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bun ddy va nudc bi 6 nhiém chat thai hitu co & cidc ving nuéec 1g va nuéc min

bao gém cdc budc: a) Tuyén chon cdc chiing vi sinh vat; b) Nhan ging cdp 1; c)

Nhan giéng cap 2; va d) Tao ché phdm vi sinh vat. Ngoai ra, giai phdp hitu ich dé

xuéit ch€ phdm vi sinh thu dugc bdi quy trinh néu trén. Ché phdm vi sinh nay c6

kha nang phan hily cac hop chit hitu co cao nhu xenluloza, tinh bot, protein, lipit

dé thic ddy qud trinh phan huy, 1am sach céc chdt 6 nhiém hitu co trong moi

trudng nudc 1¢ hodc nue man & céc thiy vyc. Ché phdm vi sinh theo giai phap

hitu ich bao gom cdc thanh phan: chling Bacillus subtilis DN1.3; chung Bacillus

amyloliquefaciens TB10; ching Sphingobacterium mizutaii B8; va chat mang.
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Linh vue k¥ thuat dwgce dé ciap

Sang ché thudc linh vuc céng nghé sinh hoc méi truong, cu thé 1a sang ché dé cap
dén viéc két hop cac chung vi khudn chiu min dé tao ra ché phém vi sinh ¢6 kha nang
phan hiy cac hgp chat hitu co cao nhur xenluloza, tinh bot, protein, lipit dé thuc ddy qua
trinh phan huy, lam sach cac chit 6 nhiém hitu co trong méi truong nude lo hodc nude

mén ¢ cac thiy vyuc, nhu tai cac du thuyén ven bién, cadc ddm pha nudi trong thuy san.
Tinh trang ky thuit cia sang che

Hién nay, nghién ctru kiém soat 6 nhidm tai cc thiy vure ngay mét cé xu hudng duoc
d& cép nhiéu hon do hoat dong 6 nhiém khong duoc kiém soat x& xudng, trong d6 nhiing
nghién ctru chi ra viée thiéu cin bang khu hé vi sinh vat nén day 13 mot trong nhiing mét
xich quan trong trong viéc danh gia. Nhidu nghién ctru da chi ra vai trd ctia vi sinh vat
trong thuy vuc va ddc biét nén day la rat quan trong. Su ¢d mat cua cac nhom vi sinh vat
trong moi trudng khong nhitng 1am chirc ning chi thi sinh hoc dé danh gia hién trang moi
treong ma con dong madt vai trd quan trong trong viée duy tri su can bing cua ty nhién. Vi
du, trong nghién ctru cua Atreyee, 2013 va Huiluo Cao, 2011 duwoc thuc hién tai Vinh
Jiaozhou phia Bic Trung Quéc, khu bao ton thién nhién Po Mai ven bién cuia Hong Kong
da cho thiy cdu tric quan xa cua tac nhan oxy héa amoniac hiéu khi gdm amoniac-oxy héa
Betaproteobacteria (Beta-AOB) va vi khuén ¢ oxy héa amoniac (AOA). Gan day hon, tac
nhan ki khi oxy héa amoni (anammox) bdi vi khuin duge c6 thé thich Gng & didu kién mai
trudng bao gdbm d6 min, pH, cac ion kim loai, ndng d§ nito vé co, téng phospho, ty 1&
cacbon hitu co-nito va cac yéu t6 trAm tich nhu kich thudc hat trung binh. Nhiing cong
trinh nghién ctru ndy déu chi ra nhirng mbi quan hé giira ndng d6 cac chét 6 nhiém va mat
xich vi sinh vat trong vai trd chuyén héa ching trong tu nhién, téc d6 chuyén hoa céc chat
6 nhi®m d&u phu thudc vao ndng do va cac yéu td tac dong bén ngoai moi trudng va mat

do6 vi sinh vat c6 mit trong moi trudong.
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Tac gia Hugo Ribeiro va cac cong su, 2012 da d& cap dén anh huéng cia 16p trm tich
dén kha nang phan huy sinh hoc ciia nhom vi sinh vét bau & Juncus maritimus. Nghién
ciru da chi ra méi tuong quan gitta chat 6 nhim véi mat do vi sinh vat tu nhién trong thuy
vue, néu mot trong hai diu ctia mdi lién két nay bi pha v thi déu din dén anh huéng lau
dai cho hé sinh thdi. Tai Tay Ban Nha, Andrate va cac cong su va Boorman da cho thiy
ché d6 thiy triéu ciing 1a mét trong nhing yéu t§ c6 anh huéng 16n dén chic nang cua hé
sinh thai nudc nhiém min va diéu nay c6 thé chirng minh néu méi truong cia cac ngudn
nuée dua vao thily vire duge kiém soat tbt thi thuy tridu rat it c6 anh huéng, con néu khong
duoc kiém soat thi nguoc lai, khi thay triéu rat ndng do chit 6 nhidm tir cac ngudn dua
xudng thily vue tiép nhan cang ting 1én, giy ling dong xubng ddy va phé v& kha nang tu
xu ly ctia h€ sinh thai.

Do vay, can c¢6 ché phdm vi sinh hiéu qua @& xu Iy bun day va nu6c bi 6 nhi®m chét
thai hitu co & cac viing nudc lg va nuée man. Ché pham vi sinh nay phai chira cac chung vi
sinh ¢6 phd rong hoat tinh dé xir Iy nhiéu loai chit thai hitu co va vira c6 kha ning ton tai
duogc trong moi trrong nuwde 1o va nudc man.

Ban chét k§ thuit ciia giai phap hitu ich

Muc dich cua giai phap hitu ich 1a tuyén chon duoc cac chuing vi sinh vat chiu man
sinh tong hgp cic enzym amylaza, proteaza, xenlulaza ngoai bao cao, khir sulfua tir cac
viing nuée lg, nude min @ tao ra ché phdm vi sinh phit hop ding dé b sung vao cac au
thuyén, cac ving nudi trong thiy san nudce lg va nude min dé 1am tang mat do cua cac vi
sinh hitu ich, cai thién quin xa vi sinh vét hitu ich trong méi trudong nude cling nhu trong
bun day dé tang cudong kha nang phan hily cac chét 6 nhidm gbép phén lam giam thiéu 6
nhiém bao vé va cai thién méi truong cac thity vuc.

Mot muc dich khéc ctia giai phap hitu ich 14 tao ra dugc ché phdm vi sinh chiu man
va quy trinh phil hop st dung chiing dé nang cao hiéu qua phan giai cac chét 6 nhiém trong
mdi trudng nude va cac chit hitu co tich tu 14u ngay trong bun day cac thiy vuc nudce lg

va nudc man.

Pé dat dugc muc dich nay, giai phap hitu ich d& xuét quy trinh san xuét ché phim vi

sinh dung dé xur Iy bun ddy va nudc bi 6 nhiém chat thai hitu co & cac ving nude lg va
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nudc mdn bao gom cac budc co ban sau: a) Tuyén chon cac ching vi sinh vét; b) Nhén

gidng cip 1; c) Nhan gibng cip 2; va d) Tao ché phim vi sinh vat.

Ngoai ra, gidi phap hiru ich dé xuét ché phim vi sinh thu dugc boi quy trinh néu trén.
Ché phim vi sinh nay ¢6 kha ning phan huy cac hop chit hitu co cao nhu xenluloza, tinh
bét, protein, lipit dé thiic diy qua trinh phan hay, 1am sach cac chit 6 nhiém hitu co trong
mdi truong nude lg hodc nude min & cac thily vue. Ché pham vi sinh nay bao gdém céc
thanh phan: chiing Bacillus subtilis DN1.3; ching Bacillus amyloliquefaciens TB10; ching

Sphingobacterium mizutaii B8; va chat mang.

M0 ta viin tit cac hinh vé

Hinh 1.1: La &nh chyp mé hinh thtr nghiém trong phong thi nghiém ché pham theo giai
phéap hitu ich

Hinh 1.2: La anh chup két qua thir ngay ngay dau cho ché phdm

Hinh 1.3: La anh chup két qua thir nghiém sau 7 ngay cho ché phim

Hinh 1.4: La anh chup két qué thir nghiém sau 14 ngay cho ché phidm

Hinh 1.5: La anh chup két qué thir nghiém sau 21 ngay cho ché phim

Hinh 2.1: La db thi thé hién hiéu qua xir Iy COD trong nudc & 4 mu thir nghiém

Hinh 2.2: La d6 thi thé hién hiéu qua xir Iy BOD trong nudc & 4 mau thir nghiém

Hinh 2.3: La dd thi thé hién hiéu qua xir Iy NH," trong nuéc & 4 mau thi nghi¢m

Hinh 2.4: La d6 thi thé hién hiéu qua xir Iy TOC trong trAm tich & cac mAu thir nghiém
Hinh 2.5: La d6 thi thé hién hiéu quéa xir Iy TN trong trdm tich & cdc mAu thi nghiém

Hinh 2.6: La d6 thi thé hién hiéu qué xir Iy TP trong trAm tich & cac mAu thir nghi€ém

Hinh 2.7: La db thi thé hién mat d6 vi sinh vat hiéu khi trong trAm tich & cac mau thir
nghiém

Hinh 2.8: La dd thi thé hién mat do vi sinh vat phan gidi xenluloza trong trAm tich & cac

mau thir nghiém
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Hinh 2.9: La d6 thi thé hién mét d vi sinh vét phan giai tinh bdt trong trAm tich & cdc mau

thir nghiém

Hinh 2.10: La d6 thi thé hién mat d6 vi sinh vat phan giai protein trong trdm tich & cc mau

thir nghiém

Hinh 2.11: La d6 thi thé hién mét do vi sinh vat phan giai kitin trong trdm tich & cac mau

thir nghiém
Hinh 3: La so db thé hién quy trinh san xuét ché phdm theo sang ché.
M@ ta chi tiét sang ché

Theo mot phuwong 4n, nhu dugce theé hién trén hinh 3, quy trinh san xuat ché pham vi
sinh dung dé xt ly bun day va nudc bi 6 nhiém chat thai hitu co & cac vung nude lg va

nudce man duge tién hanh nhu sau:
a) Tuyén chon cac chung vi sinh vat

Céc chung vi sinh vét ding dé tao ché phdm vi sinh dugc phéan 14p va tuyén chon tir
moi truong tu nhién & Viét Nam nhu tir cdc mau bun day ciia cac thity ve nude min nhu
mAau bin tai 4u thuyén Tho Quang, tai c4c cang c4 ven bién, tai cdc vudng nudi thiy san
nudce g, nudec man, trén cac moi trubﬁg dédc hiéu cho cac chung vi khuén 13 mai truong
MPA cii tién c6 thanh phan trong 1 1it méi trudng bao gdm: cao thit: 3g, pepton: Sg, thach
aga 20g, nudc cat 1000ml, duoc bd sung thém 3% NaCl. Ngoai ra con cin bd sung thém
1% co chat (tinh bot dé tuyén chon ching vi khuén phéan huy tinh bot, bot xenluloza dé
tuyén chon chung phan hily xenluloza, casein dé tuyén chon chung phén giai protein). Sau
d6, méi trudong dugc thanh tring & 121°C, 15 phit. Cac miu bun duoc pha loang trong
nude mudi sinh 1y 0,85% NaCl véi cac ndng d6 sau: 1072 107, 10, Lay 100pl dung dich
pha loAng nhoé va cac dia thach chir cac co chat khac nhau. Nudi trong ti 6n nhiét & 30°C,
sau 48 gio léy ra dé xac dinh hoat luc enzym cua céac chung vi khuén sinh ra.

Vi du, dé phén 14ap, tuyén chon chung vi khuin c¢é kha nang sinh enzym xenlulaza,
cac dia moi truong MPA co bd sung xenluloza sau khi tién hanh nudi cay ldy ra nho dung
dich lugol, néu xung quanh khudn lac nao c6 ving khéng mau trong sudt, ving khong bét

mau xanh tim cang 1én thi kha nang sinh enzym cda chung vi khuan dé cang cao. Chi
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tuyén chon nhitng khuan lac ¢c6 dudng kinh vong phan giai trén 30mm dé tiép tuc nghién
clru.

Thuc hién twong tu nhu trén dé tuyén chon cac chung vi khuan sinh enzym amylaza
phan huy tinh bot, ciing sir dung dung dich lugol. Con ddi v6i chung phan giai protein thi
st dung dung dich axit axetic 1%.

Céc chung vi sinh vat chiu man phéan 1ap dugc tién hanh dinh tén dén loai béng
phuong phép phan loai truyén théng vi sinh vat cia Bergey’s Manual va bing k§ thuat
sinh hoc phan tir (trinh tw gen 16S-ARN), x4c dinh duoc cac ching sir dung dé tao ché
pham cu thé nhu sau:

Céac chung vi sinh vat duge tuyén chon bao gém chung vi khuin Bacillus subtilis
DN1.3 sinh tong hogp enzym xenlulaza, ching vi khuan Bacillus amyloliquefaciens TB10
sinh tong hop enzym amylaza va ching Sphingobacterium mizutaii B8 sinh tong hop
proteinaza.

Céc ching vi sinh vat niy vira c6 kha ning sinh trudng va phat trién co nhiét do tir
15-40°C), ndéng d6 NaCl tir 0,05% dén 4%, ching sinh tdng hop manh cic enzym ngoai
bao nhu 1a xenlulaza, amylaza, proteaza cao. Do viy, khi sir dung ché pham vi sinh bao
gdm hdn hop cac ching néu trén dé dua vao cac thiy vuc nudce lg va nude min cac ching
nay s& sinh trudng va phat trién tét 1am ting mat do ctia ching trong méi trudong nude va
trong bin day, thuc ddy nhanh qué trinh phan hily cic chét 6 nhiém hitu co trong nudc va
trong bun dy cta cac thiy vuc ndy, 1am giam thiéu 6 nhiém mai trudng.

Sau khi tuyén chon, cac ching nay dwoc cdy vao cac 6ng mdi trudng thach va bao
quan trong ti lanh & nhiét do 4°C dé giir gidng.

b. Nhan gidng cép 1

TruGe khi tién hanh nhan gidng, cac ching vi khuin duge tuyén chon néu trén bao
gdm 3 chung: Bacillus subtilis DN1.3, Bacillus amyloliquefaciens TB10 va
Sphingobacterium mizutaii B8 dwoc hoat héa bang cach cy truyén cac ching gidng tir 6ng
thach sang cac dng thach méi chira moi trudng MPA + 3%NaCl va tién hanh nubi trong tu
4m & nhiét do 30°C tir 24-48 gid. Céc ching gidng dd duoc hoat héa dwge nhan gidng cép
1 trén moi trudng MPB c6 thanh phan trong 1 lit méi truong bao gdm: cao thit: 3g, pepton:

5g, NaCl: 30g, nude cit 1000ml. Cac cong doan cu thé duoc tién hanh nhu sau: D6 200ml

-6-
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moi trudong néu trén vao cac binh noén 500ml, tién hanh khir 'trl‘lng trong 30 phut ¢ 121°C,
1am ngudi dén nhiét @6 40°C thi tién hanh ciy gidng. Dung que cdy ldy toan bod sinh khéi
clia cac chiing vi khuan tir dng gidng thach nghiéng cho vao binh nén (500ml) chira 200m1v
mdi truong MPB d4 dugc thanh tring néu trén. Mdi ching vi khuén cho vao 1 binh riéng.
Qua trinh ciy gidng déu phai dugc tién hanh trong budng ciy vo tring. Cac binh nén chira
mdi truong sau khi cdy giéng vi sinh vat vao dugc dé trong may lic 6n nhiét & nhiét do
30°C, v6i van tde lic 200 vong/phut, thoi gian nudi 24 gio;
c. Nhén gidng cip 2

Céac ching Bacillus subtilis DNI1.3, Bacillus amyloliquefaciens TB10 va
Sphingobacterium mizutaii B8 sau khi dugc nhén gidng cip 1 s& dugc tién hanh nhén
gidng cAp 2 riéng ré trén cac moi truong dic hidu. Cu thé 1a:

- Ching Bacillus subtilis DN1.3 dugc nhan giéng cip 2 trén mdi trudong MPB
+3%NaCl + 2% bot xenluloza.

- Chiing Bacillus amyloliquefaciens TB10 duoc nhan gidng cip 2 trén mdi truong
MPB '+3%NaC1 + 2% tinh bot.

- Chung Sphingobacterium mizutaii B8 dugc nhan giéng cap 2 trén moi truong
MPB +3%NaCl + 2% bdt cazein + 2% dau thuc vét.

Trong d6, cac mdi truedng néu trén va thiét bi 1én men duoc tién hanh khir tring
trong 30 phat & 121°C, 1am ngudi dén nhiét do 40°C trudc khi tién hanh ciy giéng. Ty 18
bd sung dich gidng cip 1 13 5%. Diéu kién nudi cy la nhiét d6 30°C, suc khi dé dam bao
lwong oxy hoa tan 90-95%, toc do khudy 150vong/phiit, diéu chinh do6 pH=7 bing céc
dung dich NaOH 1IN va H,SO, 1IN da thanh trung. Thoi gian nudi khodng 36 gid, khi mat
d6 vi sinh vat dat > 10°CFU/ml.
d. Tao ché plﬁlm vi sinh vét

Chét mang 1a thanh phan c6 vai trd quan trong trong ché pham vi sinh vét. Chit mang

vira ¢6 tac dung cung cip dinh dudng va chit khoang dong thoi 1am gia thé dé céac vi sinh
vét bam vao. Do viy, giai phap hitu ich da tién hanh thir nghiém danh gia dé Iya chon chét

mang thich hop. Cu thé 1a:
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Dijch gidng cép 2 duge bd sung véi ty 16 10% gidng cip 2 clia timg ching vi khuén sau

khi nubi 36 gid, mat d6 vi sinh trong dich giéng dat 10° CFU/ml vao cac chét mang chura

cac thanh phan c¢6 ty 1 khac nhau nhu duoc trinh bay & bang 1.

Bang 1. B4 tri thir nghiém thay d6i thanh phén cac chit mang

TN1

TN2

TN3

TN4

Cam gao: 5%
Vo triu:5%
Than bun 50%
Diatomit:40%

Céam gao: 5%
Vo trau: 5%
Than bun:40%
Diatomit:50%

Céam gao: 10%
Vo triu: 10%
Than bun:40%
Diatomit:40%

Cam gao: 10%
Vo trau: 10%
Than bun:35%
Diatomit:45

Sau 1 thang bao quan, tién hanh danh gia mat d6 vi sinh cta cac thir nghiém: TNI,
TN2, TN3 va TN4. Két qua dugc trinh bay trong bang 2 dudi day.
Bang 2. Su ton tai ctia cac ching vi sinh trong cic cong thirc phdi tron chit mang sau 1

thang bao quan & nhiét d§ phong

, . . Mat do vi sinh vat (CFU/g), sau 1 thang bdo quadn
Chung vi sinh vdt NI ™ ™G NG
Bacillus subtilis 9 9 9 8

DN1.3 2,5x 10 1,5x 10 8,2x 10 5,5x 10

Bacillus

amyloliquefaciens | 2,7 x 10° 3,5x 10° 2,6 x 107 6,7 x 10°
TB10
Sphingobacterium | 3 48 8,3 x 10° 33 x 10° 33x 10°
mizutaii B8

Tir két qua trén cho thdy cong thirc phdi tron chat mang tét nhat 14 & thir nghiém
TN3: véi ty 1€ 1a 10% cam gao, 10% trdu, 40% than bun va 40% bot diatomit.

Chuin bi chit mang: Thanh phan cac nguyén liéu sir dung dé 1am moi trudong x6p
‘bao g06m (% trong luong): cam gao 10%, vo triu 10%, than bun 40% diatomit 40%. Trong
do, cac thanh phan cam gao, vo trdu va than bun cé vai tro cung cip chét dinh dudng va
chit khoang cho cac chiing vi sinh vat. Diatomit ¢6 vai trd quan trong trong viéc lam giam
d6 4m cta hdn hop va lam gia thé dé cac ching vi sinh vat bam vao.

Cac thanh phin nay duoc cho vao may dao tron déu trude khi thanh tring. Sau do,
chit mang dugc sdy kho & 130°C trong 2 -3 gior dén khi do 4m dat 10%. Chat mang sau sy
duge 1am ngudi dén nhiét d6 30°C, bd sung 10% dich gidng cp 2 ctia 3 chung vi khuin

néu trén dao tron deu rdi ép thanh vién nén c6 dudong kinh 5-10cm.
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Theo mdt phuong an, sang ché @& xudt ché phdm vi sinh thu duge boi quy trinh néu
trén. Ché phim vi sinh nay c¢6 kha ning phin hity cac hgp chit hitu co cao nhu xenluloza,
tinh bot, protein, lipit dé thuc ddy qua trinh phan hay, lam sach cac chat 6 nhiém hitu co
trong mdi truong nude lo hodc nudc mén & cac thuy vuec. Ché phém vi sinh nay bao g6m
céc thanh phan: Bacillus subtilis DN1.3 phan giai tinh bot - >10° CFU/gam; Bacillus
amyloliquefaciens TB10 phan giai xenluloza: >10° CFU/gam; Sphingobacterium
mizutaii B8 phan giai protein, lipit: >10° CFU/gam; va chit mang bao gdm cac thanh
ph?m (% trong lugng): cam gao 10%, vo trAu 10%, than bun 40% va diatomit 40%. Ngoai
ra, ché pham theo sang ché khong chtra cac vi sinh vat gdy bénh nhu E.coli, Salmonella, S.

aureus, P. aeruginosa.

Vi du thwe hién sang ché

bé tmg dung ché phim tir cac ching vi khuan chiu man vao qua trinh xr ly 4u
thuyén Tho Quang c6 hiéu qua, sang ché di tién hanh danh gia kha ning xir ly bun day
(dwgc ldy tir 4u thuyén Tho Quang) ctia cic ching vi sinh vat tuyén chon trong quy md

phong thi nghiém. Mb hinh thir nghiém dwoc trinh bay chi tiét nhu sau:

Viée thuc nghiém xur ly tai phong thi nghiém dugce tién hanh trong cac bé chira 1am
b%mg tam nhua c6 kich thude dai, rong, cao 1a 50x50x40 cm. Bun day va nude mit duoc
14y tai khu vuc au thuyén sau d6 van chuyén vé phong thi nghiém dé tién hanh xt ly. Vi tri
1Ay mAu duoc 1y tai vi tri du kién s& tién hanh lip dit mé hinh thuc nghiém tai hién
trudmg. Luong bun cho mdi 6 thir nghiém 14 5 kg bun va 5 lit nuéc mit. Mo hinh thi
nghiém tai phong thi nghiém bao gém 4 6, trong d6 c¢6 3 6 dugc bd sung ché pham vi sinh,

0 con lai khong bo sung ché pham vi sinh va duoce st dung 1am doi ching.

Theo doi thir nghiém trong 63 ngay, 7 ngiy ldy miu phan tich mot lan. Tong sé

mAu céan ldy dé phén tich = 4 miu/lan x 9 1an/dot thir nghiém = 36 mau.

Céc chi tiéu cin theo ddi danh gid nhu: téng cacbon hitu co, tdng nito, téng phospho,
NH,", BOD, COD, c4c nhém vi sinh vat téng s6 hiéu khi, vi sinh vat phan giai protein,

kitin, tinh bdt, xenluloza.

B4 trf thir nghiém duogce thé hién trén Hinh 1.1, cu thé 1a:

-0-
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Céac méu bun twoi dugc 1ay tai 4u thuyén rdi chuyén vé phong thi nghiém. Vi tri 13y
mau 1a diém giao tiép cua ving tiép nhan nudc thai tir cac cong xa nude thai tir cac khu
dan cu va dac biét 1a nudce thai tir tram xr ly nude thai tap trung Khu cong nghi€p Dich vu
Thuy san Tho Quang véi nude thai tir khu vue tiép nhan nguyén lidu hai san vao khu vuc

chg. Do d6 thanh phén céc chét hiru co ¢6 chira protein, lipit, xenluloza va tinh bot cao.

Phan tich cac chi tiéu trong nudc nhu: COD, BOD, NH,". Phan tich cac chi tiéu
trong bun nhu: tong cacbon hitu co, tdng nito, tong phospho, cac nhém vi sinh vt tong sb

hiéu khi, vi sinh vét phén giai protein, kitin, tinh bdt, xenluloza.

Ché tao bé phan hiy bun 1am 4 ngin mdi ngin c6 kich thudc dai, rong, cao 1a
50x50x40 cm. Cho bun vao mdi bé theo thé tich 5 1/bé; B sung ché phim vi sinh vao bé
® 10g ché phdm (ki hiéu M1) , @ 5g ché phdm (ki hiéu M2) va ® 1 g ché phdm (ki hiéu
M3) sau d6 khudy déu; Bé ddi ching @khong bd sung ché pham vi sinh (ky hiéu M4).
Theo di thir nghiém trong 63 ngay, 7 ngdy 1y miu phan tich mot 1an; Cac chi tiéu can
theo doi danh gid nhu: téng cac bon hitu co, COD, BOD, NH,", téng nito, téng phospho,
tf)ng s6 vi sinh vét hiéu khi, vi sinh vat phén gidi protein, kitin, tinh bdt xenluloza. Thir

nghiém duoc thyc hién trong diéu kién nhiét do phong khoang 25°C— 30°C.
Két qua thir nghiém dugc thé hién trén cac hinh tir 1.2 &én hinh 2.11.
- V& chit luong nudc cho thdy: ham luong COD, BOD giam dan theo thoi gian.

Pbi voi COD: sau 14 ngay mau M1 da nam duéi mirc QCVN08:2015/BTNMT, sau
21 ngay thi miu M2 va M3 giam dén mirc thip hon so véi QCVN, con mau khong bd sung
“ché phidm M4 thi sau 35 ngay COD= 48,7 mg/l nhé hon so v6i QCVN. Sau 63 ngay, hiéu
sut xtr Iy COD cua cac 6 M1, M2, M3, M4 14n luot 14 87,52%; 79,81%:; 70,99%; 38,56%.
Qua déy cho thdy, 6 thir nghiém bd sung 10g ché phim xir Iy COD tét hon so v&i 3 6 thir

nghiém con lai.

Déi v6i BOD: & 6 thir nghiém M1 sau 21 ngay BOD= 21,5 mg/l ndm duéi QCVN,
sau 28 ngay thi 6 thir nghiém M2, M3 c¢6 BOD lan lugt 1a 17,4 va 22,3mg/l nhé hon
QCVN, con d6i miu M4 khong bd sung ché phim thi ham lugng BOD c6 giam chim
nhung van 16n hon so voi QCVN (sau 63 ngay BOD=29,4mg/l). Sau 63 ngay, hiéu sudt xir
Iy BOD ctia cac 6 M1, M2, M3, M4 lan lugt 14 86,23%; 80,53%; 78,22%; 30,17%. Qua
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day cho thdy, cac 6 thir nghiém bd sung ché pham xir Iy BOD t6t hon so vai 6 thir nghiém

khong bd sung ché phdm.

Két qua v& chi s6 NH," cho thdy c6 su khéc biét giita cac miu bd sung ndng do ché
phim khac nhau. O mau khong bd sung ché phim ham lugng NH," giam dan theo thoi
gian nhung rit chdm tham chi sau 63 ngay ham luong vin khoang x4p xi Smg/l. Péi véi
mAu thtr nghiém bd sung 1g/1 thi ham lwong NH," giam twong ddi nhanh trong khoang 0 —
42 ngay, sau d6 tbc do giam chiing lai va sau 42 ngay ham lugng NH," da dat quy chuin
cho phép. V6i lugng ché phim bd sung ban diu 5g thi trong vong 14 ngay dau ham lugng
NH," ¢6 tang d6i chut, nhung sau d6 giam rat nhanh va sau 42 ngay da dat quy chuén cho
phép cua nude mat. G mau bd sung 10g ché phadm ham lwgng NH,' ting vot sau 14 ngay
(xép xi 25 mg/l) cao hon nhiéu so véi miu bd sung 1 va 5g ché phdm. Piéu nay cho thiy
khi lugng ché phdm bd sung vao twong ddi thi chit hiru co s& phan hily nhanh chéng va
nhu ching ta biét cac san phdm protein hiru co phan hity thuong tao ra mot lwong NH,'.
Tuy nhién, theo thoi gian do nudc & mod hinh khong dwogc ldy ra va tiép tuc bd sung vao
nén luong hitu co s& giam dan theo thoi gian va lwgng NH," cling dugce chuyén héa trong
qua trinh séng boi cac vi sinh vat nén lwgng NH, s& giam dan theo thoi gian va sau 42

ngay ham luong NH," cia mau bd sung 10g ché phadm ciing dat quy chuén cho phép.

Tir cac két qua v& COD, BOD va NH," da phan nao khang dinh duoc hidu qua cia
ché phém ddi voi qua trinh cai thién chét lugng nudce khi thue hién & mo hinh thir nghiém.
Luong ché phdm bd sung 1 — 10g déu cho hidu qua xir Iy nuéc twong dbi tot so véi mau

khong b sung.
Chét lwong tram tich

Bén canh chit lwong nude thi cAn dénh gid mot sb chi tiéu bun dé xem qua trinh
dua ché phim vao, cac thong sb ciia bun day c6 on dinh khong. Kha ning ton tai cia cac
nhom vi sinh vt (VSV) trong ché phim ton tai trong bun déy ra sao. Duéi ddy 1a mot s6

thong s6 quan tric tir bun ddy trong qua trinh thir nghiém ché pham.

Tir két qua thir nghiém & cac hinh 2.4 dén 2.6 cho thiy: Ham luong TOC, TN, TP

déu c6 xu hudng giam theo thoi gian.
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Déi véi ham lwong TOC: ham lwgng TOC c6 sy giam déu theo thoi gian hay noi
cach khac hidu qua xir ly tong lwong chit hitu co ting 1én theo thoi gian. Sau 63 ngay hiéu
sudt xtr Iy TOC trong céc 6 thir nghiém M1, M2, M3, M4 lan luot la 32,02%; 25,02%;
19,86%; 11,71%. Qua day cho thdy, miu M1 xtr Iy TOC t6t nhit va cdc mu thir nghiém

b sung ché phim xir Iy TOC tdt hon so v6i miu thir nghiém khong bd sung ché pham.

Péi v6i ham luong TN: Nito trong nude thai cao chay vao thiy vyc lam ting ham
luong chit dinh dudng. Do vay, nito giy ra sy phat trién manh mé& cua cac loai thuc vat
pht du nhu réu, tdo gy tinh trang thidu oxy trong nudc, pha v& chudi thirc &n, giam cht
lwong nude, pha hoai moi truong trong sach cia thuy vue, san sinh nhidu chat ddc trong
nuée H,S, CHy, CO,.... tidu diét nhidu loai sinh vat ¢6 ich trong nude, gdy mui héi thdi va
lam 6 nhiém khéng khi khu din cu. Qua phén tich va danh gia hiéu qua xtr ly nito biang
ché phidm VSV chju min cho két qua cao. Trong 4 & thir nghiém thi 6 M1 cho két qua xir
Iy nito t6t nhat, sau 63 ngay, hiéu suit xir Iy TN clia cac 6 M1, M2, M3, M4 lan luot 1a
44,33%: 30,71%; 24,52%; 12,93%. Qua day cho thdy, 6 thir nghiém bd sung ché pham xu

Iy TN t6t hon so v6i 6 thir nghiém khong b sung ché pham.

Déi v6i ham lugng TP: Chéit dinh dudng nito va phospho rat quan trong dbi véi su
sinh trudng va phat trién cia VSV. Mdi mot co thé sinh vat nhit dinh c6 mot nhu ciu dinh
dudng vé N, P. Trong diéu kién mdi truong thira hoic thiéu N, P, su sinh trudng va phat
trién ctia VSV déu c6 thé bi anh huong. Ngoai ra, phospho ciing 1a nguyén nhan chinh gay
ra bung nd tio & mot s6 ngudn nudc mit, giy ra hién tugng tai nhim bén va nudc c6 mau,
mui kho chiu. Qua phan tich va dénh gia hiéu qua xir ly phospho bang ché phdm VSV chiu
man cho két qua cao. Sau 63 ngay, hiéu suét xtr Iy TP ctia cac 6 M1, M2, M3, M4 lan luot
14 27.54%; 21,74%; 15,94%; 11,59%. Qua déy cho thdy 6 thir nghiém bd sung 5g va 10g

ché pham xir Iy TP t6t hon so vé&i 6 b sung 1g ché phdm va 6 ddi chimg.

Tuong tu cic chi s6 hoa hoc cac chi s VSV trong bun ciing bién dong theo thoi
gian. V&i miu khong b6 sung ché phim va 1g ché phim mat d6 VSV khong c6 sy bién
dong nhiéu theo thoi gian; Con dbi voi méu bd sung 10g ché phidm mat d6 VSV dic biét 4
nhém phan hily xenluloza, tinh bt, protein, kitin ting 0 — 28 ngay, sau do bét dau giam,

con véi miu bd sung 5g ché phdm ciing ting theo quy ludt twong tur véi mau 10g, nhung
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tbc do cham hon. Quy luat ciia VSV trong miu c¢6 lvong ché phim bd sung 5, 10g phu hop
v6i quy luat cia COD, BOD, NH," trong nuéc va TOC, TP, TN trong bun. Qua dé cho
thdy, VSV trong ché phim c6 kha ning ton tai trong bun ddy va xir Iy nude trong mé hinh

thir nghiém.

Nhén xét chung:

- Ché pham vi sinh chiu mén c¢6 kha nang cai thién chat lugng nudce rat rd rét so khong bo
sung ché phdm, sau 63 ngay thir nghiém COD, BOD, NH," & cac miu c6 bd sung ché
pham déu dat yéu cdu cia QCVN 08:2015/BTNMT. Hiéu qué loai bé cac chit 6 nhidm
tang khi liéu lwong bd sung ché phim ting.

- Déi véi viee xir ly bun day thi mau c6 bd sung ché phdm cho hiéu qua xu Iy TOC, TN,
TP t6t hon so voi mau khong b sung, sau 63 ngdy: hiéu sudt xir Iy ciia cic mau bd sung
10g, 5g, 1g ché phém TOC tang lan luot 20,3%; 10,3%; 8,2%; TN téng lan luot 31,4%,;
17,8%; 11,6%; TP ting 1an lugt 15,9%; 10,1%; 4,35 so v6i mau khong bd sung ché phadm.

Nhirng hiéu qua dat dwgc ciia giai phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich d tuyén chon, két hop 3 ching vi khuin chiu min dé
tao ra ché phdm vi sinh ¢6 kha ning phan hity cac hop chit hitu co cao nhu xenluloza, tinh
bot, protein, lipit dé thiic ddy qua trinh phan hity, lam sach cac chét 6 nhiém hitu co trong
moi truong nudce 1o hodc nudc méan & cac thiy vuc, nhu tai cac au thuyén ven bién, cac

dam pha nubi trong thuy san.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Quy trinh san xuit ché phdm vi sinh vt chiu man dung dé xir ly bun d4y va nudc bi
6 nhiém chét hiru co ¢ cac ving nude lg va nudc min bao gdm cac budc:
a. Nhan gidéng cip 1

Chon 3 ching vi sinh vat chiu man trong b suu tap giéng vi sinh véat chiu mén
duoc Iuwu giit tai phong thi nghiém Vién Cong nghé moi truong, Vién Han lam Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam, bao gdm ching vi khuin Bacillus subtilis DN1.3 sinh
tbng hop enzym xenlulaza, chiing vi khuén Bacillus amyloliquefaciens TB10 sinh tong
hop enzym amylaza va ching Sphingobacterium mizutaii B8 sinh tdng hop proteinaza;

Truéc khi tién hanh nhan gibng, 3 ching vi khuan dugc tuyén chon néu trén
duoc hoat hoa bang cach cdy truyén cic ching gibng tir 6ng thach sang cac 6ng thach
méi chira moi truong MPA + 3%NaCl va tién hanh nudi trong ti 4m & nhiét do 30°C
trong 24-48 gid; Cac chung giéng da duogc hoat héa dugc nhan gidng cép 1 trén moi
truong MPB ¢6 thanh phén trong 1 lit mdi trudng bao g_ém: cao thit: 3g, pepton: 5g,
NaCl: 30g, nudc cAt 1000ml; Mdi ching vi khuén duge nhén gidng trong cac binh riéng
ré, trong may l4c On nhiét & nhiét d6 30°C, véi van tdc 1ac 200 vong/phut, thoi gian nudi
24 gio;
b. Nhan giéng cip 2

Cac chung Bacillus subtilis DN1.3, Bacillus amyloliquefaciens TB10 va
Sphingobacterium mizutaii B8 sau khi dugc nhan gidng cdp 1 s& dugc tién hanh nhéan
gidng cép 2 riéng & trén cac mdi trudong ddc hiéu; trong do:

- Chung Bacillus subtilis DN1.3 duoc nhan gidng cép 2 trén moi truong MPB
+3%NaCl + 2% bdt xenluloza;

- Chung Bacillus amyloliquefaciens TB10 dugc nhén gibng cép 2 trén moi
truong MPB +3%NaCl + 2% tinh bot;

- Chung Sphingobacterium mizutaii B8 dugc nhén gidng cép 2 trén modi truong
MPB +3%NaCl + 2% bot cazein + 2% déu thyc vat;

Trong d6, ty 1 bd sung dich gibng cap 1 1a 5%; Piéu kién nudi cdy la nhiét do

30°C, suc khi d& dam bao lwong oxy hoa tan 90-95%, tdc do khudy 150 vong/phiit, diéu
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c. Tao ché phdm vi sinh vét

Chuén bi chit mang bao gom cac thanh phan (% trong luong): cam gao 10%, vo
trAu 10%, than bun 40%, va diatomit 40%; Cac thanh phén nay dugc cho vao may dao tron
déu trude khi thanh tring; Sau d6, chit mang dugc sdy kho & 130°C trong 2 -3 gio dén khi
do Am dat 10%; Chét mang sau séy dugc 1am ngudi dén nhiét d6 30°C, bd sung 10% dich
gidng cép 2 ciia 3 ching vi khuin néu trén dao tron déu rdi ép thanh vién nén c6 dudng
kinh 5-10cm.
2. Ché phim vi sinh chiu min diung dé xtr Iy bun day va nudc bi 6 nhidm chét thai hiru co
& cac viung nude lo va nude min thu dwge béi quy trinh theo diém 1, trong d6 ché phdm
ndy bao gdm céc thanh phan: Bacillus subtilis DN1.3 phan giai tinh bot : >10® CFU/gam;
Bacillus  amyloliquefaciens TB10 phén giai xenluloza: >10° CFU/gam;
Sphingobacterium mizutaii B8 phan giai protein, lipit: >10® CFU/gam; va cht mang bao
gdm céc thanh phin (% trong luong): cam gao 10%, vé trAu 10%, than bun 40% va

diatomit 40%.
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Hinh 1.3
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Phén 1ap tuyén chon céc chiing vi khudn chju
mén tir moi trudng ty nhién

A

Phén loai. dinh tén dén loai theo Bergey’s
Manual va 16S-ARN

A

Bao quén ching giéng VSV va hoat hoa
trén mdi truong MPA +3%NaCl

A 4

Nhian gidng cp 1 trong mi trudng
MPB +3% NaCl

A 4

Lén men 1dng chiing
B.subtilis DN1.3 moi

Lén men 16ng chung B.
amyloliquefaciens TB10

truong MPB +3% NaCl + Mai truomg MPB +3% NaCl +2%
2% CMC-Na tinh bt
Chit mane d3 siv thanh Phéi tron déu (mat d6 vi
g . sinh dat > 10°
(Db Am 10%) CFU/ g moi chung)
Ep thanh vién
(D =5-10 cm)

Lén men long ching S. mizutaii
B8
Moi truéng MPB +3% NaCl
+2% cazein

Dong goi, bao quan si
dung
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