudi
trong thily san chu yéu tip trung tai cdc tinh ven bién, do vay, ché phim vi khun tia
quang hop & dang dich gip khé khan trong qué trinh van chuyén va phan phéi t6i cac
ving nudi tréng thily san trong ca nuéc. Do vay, chung t6i da nghién ctru dé tao ché
phdm vi khuén tia quang hop dang 16ng sét dé d& dang vén chuyén, giam gia thanh va
phu hop v6i nhu ciu thyc té cia ndng ho nudi thity san. Ché phdm vi khun tia quang
hop dang 16ng sét khic phuc dugc kho khin ma ché phim dang dich gip phai, diéu

nay tao di€u kién cho ndng hd dugc mua ché phadm san xuét tir nhém vi khuin hitu ich
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ban dia, ddy ciing 1a viéc 1am rit cAn thiét d phat trién bén vitng nghé nudi tdm phuc
vu nthu cdu trong nudc va xuét khau.
Bén chét ky thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hiru ich 1 khic phuc han ché cta cac ché phdm trong
nudce, nhap ngoai va ché phim vi khuén tia quang hop dang dich dung d xir 1y sulfua
va hop chét hitu co trong day ao nudi trdng thuy san. Dé dat duge muc dich do, giai
phap hiru ich d& xuét quy trinh san xudt ché phdm vi khuén tia quang hop dang 1dng
sét, ching gidng duoc phan 14p tai Viét Nam véi kha ning loai bé sulfua va hop chit
hitu co cao trong ddy ao nudi trong thiy san. Quy trinh theo giai phéap hitu ich bao
gbm céc budc:

Budc 1: Nhén gidng tir dng thach nghiéng sang méi trudng 16ng trong binh 10 ml

Budc 2: Nhan gidng trong lo thiy tinh 500 ml

Budc 3: Nhén gidng trong binh nhua trong 5, 10, 20 (lit)

Budc 4: Nhan gidng sang bé c¢6 thé tich 16n 50, 100, 1000 (lit)

Budc 5: Thu sinh khéi vi khuén tia quang hop bing chitosan

Budc 6: Tao ché phidm vi khuén tia quang hop dang 1dng sét

Giai phép hitu ich cling d& cap dén ché phim thu duoc tir quy trinh nay, trong dé
ché phdm c6 chua cac chiing vi khuén tia quang hop duoc tuyén chon c6 kha nang loai
b sulfua va cac hop chit hiru co cao trong ddy ao nudi trong thity san. Ché phim vi
khuin tia quang hop dang 16ng sét thu duoc dat mat do cao (khoang 10''- 10"
CFU/ml) va dugc st dung xit Iy sulfua va hop chét hitu co trong ddy ao nudi tréng
thiy san.
MG ta vin tit cac hinh vé

Fig 1: thé hién quy trinh tao ché phidm vi khuin tia quang hgp dang long sét

Fig 2: thé hién kha nang sinh truéng va hoat tinh loai b6 sulfua cia 4 ching tao
ché phim.

Fig 3: thé hién hinh anh té bao cua cac chung Iya chon

Fig 4: thé hién c4c ching vi khuin tia quang hop khong ddi khang nhau

Fig 5: thé hién nudi hdn hop vi khuén tia quang hop trén cac ngudn co chét khac
nhau

Fig 6: thé hién nudi hdn hop vi khudn tia quang hop trén mdi truong chira bot
dau trong va glutamat

Fig 7: thé hién c4c phuong phap thu sinh khéi vi khuén tia quang hop

Fig 8: thé hién hinh anh tao céc dang ché phim dang 16ng sét
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Fig 9: thé hién hinh anh ché phim vi khuén tia quang hop dang 16ng sét
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Quy trinh san xuét ché phim vi khuin tia quang hop dang léng sét dé xir ly
sulfua va hop chét hitu co trong day ao nudi trong thiy san duoc thé hién trén Fig. 1 va
trinh bay mot cach chi tiét dudi day:

Bude 1: Nhan gibng tir dng thach nghiéng sang méi truomg 10ng trong binh 10 ml

Bén ching vi khuln tia quang hop dugc Iya chon @8 tao ché pham st dung trong
quy trinh theo giai phap hitu ich 1a cdc ching NP1, NDs TH,; va TG1. Cac ching nay
duoc phén 14p va tuyén chon c6 kha ning sinh trudng va hoat tinh loai bo sulfua cao
nhét trong bd swu tip gidng tai Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé¢ Viét Nam.

Hai ching NP, va NDs duge phan lap tir cdc miu bin dy cic ao nubi trdng
thuy san tai Nam Dinh. Chung TH,; dugc phén lap tir cdc miu bun déy cac ao nudi
trdng thuy san tai Thanh Hoa. Chung TG, dugc phéan 18p tlr ao nudi c4 tra tai Cai Be,
Tién Giang, Viét Nam. Hai ching ND; va TG; mang dic trung cua chi Rhodobacter:
dich huyén phu té bao cua chiing c6 mau do dam véi cuc dai hép thu tai budc séng 853
va 856 nm. Té bao chung ND, c6 dang hinh clu kich thuge 0,5-0,8 um, té bao chung
TGy c6 dang hinh oval kich thudc 0,9 — 1,3 pm. Ca 2 ching sinh san bang cach nhan
d6i, chiing c6 dang don bao hodc ¢6 thé tao chudi té bao. Chung TH,; mang dic trung
ctia chi Rhodovulum: dich huyén phu té bao c¢6 mau nau vang c6 cuc dai hp thy tai
budc séng 855 nm, t€ bao c6 dang hinh ciu, t0n tai & dang don bao, dudng kinh 0,8-
1,2 pm, sinh san bang c4ch nhan doi, khong quan sat thiy “giot” luu huynh tich ldy
trong té bao. Ching NDs mang dic diém cua chi Rhodopseudomonas: té bao ¢ dang
hinh que bat déi ximg, dich huyén phii ctia ching c6 mau do tia c6 cuc dai tai 854 nm,
sinh san bang cach nay chdi.

Dua vio céc dic diém vé hinh thai khudn lac, hinh thai té bao, céc dic diém vé
sinh ly, sinh héa va dga vao phan tich trinh tw doan gen 16S rRNA céc chung lua chon
dd dugc dinh tén nhu sau: Rhodobacter sp. NPy, Rhodobacter sp TG, Rhodovulum
sulfidophilum THy; va. Rhodopseudomonas sp. NDs;,

Kha néng sinh truéng va hoat tinh loai bo sulfua ctia 4 chiing dugc md ta & Fig
2. Kha nang sinh truéng dwgc thé hién bing do hép phu cua dich huyén phu t& bao tai
bude song 800 nm (ODgy), hoat tinh loai bé sulfua duoc thé hién béng luong sulfua
con lai trong m6i trudong nudi, ham lwong sulfua duge xac dinh bing phuong phép so

mau véi thube thir dimetyl-p-phenyllenediamin. M6i truong nudi cdy vi khudn tia
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quang hop 12 mdi trudong DSMZ 27 bao gdm céc thanh phan sau: cao ndm men (0,3
g/l), suxinat - Na (1 g/l), axetat (0,5 g/1), K,HPO, (1g/1), KH,PO4 (0,5 g/l),
MgSO,.7H,0 (0,4 g/l), CaCl,.2 H,0 (0,05 g/1), NH,CI1 (0,4 g/l), vi lwong SLs" (1
ml/l), dung dich vitamin B," (0,4 ml/1), nude cét (1000 ml), pH (6,8). “Dung dich vi
luong SLs (mg/l): HC1 (25%) 6,5 ml; FeCl,.4H,0 1,5 g; H3BO; 0,3 g; MnCl,.2H,0
0,03 g; CoCl,.6H,O 0.2 g; ZnSO,4. TH,0 0,1 g; CuCl,.2H,0 17 mg; NiCl,.6H,0O 24
mg; Na,Mo0,.2H,0 36 mg, H,O 993 ml. Dung dich vitamin B12: 10 mg trong 100 ml
nude duge khir tring bing mang loc”

Bén ching vi khuén tia quang hop tir cic 6ng thach nghiéng giit gibng dugce nhan
nudi riéng trong c4c binh penixilin c6 thé tich 10 ml chira méi trudng DSMZ 27 dang
léng, & & diéu kién ky khi, c6 chiéu sang trong phong thi nghiém, sau khoang 3- 5
ngay, mat d6 té bao s& dat khoang 10%- 10° CFU/ml tiép tuc nhan gibng & budc 2.

Budc 2: Nhén giéng trong binh thay tinh 500 ml

Tiép tuc nhan nudi hdn hop gibng sang cac binh c6 thé tich 500 ml chira méi
trudng dich thé DSMZ 27 véi tng thé tich gidng hdn hop 10 % (v/v). Méi chung vi
khuin tia quang hop déu c6 nhitng vu viét riéng. Do vay, v6i myc dich tao hdn hop
cac chung c6 ty 1 trong duong nhau dé chung phat huy hét cac dic tinh quy ctia mdi
ching vé& kha ning loai bo sulfua, kha ning st dung céc chét hitu co va kha nang
chdng chiu & didu kién bét loi, & bude ndy ching t6i da tron bon ching @& san xuét ché
phidm véi ty 18 nhw nhau (1:1:1: 1), & & diéu kién chiéu sang deén si d6t trong phong thi
nghiém. Sau 5-7 ngdy mat d6 dat 10%- 10° CFU/ml c6 thé six dung 1am ngudn gidng
cdp 1. Ca bdn chung lwa chon khong ddi khang nhau két qua duoc thé hién & Fig 4.
Bué6c 3: Nhan gibng trong binh nhua trong 5, 10, 20 (lit)

Hdn hop 4 chung vi khun tia quang hop Iua chon duoc tién hanh tim kiém
nguén co chit thich hop, d& tim kiém, sir dung thuén tién va giam chi phi cho san xuét
sinh khdi & quy mé pilot dé tao ra ché phim c6 gi4 thanh phi hop cho ngudi nudi
trong thily san & Viét Nam. Két qué thé hién trén Fig 5 cho thiy hdn hop bdn ching vi
khuén tia quang hop nghién ciru déu c6 kha ning sinh truéng kha tt trén moi trudng
chira cac ngudn co chit nhu axetat, glutamat, malat va bot d4u twong. Trong d6, hon
hop vi khuén tia quang hop sinh truéng 6t nhit trén moi truong c6 chira ngudn co
chit 1 bot dau trong. Vi myc ti€u giam gi thanh cling nhu thuan tién trong san xut
sinh khdi, hén hop cac chung vi khuén tia quang hop lya chon dugc tién hanh nudi
trong mdi truong chi chira bot dau twong ndng do 1 g/l va bd sung thém ba ngudn

cacbon ma hdn hop vi khuén tia quang hop c6 thé sinh truéng kha tot, ¢6 gia thanh



3218

thdp va d& tim kiém nhu axetat, glutamat va malat vao moi truong nudi. Két qua thé
hién trén Fig 6. Két qua cho thiy: hdn hop vi khuin tia quang hop c6 kha ning tich liiy
sinh khéi cao hon trong méi trudng chira hai ngudn co chét so véi méi truong DSMZ-
27. Mac do tich liy sinh khdi cao nhit 1a trong moi truong chira bot ddu tuwong va
ngudn cacbon 13 glutamat va malat. Trong d6, mdi trudng chira bot dau twong va
glutamat ¢6 kha nang tich liiy sinh khdi cao nhét. Do vay, mdi trudng dwgc st dung dé
san xudt sinh khéi vi khudn tia quang hop & quy md pilot tao ché pham l6ng sét 1a bot
dau tuong (1 g/l) va 1 g/l glutamat.

Pé nhan nudi hdn hop gibng tir binh thé tich 500 ml sang c4c binh nhwa c6 thé
tich 16n hon: 5, 10 va 20 lit, m6i truong dugce st dung chira bot ddu tuong (1 g/l) va
glutamat (1 g/l) véi ty 18 gibng bd sung 10% (v/v). Cac binh gibng duoc dit dudi anh
sang mit troi voi nhiét do 28 + 8. Sau khoang 5 -7 ngay mat d6 té bao trong céc binh
gibng dat 10%- 10° CFU/ml ¢6 thé st dung d& nhan gidng & cc bé 16n hon.

Budc 4: Nhén giéng sang bé ¢ thé tich 16n 50, 100 va 1000 (lit)

Tiép tuc nhan nudi giéng tir binh thé tich 5, 10 va 20 lit sang cic bé c6 thé tich
50, 100 va 1000 lit chtra moi trudong bot dau tuong (1g/1) va glutamat (1g/1) voi ty 1€
gidng 10% (v/v). Cac bé dwoc nudi & diéu kién ty nhién dat dudi anh sang mit troi voi
nhiét d6 28 + 8°C. Sau khoang 6 -7 ngay kiém tra néu mét do té bao trong cac binh
gibng dat 10%- 10°CFU/ml, dich vi khuén tia ¢6 mau dé nau dén dé tia (thy thudc vao
diéu kién khi hau nhu nhiét d9, 4nh sang) thi c6 thé tién hanh thu sinh khéi d8 san xut
ché phém dang 16ng sét.

Buéc 5. Thu sinh khdi vi khuén tia quang hop bang chitosan

Bén chét keo tu nhu nhém polychlorit, nhdm sunfat, sit sunfat va chitosan da
duoc str dung dé thu hdi sinh khéi vi khuén tia quang hop. Két qua thé hién trén Fig 7
cho thiy ring ba chét keo tu c6 ngudn gdc héa hoc ¢6 thé phan tach vi khuén tia quang
hop tr mdi trudng nudi mt cach hiéu qua. Néng d6 chit keo tu tdi wu dugc xac dinh
d6i véi Poly Aluminium Chlorit (PAC) 1a 3000, nhom sunfat 1a 1000 va sét sunfat
1000 mg/l. Ty 1¢ phan tach vi khuin tia quang hop khi st dung PAC & ndng do tdi vu
14 99,2%, nhom sunfat 12 80% va d6i v6i st sunfat 12 90%. Két qua cho thdy ndng do
t6i wru ctia 3 chit nay khi st dung d lng tia vi khuin tia quang hop déu cao hon 1000
mg/l, do d6, khi st dung 3 chét keo tu PAC, nhom sunfat, sit sunfat c6 thé gdy 0
nhiém tht cép. Bén canh do, st dung phén nhém va phén sit lam mau sinh khéi nhat
di. Trong khi d6, st dung chitosan c6 thé ling tha sinh khdi vi khuin tia quang hop
dang dich & ndéng d6 thip, két qua tir Fig 7 cho thiy ndng do chitosan tir 50 — 250
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(mg/l) c6 anh hudng khac nhau 1én sy ling tia cia té bao vi khuén tia quang hop. Hiéu
suat ling cao nhét & néng do chitosan tir 150 — 250 (mg/l) 14 95 -97 (%), ndng dd chitosan
gigm 100 — 50 mg/l cho hiéu sudt ling gidm tir 88 -70(%). O ndng do 150 mg/l hiéu sudt
léng tiia sinh khéi thu dugce tuong dbi cao va khi so v6i hai néng d6 cao 200 va 250 (mg/l)
thi khong c6 sy sai khac c6 y nghia (P>0,05), nén ndng do chitosan 150 mg/l dugc lya
chon d& 1&ng tua vi khuén tia quang hop tir ché phim dang dich.

Khi mat dd t& bao ché phém vi khudn tia quang hop dang dich dat 10%- 10°
CFU/ml, tién hanh thu sinh khdi bang chitosan véi ndéng dd 150 mg/l. Chitosan dugc
hoa tan trong axit axetic lodng cho dén khi tan hoan toan, sau d6 bd sung dung dich
chitosan vao dich vi khuin tia quang hop, khudy d8u cho dén khi xut hién su két
bong, dé lang khoang 30 — 60 phut, té bao vi khudn tia quang hop lang tiia hoan toan
xudng d4y, tién hanh thu tia dé tao ché phdm dang 1ong sét.

Budc 6: Tao ché phdm dang 16ng sét

Sau khi thu tda sinh khéi vi khuin tia quang hop, tién hanh tao ché phdm dang
16ng sét voi tinh bot bién tinh, carboxy metyl xenluloza (CMC) va caragenan. Ca 3 co
chit nay déu duoc hd hoa & cac ndng dd khéc nhau @8 tao gel, sau d6 bd sung sinh
khdi vi khuin tia quang hop thu duoc véi ty 18 1:1. Ché pham vi khuin tia quang hop
16ng sét tao thanh tur céc co chét dugc theo ddi mat do sau 7 ngay & diéu kién nhiét d6
phong ¢6 chiéu sang. Két qua cho thdy: v& cam quan, mau sic ché phim vi khuan tia
quang hop 16ng sét dugc tao thanh tir tinh bot bién tinh va CMC & cac ndng do khic
nhau du bi nhat mau so véi ban ddu va so véi miu dbi chimg (ddi ching 14 sinh khdi
vi khun tia quang hop). Ché phim vi khuén tia quang hop 10ng sét tao ra tir tinh bot
bién tinh c6 hién tugng 1én men tinh bot 1am cho pH moi trudng axit hoa. Ca 2 ché
phdm vi khuén tia quang hop 16ng sét dugc tao thanh tir tinh bot bién tinh va CMC
khong con dang gel nhu ban ddu ma c6 hién tugng ling tua. Trong khi d6, ché phim vi
khuén tia quang hop 16ng sét tao thanh tlr caragenan & céc ndng do thir nghiém tir 0,2 —
1% sau 7 ngay theo doi mau sic khong thay ddi so v6i ban dau. Tuy nhién, ché phdm
16ng sét tao thanh tir caragenan & cac ndng do khac nhau khong con tao gel nhu ban
diu ma c6 hién tuong loang hon. O ndng dd 0,2 va 0,4 (%) ché phim tao ra & trang
thai 16ng nhit, ndng do tir 0,6 — 1% ché phdm vAn & dang long sét. Mat do té bao vi
khuan tia quang hop trong ché phdm 16ng sét tao thanh & cic ndng dd khac nhau ciling
cing dugc danh gid sau 1 tudn bao quan, két qua thé hién trén Fig.8. Két qua cho thay:
mét d6 vi khuén tia quang hop trong ché phdm 10ng sét tao ra tir tinh bot bién tinh va

CMC & cac ndng d6 khac nhau déu giam nhanh hon so v6i mét d ban dau (Fig 8).
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Dbi voi ché phdm 16ng sét tao thanh tir cac ndng dd caragenan khac nhau thi mat do
khong thay dbi so v6i ban dau. Do vay, caragenan dugc chon lam co chét dé tao ché
phim dang 10ng sét v&i néng do 0,6%.

Sinh khéi vi khudn tia quang hop thu dugc bang phuong phép ling tia & dang
dam dic tién hanh tao ché phém 16ng sét nhu sau: hd hoa caragenan voi néng dd 0,6%
& nhiét do 70 — 80°C. Dung dich chtra caragenan sau khi hd héa duoc lam ngudi xudng
nhiét do 45 — 50°C, bd sung sinh khdi vi khuén tia quang hgp ddm déc véi ty 1€ 1:1, lic
déu, sau 5 phut ché pham tao thanh & dang 16ng sét.

Kiém dinh ché phim

Ché phim tao thanh dugc déng chai nhwa trong 500ml, 1 lit hodc trong tii nilon
(Fig 9), ché phdm duoc sir dung bing cach phan phéi déu trong cAc ao nudi trong thiy
san v6i lidu lwong 1 1it/1000 m?, tuy timg giai doan phat trién ctia tdm, c4 c6 thé bd
sung ché pham 1-2 1an/tudn. Ché phim vi khuin tia quang hop dang 16ng sét bdo quan
trong thoi gian 6 thang, st dung t6t nhat trong thoi gian 3 thang ké tir ngay san xuét.
Mat d6 té bao cia ché phim long sét duge xac dinh bing phwong phap MPN (S
luong vi sinh vt c6 thé nhét) hoic phwong phap dém khuin lac trén dia petri
(CFU/ml). Phuong phap dém khuén lac nhu sau: miu duge pha lodng lién tuc biang
nudce cit vo trung tir 10" dén 10, Diing pipet v6 tring 14y 50 pl dung dich & cac ndng
d6 thich hgp nho 1én bé mit dia thach chira méi truong DSMZ 27. Dung que gat vd
trung dan déu dich d6 trén mat thach. Dit cac dia thach chira miu vi khuén tia quang
trong diéu kién khi quyén nito, dudi 4nh sang dén sgi d6t 60w, tién hanh dém sé khuin
lac sau 5 -7 ngay.

Sé lugng khuén lac (CFU) XuAt hién trén dia dugc dém va tinh theo cong thuc:

CFU/ml =a x1/vxn

Trong d6: n 1a d pha lodng mau, a 1a s6 khuin lac dém duoc trén bé mit dia
thach, v 1a thé tich m3u duoc cdy, 1/v thé tich miu quy vé 1 ml.

Hoat tinh ché phém long sét tao thanh dugc xdc dinh bf?lng cach bd sung ché
phim vao moi trudng DSMZ 27 chira 10mg S>/1 theo ty 16 (1:100) nudi trong didu
kién ky, khi c6 chiéu sang, danh gia hoat tinh loai bo sulfua trong mdi trudng cia ché
phim
Céch thirc sir dung ché phim theo giai phéap hitu ich

Co ché xir Iy sulfua va hitu co clia ché phém vi khun tia quang hgp dang 16ng
sét theo giai phap hitu ich nay dugc thé hién nhu sau: khi bd sung ché phim vao ao

nudi tréng thiy san vi khuan tia quang hop s& ling xubng d4y ao. Nhém vi khuin nay
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sinh trudng quang di dudng st dung cic ngudn hitu co tir chét thai cta vat nudi va tir
ngudn thtc in du thira ton tai dudi day ao lam ngudn cacbon va st dung sulfua lam
chit cho dién tir trong qua trinh quang hop. Cén phai bd sung ché phdm vi khuén tia
quang hop dang 16ng sét trong sudt qua trinh nudi twong tmg véi lugng chét thai va
thirc &n du thira ngdy cang tich tu nhiéu, gia tang theo thoi gian va su sinh truéng ctia
vét nudi. Ché phidm duoc bd sung 1 -2 1an/tudn véi liéu lwong 1 lit/ 1000m> ao nudi
t6m hoic ca cho dén hét vu nudi. Trong cic ao nudi cb bd sung ché phim cin theo doi
cac chi sb nhu BODj; ham luong sulfua, ham lwgng NHy, NO,... trong nudc va trong

bin day ao, dé bd sung thém ché pham kip thoi.

Vi du thue hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Quy trinh san xuét ché phdm vi khuin tia quang hop dang 16ng sét & quy mé 2
lit

Bu6c 1: Rhodobacter sp. ND;, Rhodobacter sp. TG, Rhodovulum
sulfidophilum THy; va Rhodopseudomonas sp . NDs tir cac dng thach nghiéng giit giéng
dugc nhan nudi riéng trong cdc binh penixilin ¢ thé tich 10 ml chira mdi truong
DSMZ 27 dang 1éng, (mdi chiing cdy 3 binh penixilin chira 10 ml moéi truong DSMZ
27) 1 & diéu kién ky khi dudi 4nh sang dén soi dbt trong phong thi nghiém, sau khoang
3- 5 ngdy, x4c dinh mat d6 té bao dat khoang 10%- 10° CFU/ml thi tiép tyc tién hanh
buéc 2.

Budc 2: Bén ching dé san xuit ché phém dugc tron déu véi ty 1€ nhu nhau
(1:1:1:1) thu duge 120 ml hdn hop gidng. Tiép tuc nhan nudi hdn hop gibng 120 ml
sang 2 binh ¢6 thé tich 500 ml, mdi binh chira 450 ml mdi trudng DSMZ 27 dich thé
va bd sung 50 ml thé tich gidng dbi véi mdi binh, G & didu kién chiéu sang dén soi dét
trong phong thi nghiém. Sau 5-7 ngay kiém tra mat do t& bao dat khoang10®- 10°
CFU/ml thi c6 thé str dung lam ngudn gibng cép 1 va tiép tuc tién hanh budc 3.

Buéc 3: Nhan gibng tir hai binh thé tich 500 ml sang 2 binh nhya trong c6 thé
tich 51 chira 4500 ml m6i trudng chira 5 g bot déu twong va 5 g glutamat v6i 500 ml
hén hop gidng mbi binh va dit duéi anh sing mit troi. Sau 5-7 ngay kiém tra mat do
té bao dat khoang10®- 10° CFU/ml thi ¢6 thé tién hanh buéc 4.

Budc 4: Nhan giéng sang bé kinh c6 thé tich 150 (lit) chtra 90 lit moi truong
chira 100 g bot ddu twong va 100 g glutamat véi 10 lit hdn hop gibng. Sau 6-7 ngay
kiém tra mat d¢ t& bao dat khoang10®- 10° CFU/ml thi ¢6 thé c6 tién hanh thu sinh
khéi vi khuén tia quang hop.
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Budc 5: Khi mat do té bao vi khudn tia quang hop dang dich dat 10°%- 10°
CFU/ml, tién hanh thu sinh khéi bing chitosan v6i nong do6 150mg/l. Can 16 g
chitosan hoa tan trong 4 lit axit axetic 0,4% khudy dén khi tan hoan toan, sau dé bd
sung 3,75 lit dung dich chitosan vao dich vi khudn tia quang, khudy déu cho dén khi
xudt hién su két bong, dé ling khoang 30 — 60 phit, t& bao vi khuin tia quang hop ling
tia hoan toan xubng day, tién hanh thu tia dé tao ché phdm dang l1ong sét.

Budc 6: Tir 100 lit dich vi khuén tia quang hop thu dwgc 1 lit sinh khdi ¢ dang
dam dic, tién hanh tao ché phim 16ng sét nhu sau: Can 6 g caragenan hoa tan trong 1
lit nu6c, dun dung dich dén nhiét d9 70 — 80 °C cho dén khi hd hoa hoan toan. Dung
dich chtra caragenan sau khi hd hoa dugc 1am ngudi xuéng nhiét do 45 — 50 °C, bd
sung 1 lit sinh khéi vi khudn tia quang hop d4m dic véi ty 18 1:1, khudy déu, sau 5 - 10
phit thu dugce 2 1it ché phdm & dang long sét.

Kiém dinh ché phim:

Ché phém tao thanh dugc dong chai nhua trong 500 ml, 1 1it hodc trong tai nilon
(Fig 9), ché phdm duoc sir dung bang cch phan phéi déu trong cc ao nudi trong thity
san vai lidu lwong 1 1it/1000 m?, tly timg giai doan phét trién cta tém, cd c6 thé bd
sung ché phim 1-2 1an/tudn. Ché pham vi khuén tia quang hop dang 18ng sét bao quan
trong thoi gian 6 théng, stt dung t6t nhat trong thoi gian 3 thang ké tir ngdy san xuét.
Mat @ t€ bao clia ché phim l6ng sét dugc x4c dinh bing phuong php MPN hoic
phuong phap dém khun lac trén dia petri (CFU/ml). Phuong phap dém khuén lac nhu
sau: mau dugc pha lodng lién tuc bing nude cit vo tring tir 10" dén 10", Dung pipet
vo tring 14y 50 pl dung dich & céc ndng do thich hop nhé 18n b mat dia thach chira
mdi truong DSMZ 27. Dung que gat vo tring dan déu dich d6 trén mit thach. Dit cac
dia thach chira mau vi khuén tia quang hop trong didu kién khi quyén nito, dudi 4nh
sang dén soi d6t 60w, tién hanh dém b khuén lac sau 5 -7 ngay.

86 lugng khuén lac (CFU) xuét hién trén dia dugc dém va tinh theo cong thirc:

CFU/ml = a x1/vxn

Trong d6: n 1a do pha lodng mau, a 1a sb6 khuin lac #m dugc trén bé mit dia
thach, v 12 thé tich m4u dugc cdy, 1/v thé tich mAu quy vé 1 ml.

Hoat tinh ché phdm 16ng sét tao thanh dwoc x4c dinh bang c4ch bd sung ché
phim vao moi trudong DSMZ 27 chira 10mg S*7/1 theo ty 18 (1:100) nudi trong didu
kién ky khi ¢6 chiéu sang, danh gia hoat tinh loai bé sulfua trong méi trudng cia ché
pham
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Vi du 2: Thir nghiém ché pham vi khuén tia quang hop dang 16ng sét xir ly sulfua va
hop chét hitu co trong ao nudi thuc té

Thir nghiém dugc tién hanh tai Doanh nghiép tu nhan Ciru Dung, huyén Giao
Thuy, tinh Nam Dinh. Ché phim vi khuin tia quang hop dang 1dng sét xir Iy sulfua va
céc hop chét hiru co bd sung vio cic ao san xuét ngao gidng, & diéu kién tu nhién
khong cén thay nude. Céc ao san xuét ngao c6 16t bat va bd sung 16p cat méng 2 — 5
cm. Thi nghiém dugc tién hanh bd sung ché phim vi khuén tia quang hop dang long sét
1 1i/1000 m?, 1 14n/tudn ngay khi ngao d& 48 h, miu nuéc va miu cat day ao thi
nghiém va ao d6i ching duge thu va phén tich H,S va BOD; theo dinh ky. Két qua
dugc trinh bay & Bang 1.

Béng 1: Bién dong ham lugng BOD; (mg/l) trong nudc ao theo thoi gian nuoi

Dot kiém tra Ao thir nghiém Ao dbi chung
Trué6c khi bd sung CP 10,2+0,1 10,10,1
2 tuan 9,7+0,2 10,3+0,1
4 tuan 7,840,3 10,140,2
6 tudn 5,7+0,3 9,7+0,2
8 tuan 3,3+0,2 8,8+0,3

O cac ao sau khi ngao dé lugng chat hitu co sinh ra kha nhiéu, ham lugng BOD; do
dugc & cac ao 1a dao dong 10 mg/l. Trong giai doan ngao 4u tring dén ngao giéng thirc dn
chii yéu 1a tao va thirc 3n cong nghiép. Ham luong chét hitu co ¢6 xu hudng giam manh,
sau nhitng 14n b sung ché phim vi khun tia quang hop dang 1éng sét. Do vay, ché phdm
vi khuan tia quang hop sau khi bd sung vao ao nudi da gbp phan 1am sach ngudn hitu co
d& bi oxy héa sinh hoc, diéu nay gitp ho nudi ngao khong phai thay nuéc. Trong khi do,
a0 nuodi ngao giéng d6i chung khong duge bd sung ché phdm vi khun tia quang hop
dang 16ng sét lugng chét hitu co ¢ giam nhung khong déng k&, ham luong chat hitu co
twong ddi cao (8,8+0,01). Nhu véy, néu khéng dugc bd sung ché phim vi khuin tia
quang dang 16ng sét thi trong ao san xuit ngao gidng phai thay nudc thuong xuyén va
anh huéng dén ty 16 séng sot cla ngao gibng.

Ngoai chi s6 BOD; thi ham lugng sulfua trong nudce va trong bun duge theo dsi

trong Bang 2.
Bang 2: Bién d6ng ham luong H,S (mg/1) trong nude ao theo thoi gian nudi
Dot kiém tra Ao thr nghiém Ao d6i chimg
1 tuan 0,00+0,00 0,0£0,00
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2 tuan 0,00:£0,00 0,00+0,00
4 tuan 0,00+0,00 0,00+0,00
6 tuan 0,00:£0,00 0,01+0,001
8 tuan 0,00:0,00 0,020,001

Két qua cho thiy: ham luong H,S trong nudc & céc ao thi nghiém khong phat
hién thiy sulfua trong thoi gian theo doi. G ao d6i ching khong dugc bb sung ché
phdm thi ham luong H,S trong nude duge phat hién sau 6 — 8 tudn nudi. Sur sai khac
v& ham luong sulfua giita ao d6i chimg va ao thir nghiém c6 y nghia théng ké sinh hoc
(P<0,05). Két qua ghi nhan dugc ching to ché phdm vi khuén tia quang hop dang léng
sét ¢6 tac dung tdt ddi voi chat lugng nude ao nudi ngao gibng.

Ngoai theo ddi ham luong sulfua sinh ra trong nudc, ching t6i con tién hanh
danh gia ham lugng sulfua sinh ra trong bun cat day cac ao nudi ngao 1a nguyén nhin
dan dén sy khuéch tan H,S trong nuée. Him luong sulfua trong cac miu bin cét dugc

theo ddi trong subt qua trinh nudi. Két qua dugce trinh bay & Bang 3.

Bang 3. Bién dong ham hrong H,S (mg/g bun cat) trong day ao theo thoi gian nudi

Pot kidm tra Ao thi nghiém Ao ddi chimg
1 tuan 0,1+0,03 0,1+0,03
2 tudn 0,2+0,04 0,4+0,04
4 tuan 0,240,04 0,9+0,06
6 tuan 0,35+0,03 1,5+0,04
8 tudn 0,37+0,05 2,4+0,03

Ham lugng H,S trong bun c4t & ao thir nghiém c6 bd sung ché phdm vi khuén
tia quang hop dang long sét c6 phat hi¢n dugc nhung ham lugng tich tu khong dang
ké. Trong khi d6, ham lwong H,S trong bun cat & ao dbi chimg c6 chiéu hudng ting
dan sau 2 thang theo doi. Ham lugng sulfua & ddy ao thit nghiém sau 2 thang bd sung
ché pham vi khuén tia quang hop so v6i ham Iugng sulfua c6 trong ao dbi chimg ¢6 sy
sai khic c¢6 ¥ nghia thdng ké sinh hoc (P<0,05). Két qué cho thiy bd sung ché phim vi
khuan tia quang hop dang 16ng sét c6 anh huong 6t t6i xi 1y sulfua trong bun ddy ao.
Do viy, lam giam dang ké ham lwong sulfua dwoc khuéch tan vao moi truong nudec,
gép phéan tao nén chét lugng moi truong nude nudi duge dam bao.

Hiéu qua dat dwoc cia giai phap hitu ich

Chung tdi d4 tuyén chon dugc 4 chiing vi khuén tia quang hop tir day céc ao nudi

trong thily san ¢6 hoat tinh xtt ly sulfua, cac chét hiru co va c6 kha nang tich Ifly sinh
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khdi cao, d& dang san xuit ché phim dang dich trén ngudn co chét c6 gia thanh thép,
khéng bi anh huéng cua cac diéu kién ngoai canh dén san xuit sinh khéi dé tao ché
phim vi khuln tia quang hop dang 10ng sét. Sir dung ché phdm dang léng sét chira vi
khuén tia quang hop bd sung vao ao nudi ngao gidng c6 tac dung t6t t6i moi truong
nudi, d3 lam gidm rd rét ham lugng BOD; va H,S trong nudce va trong bun day ao. Do
vay, da gitp hd nudi ngao khong phdi thay nudce dinh ky.

Ung dung ché phim vi khuén tia quang hop dang 1ong sét dé xir Iy sulfua va

cac hop chat hitu co trong cdc dam ao nudi trong thuy san 1a giai phép hitu hiéu vira
dam bao duogc chat lugng nude vira than thién véi moi trudong.
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Yéu ciu bao hd

1. Quy trinh san xuét ché pham vi khun tia quang hop dang 10ng sét chira cac ching
Rhodobacter sp. ND1, Rhodobacter sp. TG1, Rhodovulum sulfidophilum THai va
Rhodopseudomonas sp. NDs duogc tuyén chon c6 kha ning sinh trudng va xt ly sulfua
gdm céc budc sau:

bude 1: nhan gidng tir 6ng thach nghiéng sang mdi truong 1ong trong binh 10 ml
bang cach liy 1 vong que cy sinh khéi vi khudn tia quang hop & 6ng thach nghiéng dua
sang 10 ml moi truong DSMZ- 27 dang dich nudi cly riéng &, sau d6, dich nudi ciy
duge 1 & diéu kién ky khi chiéu sang dén soi ddt trong phong thi nghiém, sau khoang 3
— 5 ngay;

budc 2: nhan gidng trong binh thiy tinh 500 ml bang cach st dung 450 ml moi
truong DSMZ- 27 dang dich va bd sung 50 ml hdn hop gidng vi khuén tia quang hop,
sau d6, dich nuéi cdy duoc i & didu kién ky khi chiéu sang dén soi dét trong phong thi
nghiém, sau khoang 3 — 5 ngay, trong do6 hén hop giéng vi khudn duoc tao ra bang cach
uéncﬁd1nu6icéyrﬁngrécﬁacécchﬁngvikhu&lébuéc1theotylébéngnhau;

buge 3: nhan gidng trong binh nhua trong 5, 10, 20 (lit) bing cach st dung moi
truong chtra bot dau twong (1g/1) va glutamat (1g/1), bd sung 10% dich nudi cdy vi khuan
tia quang hop ¢ budc 2 nudi & diéu kién anh sang tu nhién;

bude 4: nhan giéng sang bé c6 thé tich 16n 50, 100, 1000 (lit) dé san xuét sinh khdi
vi khuén tia quang hop bang cach st dung mdi trudong bot dau twong (1g/1), glutamat
(1g/1) va bd sung 10% gidng vi khun tia quang hop & diéu kién anh sang tu nhién;

buécS:ﬂulﬂnhkhéivikhu&nﬁaquanghgpkﬁngchﬁosmnvéinéngd@]501ngﬂ
biang cach hoa tan chitosan trong axit axetic 0,4% khudy dén khi tan hoan toan, sau d6
b sung dung dich chitosan vao dich vi khuan tia quang hop, khudy déu cho dén khi Xudt
hién su két bong, dé lang khoang 30 — 60 phiit, té bao vi khuin tia quang hop ling tia
hoan toan xubng ddy, tién hanh thu sinh khéi vi khuan tia quang hop;

Budc 6: tao ché pham 1ong sét bing cach hd hoa dung dich caragenan 0,6% dén
nhiét @6 70 — 80°C, dung dich chira caragenan sau khi hd hoa dugc lam ngudi xuéng
nhiét do 45 — 50°C, bd sung sinh khéi vi khuan tia quang hgp dam dac voi ty 1€ 1:1, lic
d&u, sau 5 phit thu ché pham tao thanh & dang 1ong sét. -

2. Ché pham vi khuan tia quang hop dang 16ng sét chira cac ching Rhodobacter sp.
NDB1, Rhodobacter sp. TG1, Rhodovulum sulfidophilum THa1 va Rhodopseudomonas sp.
NDs dé xir 1y sulfua va hop chit hitu co trong ddy ao nudi trong thily san thu duoc tir
quy trinh theo diém 1, trong d6, ché phdm nay 1a dang 16ng sét c6 mau do tia voi mat do

té bao dat 10" — 10'2 CFU/ml, ché phim thu dugc c6 thé bao quan trong thoi gian 6

thang.
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Fig. 2. Thé hién kha ning sinh truéng (a) va hoat tinh loai b sulfua ctia 4 ching vi khuén

tia quang hop (b)

2/9

-17-



3218

TH21

{en} mu—

S e st tve

Fig 3. Thé hién hinh 4nh té bao cta 4 ching vi khuén tfa quang hop Iya chon
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Fig 4. Thé hién 4 ching vi khuén tia quang hop lya chon khong d6i khang nhau
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Fig 5: thé hién nu6i hdn hop vi khuén tia quang hop trén cac ngudn co chit khac nhau
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Fig 6: thé hién nudi hdn hop vi khuén tia quang hop trén moi truong chira bt ddu twong,
malat va glutamat ( chu thich: BD- Bt dau twong, Glu — Glutamat, Ma- Malat, DSMZ-
moi trudng DZMZ 27)
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Fig 7: thé hién c4c phwong phap lang tia sinh khéi vi khuén tia quang hgp
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Ché pham 1éng sét tao ra tir CMC Ché phém 1dng sét tir CMC sau 1 tudn phuc hdi

Ché phdm I6ng sét tao ra tir caragenan Ché phim 16ng sét caragenan sau 1 tudn phuc hdi

Fig 8: thé hién hinh anh tao ché pham vi khuin tia quang hop dang 16ng sét
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Fig 9: thé hién hinh anh ché phim vi khuén tia quang hop dang léng sét
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