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Linh vue k§ thuat dwge dé cip
Giai phép hitu ich thudc linh vuc xtr Iy 6 nhiém méi trudng bing cong nghé
sinh hoc, cu thé 13 d& cép dén quy trinh san xuit ché phdm sinh hoc ding dé xir ly

nuéce bi 6 nhidm amoni va ché pham thu dugce tir quy trinh nay.
Tinh trang ky thuat cia giai phap hiru ich

Viét Nam c6 nganh nuéi trong thay san d& va dang phét trién, ndm trong
nhitng nudc xuit khau thiy san 16n nhit thé gidi, mang lai hiéu qua kinh té cao.
Tuy nhién nghé nudi trong thily san & nude ta cling giip khong it kho khan bat cép
trong qué trinh nudi con giéng nhw quan 1y mdi trudng ao nudi, k§y thuat, ngudn
gibng, v.v., nhung dic biét anh hudéng 16n 13 tinh hinh dich bénh gdy thiét hai 16n

dén nén kinh te.

Nguyén nhén chinh cia tinh hinh dich bénh 1a do 6 nhiém méi trudng bsi
lugng thie dn cho dong vét nudi du thira va chit thai ctia ching, trong d6 6 nhidm
cac hop chét nito vo co chiém t&i 30-40%. Trong NTTS, su 6 nhiém amoni khong
cao nhu trong c4c loai nudc thai nhung dé din dén 4u tring con gidng bi ngd doc,
chi v6i ham lugng 0,09 mg/l NH; dé 1am giam sy sinh trudng cta tdm cang xanh
(Macrobrachium rosenbergii), & ham lugng 0,425 mg/l d4 lam giam 50% su sinh
trudng clia cac loai tom he. D4i v6i tom st hau 4u trang (Penaeus monodon) cé ty
16 LC50/24 gid 14 5,71 mg/l NH;. O nhidm amoni ddng nghia véi viée 6 nhidm
nitrit do chét nay dwogc hinh thanh tir cic qué trinh oxy hdéa amoni va khir nitrat.
Day 1a hop chit cuc ky doc cho ddng vat thiry sinh dic biét 1a cac u trung nuoi,

chi véi ham lugng nitrit vuogt qua 0,3 mg/l s& tic ché su vén chuyén oXy trong mau.

Chinh vi vay tai cdc co s& nudi giong hai san, viéc st dung ché pham vi sinh
vat trong xr Iy nude bi 6 nhiém ngay cang pho bién do 1gi thé cuia ching lam ting

cuong kha nang phuc hoi va thuc day qua trinh ty 1am sach trong cdc dam, ao nudi
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tai sir dung nuéc, can bang quin thé vi sinh vat trong nudc, loai ngay nhiing
nguyén nhén ban dau din dén dich bénh, bén canh d6 né con cé tinh én dinh cao
va than thién v4i moi trudng.

Hién nay, da co céc giai phap dé 1am giam thiéu tinh trang 6 nhidm céc hop
chét nito trong nudi trong hai san nhw giai phap ting cuong sinh hoc, giai phap
kich thich sinh hoc va giai phdp loc sinh hoc. Trong d9d, giai phap tang cudng sinh

hoc sir dung céc ché phdm sinh hoc dugc coi 1a phi hop hon ca.

Tang cudng sinh hoc 1a giai phap khi sir dung dong thoi cac vi khuin chuyén
héa nito nhu nhém vi khudn oxy héa amoni, vi khuin oxy héa nitrit d4 cho két qua
cao trong méi trudng nudi trong thily san, 1am giam thiéu amoni, nitrit, cic chét
hitu co, tc ché su phat trién cua cac loai Vibrio gdy bénh. Hién nay trén thé gidi,
c6 rat nhiéu ché phdm sinh hoc cho giai phap ndy da dugc tmg dung trong thyc té,
céc san phdm duogc san xuit va thwong mai héa nhu ché phdm sinh hoc véi tén
thuong mai 1a TANOX (Total Amoni Nitrogen Oxidizer) ctia Achuthan va cdng su
(2006), trong d6 gidng vi sinh vat dugc phan 14p tir trong céc bé nudi tom, ché
phdm nay dugc c¢b dinh vi khudn trén bot gb trong 72 gio thi ché pham c6 hoat luc
" nitrat hod cao nhét. Shan va Obbard (2001) nghién ctru quy trinh by vi khuén
nitrat hod vao dat sét nham tao ra ché pham c6 hoat luc phan gidi amoni cao. Mot
s6 ché phim nitrat héa ding cho cong nghé tai st dung nudc nudi tdbm di c6 mit
trén thi trudng dang dich nhu Novozymes Biological, Pond Protect-L. Mot sb san
phdm thuong mai ctia Dr Tim’- Aquatic nhu One and Only live Nitrifying bacteria,
san pham nay dang dich dugc sir dung d8 loai bd nhimng hop chét doc hai amoni va
nitrit trong cac bé nudi cé; Bioclean Aqua chira céc vi khudn phan hity amoni va
phdt phat; ché phdm FLO1100-50x ctia ALKEN Murray Corp; Microtack 221 cua
Baxel Co. Ltd, v.v.. Cac ché phim sinh hoc nay di tré thanh mot giai phap cong

nghé thiét yéu trong quy trinh nudi tdm cong nghiép ctia nhidu nudc trén thé gidi.

Tai Viét Nam, hién nay c6 nhiéu loai ché phém sinh hoc khéac nhau str dung
trong nudi trong thily san duge luu hanh trén thi truong, nhung hau hét céc ché

phim nay dang dugc ngudi tiéu dung trong nude wa chudng c6 ngudn goc nhip
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ngoai. Chét luong cua ché pham chua dugc kiém ching triét d€ vé mirc do an toan,
khong c6 ngudn goc rd rang cta vi khuan, ché pham ddi khi khéng phu hop véi

diéu kién ngoai canh cua Viét Nam, gia thanh lai cao.

Ché phim nitrat héa: dwoc hinh thanh dua trén nguyén ly hoat dong ctia nhém
vi khuén nitrat héa tham gia vao qué trinh nitrat héa. Nitrat héa 13 qué trinh ma
amoni bi oxy héa thanh nitrit ¢c6 sy tham gia ctia nhém céc vi khuin oxy hoa
amoni, nitrit (dwgc hinh thanh tir qué trinh oxy héa amoni) tiép tuc bi oxy héa
thanh nitrat nho nhém cac vi khudn oxy héa nitrit. C4 hai buée clia qué trinh nitrat
héa déu thuc hién trong diéu kién hiéu khi. So db chuyén héa nito cta qué trinh

nitrat héa nhu sau: NH," + O, — NO,; NO,” + O, — NO;’

Nhoém cac vi khuén nitrat héa sau khi duogc lya chon sé duoc phéi tron voi co
chat va méi trudng thich hop dé tao ché pham sinh hoc, khi bd sung ché phdm vao
moi trudng nudc, hé vi khuén nitrat hod s& tién hanh chuyén hod amoni trong nudc
thanh nitrit roi tiép tuc tao thanh nitrat. Hé vi khudn nitrat hoa c6 thé tdn tai ¢ trong
dAt va nudc, dic trung cia ching 13 séng trong méi truong khoang vo co va iy
nang luong tr qua trinh oxy hod chuyén biét amoni, nitrit. Vi vdy, c4c nha khoa
hoc xép ching vao nhém khoang v6 co tu dudng (lithoautotrophic) (Bock et al.,
1992).

Vi khudn oxy héa amoni 13 nhém céc vi khuin héa tu dudng hiéu khi bit
budc, liy ning luong tir qua trinh oxy héa amoni thanh nitrit, st dung ngudn
cacbon chinh 1a CO, trong khi quyén thong qua chu trinh Calvin-Benson, thoi gian
sinh trudng ctia vi khudn ndy chim it nhét tir 7-8 gi0, tham chi kéo dai t6i vai
ngdy. Cho dén nay, céc nghién ctru d& chimg minh nhém céc vi khudn oxy hoéa
amoni g@)m 5 chi: Nitrosomonas, Nitrosopira, Nitrosococus, Nitrosolobus va

Nitrosovibrio (Koop et al, 2006).

Vi khuén oxy hoa nitrit 12 nhém vi khuin oxy hoa nitrit thanh nitrat c6 co
ché sinh truéng va sit dung ngudn cacbon giéng nhu nhém vi khuén oxy hoa
amoni, 14y ning luong tir qua trinh oxy hda nitrit thanh nitrat, ching sinh truéng
cham, thoi gian nhan d6i t& bao tir 8-59 gio thdm chi kéo dai téi 140 gid. Céc
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nghién ctru vé su phan loai clla nhém vi khuan cho thay, ching gom 4 chi:

Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus va Nitrospira (Eva va Bock, 2005).

Nhém vi khudn nitrat héa sinh trudng va c6 hoat tinh nitrat héa tdt trong
diéu kién hiéu khi, viéc str dung ché phim nitrat hoa trong moi truong nudi trong
thily san két hop vdi suc khi cho hiéu qué loai amoni ting 1én dang ké; nhiét do
28°C+2; pH tir 7-9; ngudn cacbon st dung thich hop nhit 1a cacbonat va
bicacbonat, ching dugc cung cép vao mdi trudong dudi dang mubi kiém, cic mudi
kiém nay ngoai viéc cung cép cho vi khuin ngudn cacbon, ma con 1am dn dinh va

duy tri pH méi truong do cé su san sinh ra axit trong qua trinh nitrat héa.

Kha ning bam dinh trén chit mang ctia nhém vi khuan nitrat héa: vi khun
nitrat hoa dugc biét c6 khuynh huéng tiét ra nhimg polyme ngoai bao va dinh vao
chit mang. Khi chit mang c6 16p lipopolysaccarit phu bén ngoai thi sy bam dinh
duoc t6t hon, néu bé mit chét mang khong phu hop, cac vi sinh vét s&€ bi nudc ria
troi, nhitng cum té bao hinh thanh goi 1a zoogloeas. Trong ngudn nudc tu nhién, vi
khuén oxy hoa amoni thuong lién két véi nhau thanh timg cum va nbi trén bé mit
hon 13 & dang tu do. Diab va Shilo (1988) @i chtiing minh vi khuén nitrat ho4 ¢ thé
bam dinh tir 70 - 95% 18n mo6t bé mit min, tro sau 30 phat ké tir khi cho tiép xuc.
Do vay chét mang 13 yéu td thich hop cho nhém vi khudn nay sinh trudng.

Téc dong tich cuc cia chét mang 1én hoat dong sinh 1y ctia hé vi khuén nitrat
hoa hién van con chua duoc giai thich 3. Powell va Prosser (1986) da ghi nhén,
qué trinh nitrat hod & trong dat, da s& it nhay cam hon 10 14n so véi qué trinh nitrat
hod xay ra trong nuéc néu ding cing nitrapyrin 1am chét tc ché. Abeliovich
(1987) nhén théy, sb lwong té bao cta Nitrosomonas sp giam nhanh trong diéu kién
ki khi & dich té bao tu do so v&i té bao nim trong 16p bun, kha ning séng sét trong
vai thang. Diab va Shilo (1988) cling chimg minh kha ning ton tai manh mé cta vi
khuén nitrat hod trong diéu kién ¢ dinh & cac ché dd ki khi va thiéu nguén dinh
dudng. Audic va cong su (1984) kham ph4 ra hoat dong hd hép nitrat hoa caa vi
khuan cb dinh trong cot s& ting dén 130% so véi binh thuong, va tdc do nitrat hoa

tang rat manh trong gid ddu tién. Hoat dong nitrat hoa va kha ning sdng s6t s& rét
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thap néu vi khuén & dang tu do, vi thé yéu cau c6 dinh la can thiét, viéc tao ra
nhitng chat mang nhéan tao s& nhan hiéu qua ctia qua trinh nitrat ho4 ty nhién 1én rat

cao.

Qua4 trinh 1én men ciia vi khuin: dwoc dung cho cc qué trinh ma trong d6
cac vi khuan dugc sinh truéng bang cach sir dung céc vat lidu khong tan trong
nuéc. Trong qua trinh 1én men x&p, nude 1a yéu t6 thiét yéu nhung d6 4m khong
vugt qua ham lugng bao hoa ctia co chit x6p. Uu diém cia k¥ thuat 1én men xp 12
mdi trudng nudi cdy don gian, lwong chét thai sinh ra it hon so véi 1én men dich
thé, enzym tao ra tir qua trinh 1én men x6p it nhay cam hon véi cac chit kim ham
hoic trc ché trao dbi chét, thu hdi san phim t6t hon, khong phai pha bot. Qua trinh
1én men x&p st dung chét mang phtt hop cho vi khuén nitrat héa bam dinh. Mbt uu
diém khéc mang tinh loi thé 1a céc co chit st dung cho 1én men xdp luén c6 sin va
ré, dugc thu thép tir cac phé phdm cong, ndng nghiép nhu: triu gao, cam gao, bd
mia, b ca phé, ba nho, cui dira, tro triu, v.v..

Ban chat k§ thuét ciia gidi phap hitu ich

Muc dich cta gidi phép hitu ich 13 khéc phuc duge céc thiéu sét néu trén cla
cac ché pham sinh hoc da biét. D& dat duoc muc dich dé, giai phap hitu ich d& xuét
quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc dung dé& xir Iy nuéc bi nhidm amoni va ché

phém thu duoc tir quy trinh nay.

Theo mot khia canh, giai phép hitu ich d& xuét quy trinh san xuét ché phim
sinh hoc ding d& xtt Iy nude bi nhifm amoni, trong d6 quy trinh nay bao gém céc

budc:

i) chuan bi moi truong khoang co s¢ MA (Modified Alexander) va nén
mang, trong d6: méi trudong khodng co sé dugc chudn bj bing cich liy céc thanh
phin theo ti 1&: 2 g (NH,),SO, 0,5 g K,HPO, 0,5 g NaHCO; 50 mg
MgS0,.7H,0, 5 mg CaCl,.2H,0, 2 mg MnS0O,4.4H,0, 5 mg Fe-EDTA, 0,1 mg
CuSO,.5H,0, 0,05 mg Na,Mo0O,.2H,0, 0,001 mg CoCl,.6H,0, 0,1 mg
Zn80,.7H,0, 50 mM HEPES (pH 7,8) hoa trong mét lit nude cAt cho vi khudn oxy
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héa amoni, d6i v6i vi khudn oxy héa nitrit ciing st dung céc thanh phin méi
truong nhu trén chi thay ddi (NH,),SO, bang NaNO,, va nén mang 14 tro triu duoc
nhiét héa tir trau, sau d6 tién hanh khir tring méi trudng va nén mang nay & 121°C

trong thoi gian 30 phut;

ii) hoat héa va nhan gidng riéng r& cac ching vi khudn oxy héa amoni
Nitrosomonas eutropha PD 58, Nitrosomonaseuropaea PP 60 va ching vi khuin
oxy hoéa nitrit Nitrobacter winogradski 2NM, Nitrobacter vulgaris SNM; trong d6
v6i mdi chung vi khudn sau khi dugc hoat héa, 14y mot sb khudn lac riéng & ciy
vao binh chira mdi truong khoang co sé néu trén dé nhéan giéng cp 1, nudi lic &
120 vong/phit trong 3 ngdy & 28°C+2, chuyén 10% canh méi truong nudi gibng
cap 1 vao binh chira méi truong khoang co s méi rdi tién hanh nudi nhu didu kién
ctia nhan giéng cip 1 d& nhan giéng cip 2, phdi tron mdi ching vi khudn sau khi
nhan gidng cip 2 theo ti 16 1:1, sau d6 lai phdi trén hai nhém vi khuén nay theo ty
1€ 1:1;

iii) thu sinh khdi: dich nudi cdy thu dugc & bude ii) duoc ly tam 5000
vong/phit trong 10 phit thu dude sinh khéi, sinh khdi ndy duoc rira lai 2 13n bing
nudc cit v6 trung, sau d6 hoa tan sinh khéi bang moi trudng khoang co s& néu trén

sao cho méat do té bao trong dich sinh khdi thu dugc dat 10°CFU/ml;

iv) chuén bi méi truong 1én men x&p béng cach phéi tron dich sinh khéi vi
khuan: méi truong: nén mang theo ti 16 13 1:10:20 [v(ml): v(ml): w(g)];

v) 1én men xdp trong 3 ngay & nhiét do 28°C+2; va

vi) sy, kiém tra mat do t& bao va doéng goi.

Theo mot khia canh khac, giai phap hitu ich @& cép dén ché phim sinh hoc
ding dé xir Iy nuéc nhidm amoni thu dugc tir quy trinh néu trén, trong d6 ché
phdm nay chira hdn hop cac ching vi khuin oxy héa amoni Nitrosomonas

eutropha PD 58, Nitrosomonaseuropaea PD 60 va ching vi khuin oxy héa nitrit

Nitrobacter winogradski 2NM, Nitrobacter vulgaris SNM.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig.1 14 so d6 khdi quy trinh san xudt ché phim sinh hoc nitrat héa dé xi ly

nudc bi nhiém amoni.

Fig.2 14 cic anh chup ching vi khuén nitrat héa véi dic diém hinh thai

khuén lac, hinh théi t& bao va kha ning tao mang sinh hoc ciia chiing.
Fig.3 13 so dd nhan gibng sinh khdi vi khuén nitrat hoa.
Fig.4 14 biéu d6 hoat tinh ctia ché phidm trong méi truomg mudi NaCl.

Fig.5 13 so dd vi tri phén loai ctia 4 ching vi khudn PD58; PD60; 2NM va
5NM.

MBO ta chi tiét giai phap hitu ich

Thuat ngit “vi khudn nitrat” ding d& chi nhém vi khuén tham gia vao qua
trinh oxy héa amoni thanh san pham cubi cting 13 nitrat théng qua su hinh thanh
nitrit

Thuat ngit “ché pham sinh hoc” theo giai phép hiru ich d xr Iy nuée bi 6
nhiém amoni ddc biét 1a nude nudi trong thity san 1a ché phim chita hdn hop céc
ching vi khuan nitrat héa 1a chung vi khuin oxy hoéa amoni Nitrosomonas
eutropha PD 58, Nitrosomonaseuropaea PP 60 s& chuyén héa amoni thanh nitrit;
va chung vi khuén oxy héa nitrit Nitrobacter winogradski 2NM, Nitrobacter
vulgaris SNM s& chuyén hoa nitrit thanh nitrat. Do d6, khi bd sung ché phim nay
vao mdi trudng nuéde bi 6 nhiém amoni, cac vi khudn nay st dung céc hop chét
nito v co gy 6 nhiém nudc lam ngudn thic in, do vy ngudn nude ludn duogc
lam sach. (Kiém tra nudc dat quy chudn k§ thuit Qudc gia theo QCVN 01-
80:2011/BNNPTNT).

Giai phap hiru ich d xuit quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc sit dung tro
trdu 14 co chit cho qua trinh 1én men x6p ciing 14 mdt diém hoan toan méi so véi
céc ché pham khéc trén thi truong ding dé xir Iy nuée bi 6 nhiém amoni. Quy trinh
san xuét ché pham sinh hoc nay bao gdm cac budc sau:

i) Chuan bi mo6i trudng va nén mang:
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Moi truong: sit dung moi truong khoang co s MA (Modified Alexander)
vO1 cac thanh phén (léy theo ty 1¢): 2 g (NH4),SOq, 0,5 g K,HPO,, 0,5 g NaHCO;,
50 mg MgS0,.7H,0, 5 mg CaCl,.2H,0, 2 mg MnS0O,.4H,0, 5 mg Fe-EDTA, 0,1
mg CuSO45H,0, 0,05 mg Na,MoO,.2H,0, 0,001 mg CoCl,.6H,O, 0,1 mg
ZnS0,4.7H,0, 50 mM HEPES (pH 7,8) trong mét lit nuGc cat cho vi khuén oxy héa
amoni, d6i véi vi khudn oxy hoa nitrit cling st dung cac thanh phan mai trudng
nhu trén chi thay d6i (NH,),SO, bing NaNO,. Mbi trudng duge khi tring & 121°C
trong 30 phut.

Nén mang: Trau duoc nhiét héa tao thanh tro, dé nguoi sau dem khir tring &

121°C trong 30 phut.
ii) Hoat héa va nhan giéng

Céc ching vi khudn oxy hoéa amoni Nitrosomonas eutropha PD58,
Nitrosomonaseuropaea PP60 va ching vi khuin oxy hoa nitrit Nitrobacter
winogradski 2NM, Nitrobacter vulgaris SNM dugc phan 13p tir ngudn thai cta
lang nghé ché bién thirc 4n tai lang bun Phit D6 (Ha Néi) va Minh Khai (Hoai Dic,
Ha Nbi), cac ching vi khuén nay da dugc x4c dinh vi tri phan loai b::ing gen 16S
DNAr véi cap mdi 168 (1651, 16Sr) c6 do dai 1500 bp vdi trinh tu: 16Sf 5’- AGA
GTT TGA TCA TGG CTCA - 3’ va 16Sr 5’- AAG GAG GTG ATC CAG CC - 3°.
Céc chiing vi khuan nay da dugc dang ky trén GenBank (Ngin hang gen) c6 mi s6
an luot 1a HM446363; HM446362; HM371092; HM446361. Cc ching vi khuén
dwoc nhéan giéng trong méi truong MA, trude tién ching dugc cdy ria trén dia
thach @& hoat héa lai timg ching. Véi mdi ching vi khudn oxy héa amoni: ding
que cdy ldy mot sb khuan lac riéng r& cdy vao binh tam giac chira mdi truong
khodng co s& dé nhan gidng cép 1, nudi lic & 120 vong/phut trong 3 ngay &
28°C+2. Sau d6, chuyén 10% canh truedng nudi giéng cp 1 vao binh tam giac chira
mdi trudong méi thich hop va tién hanh nuéi nhu didu kién ctia nhan gibng cip 1 dé
nhan gidng cép 2. Hai chiing vi khuén oxy héa nitrit cling duoc tién hanh tuong tu.
Tién hanh phdi tron hai ching trong méi nhém vi khuén sau khi nhan gidng cép 2

theo ti 18 1:1, sau d6 phéi tron hai nhém vi khudn ndy theo ty 18 1:1 va kiém tra mét
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o té bao bang cach do dich huyén phu té bao & budc séng 600 nm va phuong

phap dém té bao (Fig.3).

Phuong phép x4c dinh mét d6 té bao: trudc tién 12 pha lodng mau, 14y 1 ml dich
nudi cdy cho vao 9 ml nudc mudi sinh 1y, lac nay ta di dugc ndng do pha lodng 13
10, Sau d6, dung pipet hit 1 ml mAu tir do pha loéing 10 cho vao 6ng nghiém
chtta 9 ml nuéc mudi sinh ly 0,85%, khi d6 ta s& duoc n6ng dd pha loang la 107,
hut tiép 1 ml tir bng nghiém 10~cho vao éng nghiém chtra 9 ml nuwéc mubi sinh Iy
0,85% ta s€ dugc d6 pha lodng 10, tiép tuc nhu vay dén néng d6 t6i han. Mbi mot
ndng do t6i han dwoc cy git trén méi trudng thach tuong tng, sau 5 ngdy d¢ém sb

khun lac moc trén dia thach va x4c dinh s6 luong té bao trong 1 ml sinh khéi hodc

trong 1 g cht ran theo cong thirc: N (CFU/g hay CFU/ml) = ZC

(n1vd1++nivdi)
Trong do:
N: s6 té bao vi khudn trong 1 g hay 1ml mAu
C: téng s6 khudn lac dém duogc trén cac hop petri d4 chon
nl, ni: s6 hép petri cy tai do pha lodng thr 1 va thir i
di: hé sb pha loéng tuong ung
v: thé tich dich mAu (ml) cdy vao trong dia petri
iii) Thu sinh khéi
Dich nubi cdy thu duogc & budc ii) dugc ly tdm 5000 vong/phut trong 10 phit
dé loai dich va thu lai sinh khéi, sinh khéi nay duoc rira lai 2 1an béng nudc cit vo
tring, sau d6 hoa tan sinh khdi bang méi trudng khoéang co s& néu trén sao cho do
duc cla dich sinh khéi c6 ODgy = 0,18 twong duong véi mat do t& bao 1a
10°CFU/ml.

iv) Chuan bi mo6i truong 1én men xop

Chuin bi méi trudong 1én men x6p bing cach phdi trén dich sinh khdi vi
khuén: méi truong: nén mang theo ti 1& 1:10:20 [v(ml):v(ml):w(g)]. Vi du nhu, bd
sung 100 ml dich vi khuén nitrat héa véi 1000 ml moéi truong khoéang vo co va

2000 g chét mang.
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v) Lén men x0p

Chuyén hdn hop da dugc phdi tron nay sang cac khay inox, vi du c¢é kich
thude (40 x 30 x 5)cm va dit vao ti 18n men, vi du ¢ dung tich (5x1x1,5)m, bét
dAu 1én men x6p, nhiét d6 1én men 28°C+2, thoi gian 1€n men 3 ngay sau d6 thu
hdi san phim.

vi) Say, kiém tra mat d6 t& bao vi khudn nitrat héa va déng goi

San phdm 1én men dugc sy trong ti siy (Ketong-Trung Québc) & 40°C cho
dén khi san phim c6 d6 4m con lai 13 15-20%. Lic nay da c6 ché phm nitrat héa,
ché pham tao thanh dugc kiém tra mat do té bao va hoat tinh nitrat hdéa cta hai
nhém vi khuén oxy héa amoni va oxy héa nitrit trude khi dong gdi trong bao bi.
Bao bi str dung dé déng gbi ché phdm 13 bao nhua hoiic bao thiée, ché phim nitrat
héa dugc st dyung tai cac ddm, ao nudi hai san cong nghiép, trong cac hé nudi trong
hai san tai st dung nuéc hoic trong hé thdng xtr Iy nude thai bi 6 nhidm amoni.

Thoi gian bao quan ché pham 14 6 thang.

Hoat tinh nitrat héa dugc kiém tra béng cach xac dinh néng do amoni con lai

so v&i luong ban dau, luong nitrit va nitrat tao thanh.
DPinh luong amoni trong nudc ngot theo phuong phap Nessler:

Ham lugng amoni trong mAu nghién ctru dugc xac dinh thong qua phan tng
mau vang véi thudc thir Nessler, c¢6 kha ning hap thy 4nh séng & budc song

420nm, cudong d6 mau ti 16 thuan véi ndng d6 NH," ¢6 trong dung dich.

Thubc thir Nessler: Pha 10g KI trong 10ml nudc cét, thém tir tir dung dich
HgCl, bio hoa dén khi xuét hién két tia do bén. B sung 30 g KOH. Thém 10ml
dung dich HgCl, bdo hoa, thém nudc ct dén thé tich cudi cling 13 200ml. P& dung
dich trong chai t6i mau qua dém, sau dé loc ldy phan dung dich trong, bdo quan

trong chai t6i mau c6 nit nham.

Tién hanh: 2ml dung dich Nessler vao 25ml dung dich miu nghién ctu
(hoic pha losing mau dugc véi ndng d6 thich hop) va khudy déu, dé yén 15 phat.

Sau d6 dinh luong amoni br:ing cach do do hép thu & A4y trén may quang phé Ké.
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Dung d thi chuén biéu dién sy tvong quan gitra d6 hip thu 4nh sang va ndng do
amoni tir dung dich chudn N-NH;, 1 g/l (Sigma) vai cac néng do:1;2;3;4;5;,6

mg/l. Dua trén d6 thi chudn dé x4c dinh ham lwong amoni trong mau.
Dinh luong amoni trong nudce lg theo phuong phap Phenate:

Phuong phép xac dinh dua trén nguyén tic tao phirc hop mau xanh dam véi

thubc thir phan Gng két hop gitta amoni, hypoclorit va natri nitroprusit.

Héa chét: Dung dich phenol: tron 11,1 ml dung dich phenol néng (89%) véi
cdn 95% (v/v) dén thé tich cudi ciing 14 100 ml; dung dich mudi nitroprusit 0,5%
(w/v), dung trong chai mau sim dé t6i da 1 thang; dung dich kiém xitrat: hoa 200g
natri xitrat va 10g NaOH trong nuéc khir ion dén thé tich cudi cung 1a 1 lit; dung
dich mubi hypoclorit 5% (san phdm thwong mai); dung dich oxy hoa: trén 100ml
dung dich‘ kiém xitrat véi 25ml dung dich muéi hypoclorit, chuan bi hing ngay;

dung dich chuén gbc N-NH, 1 g/l.

Tién hanh: H3n hop phén tng chira 1 ml dung dich phenol, 1 ml dung dich
mubi nitroprusit, 2,5 ml dung dich oxy hoa. Phéan g bat dau bang viéc bd sung
mAu nghién ciru chtra amoni, lic ddu. Phan tmg két thic it nhit trong 1 gio va do
do hép thu Ag. Luong amoni trong mau nghién ctu tinh dwge dua vao dd thi

chuin st dung dung dich chuin N-NH, 1 g/ (Sigma).
Dinh lugng NO," theo phuong phap Griss:

Ham lugng NO, dugc xac dinh dya trén phan ng tao mau hf“mg cua NO,

v61 thuoce thtr Griss.

Thubc th: Griss I: Hoa tan 0,5 g axit sunfanilic vao 150 ml axit axetic SN.
Griss II: Hoa tan 0,5 g a-Naphtylamin vao 50ml nuéc cét, bd sung 150 ml axit

axetic SN. Bao quan trong tu lanh.

Tién hanh: Thém 0,05 m] Griss I va 0,05ml Griss II vao 5 ml dung dich mau
nghién citru, sau 10 phut phan tng két thic, do d6 hip thu & Asy. Cudng d6 mau ti
16 thuan véi ndng d6 nitrit. Luong nitrit c6 trong mau nghién ctu tinh duge dyua

v&o d0 thi chudn st dung dung dich N-NO, 5mg/I
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Dinh lugng NO; theo phuong phép Brucine:

Phuong phép nay dua trén nguyén tic giita phan tmg cua nitrat va hop chét
brucin tao thanh phttc hgp mau vang c¢é kha ning hip thu 4nh sdng & bude song
410 nm.

Hoa chét: Dung dich nitrat chira 100 mg N/I; mudi asenit: hoa tan 0,5 g
NaAsO, trong 100 ml nuéc cat; thude thir brucin: hoa tan 1g brucin-sunfat va 0,1g
axit sulfanilic trong 70 ml nudc c4t néng, thém 3 ml axit HCI, 1am lanh va b sung
nude cit dén thé tich cudi cung 1a 100 ml; dung dich axit sunfuric: b sung cin
than 500 ml axit H,SO, trong 125 ml nuéc cét, 1am lanh & nhiét do phong; dung
dich NaCl: hoa tan 300 g NaCl trong 1000 ml nudc cét.

Tién hanh: thém 14n lugt 2 ml dung dich NaCl, 10 ml dung dich H,SO, vao
cde chiu nhiét chira 10 ml mAu nghién ctru (hodc pha lodng miu dén 10 ml véi
néng d¢ thich hop chira tir 0,1-8 mg N-NOs), cbc duoc dit trén gi4 ngam trong bé
nuée lanh, bd sung 0,5 ml thube thir brucin, chuyén gia dyung cc thi nghiém 18n bé
nude néng & 95°C trong 20 phit, dé ngudi va do do hép thu & Ayy. Luogng nitrat
trong mau nghién ctu tinh duoc khi ddi chiéu véi dd thi chuén st dung dung dich

N-NO; 1 mg/l.

Ché pham sinh hoc theo giai phép hitu ich dé& xir Iy nuée bi 6 nhidfm amoni
ddc biét 1a nudce thai thity san thu dwogc tlr quy trinh san xuét néu trén. Khi bd sung
ché phdm vao méi trudng bi 6 nhiém amoni, vi khudn nitrat héa s& sir dung cac
hop chit nito vé co 1am chét cho dién tt dé chuyén hoa, 14y ndng lugng cho sinh
truong té bio tir cic qué trinh chuyén héa ndy va st dung bicacbonat lam ngudn
cacbon, cu thé nhém vi khudn oxy héa amoni s& chuyén héa amoni thanh nitrit,
nitrit tao thanh s& duogc nhém vi khudn oxy hoa nitrit chuyén hoéa thanh nitrat. Cac
vi khudn nay s& bam dinh trén chét mang cua hé thdng hodc trdi ndi theo dong
nuéce st dung cac hop chét nito v6 co gdy 6 nhidm nay lam ngudn thirc an, do vay

nguon nude luén duge lam sach.
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Cu thé, khi b sung 0,1-1 kg ché phdm véao hé théng nude nudi trong hai san
hogc nudc thai bi 6 nhiém amoni (~ 2-10 mgN/L) c¢é dung tich xtr Iy 20 m’. St
dung véi lidu luong ting tuyén tinh dbi voi bé xir 1y c6 dung tich 16n hon. Chi sau
24-48 gid> ham lugng amoni tinh theo nito d duge chuyén héa gin nhu hoan toan
< 0,05 mg/L, dat qui chuén k¥ thuit Qudc gia dbi véi co s& nudi trong thiy san
thwong pham hay theo QCVN 01-80:2011/BNNPTNT (ham lugng amoni tinh theo
nito <10 mg/L ).

Vi du thwc hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Tao 10 kg ché pham sinh hoc theo giai phép hitu ich

Cic ching vi khuin oxy hoéa amoni Nitrosomonas eutropha PD 58,
Nitrosomonaseuropaea PP 60 va ching vi khuin oxy héa nitrit Nitrobacter
winogradski 2NM, Nitrobacter vulgaris 5SNM duoc céy ria trén dia thach dé hoat
héa lai chiing, diing que ciy 14y mét sé khuén lac riéng r& ciy vao binh tam giac
chtra 10 ml mdi trudong khoang co s&, mdi ching vi khudn cén 2 binh, dugc 20 ml
mdi ching, nudi lic & 120 vong/phut trong 3 ngdy & 28°C+2 (nhan gidng cép 1).
Chuyén 10% canh trudng nudi gidng cdp 1 vao binh tam giac 500 ml chira 250 ml
mdi trudng moi thich hop cho mdi loai vi khudn va tién hanh nuéi nhu didu kién
ctia nhén giéng cip 1, mdi ching vi khuan nhan nuéi duge 250ml (nhan gidng cip
2). Nhu vay, nhém vi khudn oxy héa amoni ¢6 500 ml, nhém vi khudn oxy hoa
nitrit c6 500 ml, tong s luong sinh khédi cho ca 2 nhém 1 1 lit. Str dung 0,4 lit sinh
khoi (c6 mat d6 t& bao 10°*CFU/ml twong dwong v6i ODgeo= 0,18), 4 lit mdi truong
khoang co s& va 8 kg tro triu, tron déu véi nhau, chuyén sang céc khay inox rdi
tién hanh 1én men & 28°C+2 trong 3 ngdy. San phim dugc sdy trong ti siy & nhiét
d0 40°C dén @6 dm 15% -20%, san phim tao thanh 13 10 kg ché phim nitrat héa,
ché phém dat yéu cdu khi mat do té bao vi khuin dat 10° CFU/g va c6 hoat tinh

nitrat hoa.

Vi du 2: Xac dinh mat dd vi khuén va hoat tinh nitrat hoa caa ché phém trong moi

truong nudc lg
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Ché phim nitrat héa chtta nhém vi khuin chuyén hoéa nito, rat can thiét cho qué
trinh chuyén héa cc hop chit chira nito v6 co trong nudc nudi trdng thuy san. Do
vy nhém céc vi khuén chuyén hoa nito nay phai sinh trudng dugc va co6 hoat tinh

nitrat hda trong moi truong nude lo.

Béng 1. Mat dd té bao vi khuén cta ché phdm trong moi trudng chira mudi NaCl

Nbng d6 mudi Vi khuén oxy héa Vi khuén oxy héa nitrit
NaCl (%o) amoni (CFU/g) (CFU/g)

0 %o 2x10° 7x10°

10 %o 4x10° 8x10°

20 %o 3x10° 2x10°

30 %o 8x10° 6x10°

40 %o 3x10° 2x10°

Két qua di thé hién nhém vi khuén nitrat héa sinh trudng tt trén moi truong
chua mubi NaCl t6i né)ng dd 40%o. Bén canh d6 hoat tinh cuia nhém vi khudn nay
trong mdi trudng chira mudi cling duoc xac dinh (Fig.4), hdm lugng amoni ban dau
dua vao moi truong nudi la 10 mg N/L, sau 5 ngdy theo ddi lugng amoni d&
chuyén hoa téi 85%, nhu vy cac chiing vi khun nitrat héa nay khong nhiing sinh
trudng tdt trong moi trrong nudc lg ma hoat tinh nitrat héa cta ching ciing thé

hién rat t5t ngay & tit ca cac néng d6 NaCl tir 0 — 40%o.

Vi du 3: Xir ly 1000 lit nudce bi 6 nhiém amoni biang ché phim sinh hoc theo giai
phép hitu ich

Str dung 5-50 g ché phim nitrat héa réc déu trén 1000 lit nudc bi 6 nhiém
amoni (m&c d 6 nhiém tir 2 — 10 mg N-NH,/L), cit sau 24 gid mau duoc 14y dé
xac dinh ham lugng amoni, nitrit theo phuong phap Phenate va Griss tuong tng.
Két quéa cho thiy, chi sau 48 gid ca hai thanh phin amoni va nitrit trong mau nudc
bi 6 nhiém amoni d dugc chuyén héa gin nhu hoan toan, ham lugng amoni chi

con 0,05 mgN/L. Khi dung ché phdm nitrat hoa nay ddi voi nude nudi trng thuy
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san thi ctr sau 4 — 6 ngay s& bd sung mot luong tir 5 — 50 g cho khoang 1000 lit
nude nudi chira ham luong amoni tir 2 — 10 mg N/L, nude nudi hai san s& khong

con bi 6 nhiem céc hgp chat nito vé co (amoni va nitrit).

Vi dy 4: Dénh gia kha ning x{ Iy nudc bi 6 nhiém amoni bing ché phim sinh hoc
theo giai phap hitu ich
Ché pham sinh hoc c6 nén chét mang 13 trAu d3 duoc nhiét héa va sinh khéi
cac ching vi khuédn nitrat héa (Nitrosomonas eutropha PD 58, Nitrosomonas
europaea PD 60; Nitrobacter winogradski 2NM, Nitrobacter vulgaris 5SNM) &
dang dich, dé xir ly nuéc thai ché bién bun lai lang bun Pha D6 (Ha Ndi) c6 ham
luong amoni ban dau 1a 65 mg N-NH,/L. Ham luong ché phdm dua vao hé loc 13
10g/L; dich sinh khéi vi khuén 14 10%; hé loc c6 dung tich 10 lit ¢6 chira 20% mut
x0p, toc d6 dong chay clia nude thai Phu P6 qua hé loc 1a 0,5 L/gid. Két qua chi ra
o bang 2.
Bang 2. Hiéu qua xtt ly amoni trong nudc thai Phit D6 cta ché phdm nghién

ctru va dich sinh khéi vi khuan nitrat hda

Thoti gian | NHy-N con lai (mg/L) NO,-N tao thanh NO,-N tao thanh
(g10) (mg/L) (mg/L)
Ché phim | Dich sinh | Ché phim | Dich sinh | Ché phdm | Dich sinh
sinhhoc | khéivi | sinhhoc | khdivi | sinhhoc | khéivi
(tro tréu) khuén (tro trau) khuén (tro tréu) khuan
0 65 65 0,06 0,06 0,02 0,02
1 2,34 32 1,55 10 59 20
2 0,65 29 2,0 11 60,5 22
3 0,63 28 2,58 10,5 60 23
4 0,60 27 2,45 11 60 24
5 0,60 27 2,55 10 59 25
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0,57 25 2,36 11 61 25
0,59 255 2,45 10,5 60 26
0,55 25 2,56 11 61 25

Ham luong amoni ctia nude thai lang ban Phi D6 duoc xac dinh ban dau 1a
65 mg/l, nhung sau khi qua hé loc (b6 sung ché pham trén nén co chét 1a triu duoc
nhiét hda) chi sau mot gio hoat dong, hé loc da loai bo dugce 96,4 % luong amoni
ban dAu, tir gior thr hai tré di kha ning loai bd amoni 18n t6i 99% va kha nang loai
b6 amoni nay duy tri trong subt 8 gidr thi nghiém. Lugng nitrit dugc kiém tra tai
cung thoi diém 14 rét it (khoang hon 2 mg/l N-NO,) trong khi nitrat hinh thanh
trung binh 1én dén 60 mg/l N-NO;". Piéu nay cho thiy hé loc da xir 1y gin nhu
hoan toan amoni c6 trong nudc thai véi ndng d6 amoni khé cao (trén 60 mg/l N-
NH,"). Trong khi @6 hé loc chi bd sung dich sinh khéi vi khuén thi hi€u qua xur ly
amoni trung binh trong 8 gio chi dat 58%.

Hi€u qua dat dwgrc ciia giai phap hiru ich

Ché phdm sinh hoc theo giai phap hitu ich thu dugc tir quy trinh san xuét ché
phdm theo giai phép hitu ich 1a mot ché phdm an toan sinh hoc, ¢6 hiéu qua cao
trong viéc 1am sach mdi trudng nude bj 6 nhiém amoni dic biét 1a nude nudi tréng
héi san, ché phém duogc st dung truc tiép tai cac ddm, ao nudi tdm c4 cong nghiép
va rat hitu hiéu trong cic cong nghé tai st dung nude nudi trdng hai san khéng can

thay nudc.

Quy trinh theo giai phéap hitu ich don gian, d& thuc hién va pht hop véi céc
diéu kién thuc té, c6 thé ung dung trong cac cdng nghé xir ly 6 nhiém amoni tai

mot sO khu vuc nudi trong thiy san ¢ Viét Nam.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh san xuét ché phim sinh hoc dung dé xir Iy nudce bi nhiém amoni, trong

d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

i) chuin bi méi truong khodng co s¢ MA (Modified Alexander) va nén

mang, trong doé:

moi truong khodng co s duge chuan bi bang cach liy céac thanh phén theo ti
18: 2 g (NH4),SO4, 0,5 g K,HPO,, 0,5 ¢ NaHCOs, 50 mg MgSO,.7H,0, 5 mg
CaCl,.2H,0, 2 mg MnS0,.4H,0, 5 mg Fe-EDTA, 0,1 mg CuSO,.5H,0, 0,05 mg
Na,;Mo04.2H,0, 0,001 mg COC12.6I'IZO, 0,1 mg ZnSO,4.7H,0, 50 mM HEPES (pH
7,8) hoa trong mot lit nude cét cho vi khudn oxy héa amoni, dbi véi vi khudn oXxy
hoa nitrit cling st dung cac thanh phan méi truong nhu trén chi thay d6i (NH4),SO,
bang NaNO,, va

nén mang la tro trau dugc nhiét hoa tir trau,

sau d6 tién hanh khir tring moi truong va nén mang nay & 121°C trong thoi

gian 30 phut;

ii) hoat héa va nhan giéng riéng r& cic chung vi khuin oxy hoa amoni
Nitrosomonas eutropha PD 58, Nitrosomonaseuropaea PD 60 va chung vi khuén
oxy hoa nitrit Nitrobacter winogradski 2NM, Nitrobacter vulgaris SNM, trong d6
ddi voi mdi ching vi khuén sau khi duoc hoat hoa, léy mét sb6 khudn lac riéng ré
cdy vao binh chira méi trudng khoang co s& néu trén dé nhan gidng cap 1, nudi lic
& 120 vong/phut trong 3 ngay & 28°C+2, chuyén 10% canh méi trudng nudi gibng
cép 1 vao binh chira méi truong khoang co s& méi rdi tién hanh nuéi nhu didu kién
ctia nhan giéng cdp 1 dé nhan gidng cép 2, phdi tron mdi ching vi khuan sau khi
nhan giéng cap 2 theo ti 16 1:1, sau do lai phdi tron hai nhom vi khuén nay theo ti
1€ 1:1;

iii) thu sinh khéi: dich nudi cdy thu dwoc & bude ii) duge ly tm 5000

vong/phut trong 10 phut dé loai dich va thu sinh khéi, sinh khdi nay duogc rua lai 2
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lan bang nude cat vo trung, sau dé hoa tan sinh khéi bang moéi truong khoang co so
néu trén sao cho mat do té bao trong dich sinh khdi thu dugc dat IOSCFU/ml;

iv) chuan bi mdi truong 1én men x0p bang cach phoi tron dich sinh khoi vi

khuan: méi truong: nén mang theo ti 1& 1a 1:10:20 [v(ml): v(ml): w(g)];
v) 1én men x6p trong 3 ngay & nhiét do 28°C+2; va
vi) sdy, kiém tra mat do té bao va dong goi.

2. Ché pham sinh hoc dung dé xu Iy nuéc nhiém amoni thu dugce tir quy trinh theo
diém 1, trong d6 ché pham nay chta hdn hop cac chiing vi khuin oxy héa amoni
Nitrosomonas eutropha PD 58, Nitrosomonaseuropaea PD 60 va chiing vi khuén

oxy hoa nitrit Nitrobacter winogradski 2NM, Nitrobacter vulgaris SNM.
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Fig.2
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Fig.4
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