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(57) Giai phap hiru ich dé xuat quy trinh san xuét che pham vi sinh vat chiu man dang
vién dé xir 1y cac thuy vuc nude lo va nudc man bao gom cac budc: a. Nhan gidng cap 1
cac chung vi sinh vat chiu min bao gdm: chung vi khuan Bacillus subtilis DN1.3 sinh tong
hop enzym xenlulaza, chung vi khuan Bacillus amyloliquefaciens TB10 sinh tong hop
enzym amylaza, chung Sphingobacterium mizutaii B8 sinh tong hop proteinaza, ching
Lactobacillus brevis L8, va ching Rhodobacter sphaeroides R1 vi khun tia khéng luu
huynh; b. 1én men thu sinh khdi cac ching trén cic mdi trudng thich hop véi timg ching;
va c. tao ché phém vi sinh vat bang cach phdi tron sinh khéi Ién men cua cac chung voi
chat mang bao gdm (% trong luong): cam gao 10%, vo trau 10%, than bun 40%, va dat sét
40%. Giai phép hitu ich cling d& xuat ché pham vi sinh vat chiu man dang vién dé xir Iy cac
thuy vuc nudc lo va nude man thu dugc tir quy trinh néu trén.
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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Giai phép hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc méi trudong, cu thé 1a giai
phap hitu ich d& cap dén quy trinh san xuét ché phdm vi sinh vat chiu min bao g6m
cac chung vi sinh vit ¢6 kha ning phan hay cac hop chét hiru co cao phéan tr nhu
xenluloza, tinh bdt, protein, kitin va cac ching c6 kha nang loai bé cac hop chét chira
lwu huynh, dung dé xtr 1y ddy céc thity vuc nudc man va nude lg bi 6 nhiém cac hop
chét hiru co va dinh dudng. Giai phap hiru ich ciing dé xut ché phim vi sinh vat chiu
min dang vién dé xur ly cac thiy vuc nudce lg va nudc man thu dugc tir quy trinh néu

trén.
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Hién nay cac phuong phap san xuét va stt dung ché pham vi sinh vét cho cac
moi trudng nude déu rat phd bién, khong nhitng ché phdm duge san xudt trong nudc
ma con cac ché phdm duoc nhdp tir nude ngoai. Ché phdm vi sinh vat duge tng dung
trong linh vuirc nudi trng thuy san, xt Iy mui hoi, @rc ché cac vi khudn gay hai hodc xir

Iy cac ao hd 6 nhidm tai cac thanh phd Ién.. ..

Tuy nhién, phan 16n cdc ché phdm méi chi d& cip dén méi trudong nudc ma
chua thiy nhiéu dén moi truong nén day. Khi sir dung ché phdm cho méi trudng nudce
thuong chi cai thién vé phia bé mat thuy vuc va mot phén nudce dudi 16p bé mat. Khi
cac qua trinh phan giai nay két thiac, cac san pham dang chit rin dugc tao ra sé ling
xudng nén day va gy 6 nhiém thi cip cho thity vuc 1a didu kho c6 thé tranh khoi. Ty
thudc vao phuong phép, chét gy 6 nhiém, dién tich can xur Iy va chang vi sinh vat st
dung ma mirc d6 giy anh huong dén nén day 1a khic nhau, do d6 quan tim dén cai
thién chét lugng moi truong nén day cac thuy vuc, tranh dao 1on bé mit 16p trAm tich
va hé sinh thai nén day viéc dua ra mot phuong phép cai thién 13 can thiét va wu tién
trong bdi canh suy giam chit lwong moi trudng hién nay. Hon nita trong mdt pham vi
thily vuc khong phai d§ sau nao cling Uing dung ché phim giéng nhau, ma tiy thudc
vao ban chét cia moi truong va didu kién cu thé dé c¢6 thé 4p dung cho phi hop va

mang lai hiéu qua cao nhu phai phan lap, tuyén chon, nhin giéng tir ban dia, thi

-2-



2445

nghiém diéu kién séng twong thich vdi thuc tién. ... thi qua d6 ché phdm mdai co thé ap
dung dugc cho dai tra.
Ban chét k¥ thuit cia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phéap hiru ich 1a tao ra duoc ché phim vi sinh vét chiu min
dang vién c6 thé dua cac vi sinh vat bao gdm céc ching vi sinh vat chiu man sinh tong
hop cac enzym amylaza, proteaza, xenlulaza, kitinaza ngoai bao, khir hop chét chia
luu huynh vao day cac vung nudce lg, nude man dé lam tang mat do cda cac vi sinh vat
phan giai cac hop chét gdy 6 nhiém nhu protein, kitin, tinh bot, xenlulo, ... gép phan
cai thién quin xa vi sinh vat hitu ich trong méi truong nén day. Pé dat duge muc dich
nay giai phap hiru ich d& xuit quy trinh san xuét ché pham vi sinh vét chiu min dang

vién dé xi 1y cac thiy vuc nude lg va nudc médn bao gom cac budc:

a. Nhén gidng cip 1 cac ching vi sinh vét chiu man bao gdm: ching vi khuin
Bacillus subtilis DN1.3 sinh tbng hop enzym xenlulaza, ching vi khuin Bacillus
amyloliquefaciens TB10 sinh tong hop enzym amylaza, ching Sphingobacterium
mizutaii B8 sinh téng hop proteinaza, chung Lactobacillus brevis 18, va chiing

Rhodobacter sphaeroides R1 vi khuén tia khong lua huynh;

b. 1én men thu sinh khéi cac chung trén cic moéi trudng thich hop véi timg

chung; va

c. Tao ché phim vi sinh véat bang cach phdi tron sinh khdi 1én men cia cac
ching v6i chit mang bao gdm (% trong lwong): cam gao 10%, vé triu 10%, than bin
40%, va dat sét 40%.

Giai phép hitu ich cling dé xuat ché pham vi sinh vét chiu man dang vién dé xur
ly cac thuy vyc nude lg va nuéc man thu duge tir quy trinh néu trén. Thanh phén va
mat do cia cac chung vi sinh vét c6 trong ché phdm theo giai phap hitu ich dugc thé

hién trong Bang 1.

Bang 1. Thanh phén, mét d6 cta cac ching vi sinh vat ¢6 trong ché phdm

TT Thanh phan vi sinh vt Mat do Chtrc ning
(CFU/g)
1 | Sphingobacterium mizutaii B8 10° Phan giai protein
2 | Lactobacillus Brevis 1.8 10° Axit hoa cac hop chat hiru co
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3 | Bacillus amyloliquefaciens TB10 10° Phéan giai tinh bot, kitin, lipit

4 | Bacillus subtilis DN1.3 10° Phan giai xenlulo, tinh bot, lipit, kitin
5 | Rhodobacter sphaeroides R1 10’ Phan hay cac hop chét hitu co chira

luu huynh, khong hinh thanh H,S

Viéce ¢b dinh cac ching vi sinh vét chiu man vao chét mang chtra dét sét da tao
ra cic 6 sinh thai trong ché phim dang vién (xem Hinh 1 va 2) gitp dé dang dua cac
chung vi sinh nay vao mdi trudong nude nhim ting cudng kha ning phan hiy cac hop
chét gy 6 nhidm gop phan lam giam thiéu nguy co suy thoai va cai thién chét luong
mdi trudng cac thity vuc. Vién ché phdm duge san xuét c6 dang hinh tron, kich thudc

duong kinh trong khoang 4-5 cm, trong lugng khoang 0,3 - 0,4 kg.

Uu diém ctia phuong phap san xudt ché phdm va ché phdm dang vién thu dugc

nhu sau:
- De¢ chim xudng moi truong nén day.

- C§ dinh duoc t6 hop cac vi sinh vat va tranh pha loang ché phém ra moi

truong.
- Tao cac b sinh thai dé thich nghi v6i didu kién mdi truong.
- Tap trung va khoanh ving d& dang dé xir Iy duoc cac diém 6 nhiém.
- Khong gay 6 nhidém dén moi truong, an toan véi hé sinh thai.

- D& dang ¢6 dinh tai cac 6 da dugc khoanh ving cho xir ly.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1: La so d6 thé hién quy trinh san xuit ché pham vi sinh vét chiu min theo giai

phép hitu ich.

Hinh 2: La hinh anh chup két qua nuéi vi khuén tia khong luu huynh.

Hinh 3. La anh chup ché phim vi sinh vit dang vién san xuit dugc.

Hinh 4: La anh chup md hinh thr nghi¢m ngoai hién truong theo giai phap hiru ich.
Hinh 5.1: La d thi thé hién hiéu qua xtr Iy TOC trong nu6c & 2 mau thir nghiém.

Hinh 5.2: La dd thi thé hién hiéu qua xir Iy T-N trong nudc & 2 mau thir nghiém.

-4-




2445

Hinh 5.3: La dd thi thé hién hiéu qua x& 1y T-P trong nuéc & 2 mau thir nghiém.

Hinh 6.1: La db thi thé hién hiéu qua xir Iy TOC trong trim tich & 2 mAu thit nghiém.
Hinh 6.2: La dd thi thé hién hiéu qua xir Iy T-N trong trim tich & 2 mau thir nghi¢m.
Hinh 6.3: La db thi thé hién hidu qua xir Iy T-P trong trdm tich & 2 mau thtt nghiém.
Hinh 6.4: La d6 thi thé hién mat do vi sinh vat phan giai protein trong trim tich & 2
mau thtr nghiém.

Hinh 6.5: La dd thi thé hién mat do vi sinh vat phén giai kitin trong trdm tich & 2 mau
thtr nghiém.

Hinh 5.6: La dd thi thé hién mat do vi sinh vat phan giai tinh bot trong trdm tich & 2

mau thir nghiém.

Hinh 6.7: La dd thi thé hién mat d6 vi sinh vét phén giai xenluloza trong trAm tich & 2

mau thir nghiém.

Hinh 6.8: La @ thi thé hién mat do vi khudn tia khong lwu huynh trong trdm tich & 2

mau thir nghiém.

Hinh 7: La so dd thé hién quy trinh san xuit ang dung ché phim vi sinh vat dé xur ly

nén day thay vuc.
MO ta chi tiét giai phap hiru ich
Céac moi truong MRS, MPA, MPB va SA dugc st dung trong ban mo ta nay la cac
mdi trudong théng thuong di biét trong linh vuc k¥ thuat nay.
Nhu dugc thé hién trén Hinh 1, quy trinh san xuét ché phdm vi sinh vét chiu mgn
dang vién dé xu ly cac thity vuc nude lo va nuée mén dugce tién hanh nhu sau:
a. Nhan gidng cép 1
Tuyén chon cac chiing vi sinh vt
Cac chung vi sinh vat dung dé tao ché phdm vi sinh dwgc phan 13p va tuyén
chon tir méi truong tu nhién & Viét Nam nhu tir cic miu bun day cia cac thiy vuc
nuée min nhu miu bun tai Au thuyén Tho Quang (thanh phd Pa Néng), tai céc cang
ca ven bién, tai céc vung nudi thiy san nude 1o, nudc man trén cdc modi truong dac

hiéu cho céac chang vi khudn 1a moi truong MPA cai tién c6 thanh phn trong 1 lit moi
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trudng nhu sau: cao thit 3 g, pepton 5 g, thach aga 20 g, nudc cat 1000ml, dugc bd
sung thém 3% NaCl. Ngoai ra con can 1 b6 sung thém 1% co chét (tinh bot dé tuyén
chon chung vi khudn phan hiy tinh bot, bot xenluloza dé tuyén chon ching phan huy
xenluloza, casein dé tuyén chon chung phan gidi protein). Sau d6 mdi truong duoc
thanh tring & 121°C, 15 phut. Cac mau bun dugc pha lodng trong nudc mudi sinh ly
0,85% NaCl véi cac nong do sau: 10?2, 107, 10™. L4y 100ul dung dich pha lodng nho
vao cac dia thach chaa cac co chét khac nhau. Nudi trong tu dn nhiét & 30°C, sau 48

gio 1ay ra d€ xac dinh hoat lyc enzym cta cac ching vi khuén sinh ra.

Vi du dé phan lap, tuyén chon ching vi khudn c6 kha ning sinh enzym
xenlulaza, cac dia moi truong MPA c6 bd sung bdt xenluloza sau khi tién hanh nuoi
ciy lay ra nhé dung dich lugol, néu xung quanh khuin lac nao c6 ving khong mau
trong subt, ving khong bét mau xanh tim cang 16n thi kha néng sinh enzym cuia chung
vi khuén d6 cang cao. Chi tuyén chon nhimg khuan lac c6 dudong kinh vong phéan giai

trén 30 mm, dé tiép tuc nghién ctru.

Thue hién twong tu nhu trén dé tuyén chon cac ching vi khuén sinh enzym
amylaza phan huy tinh bdt ciing st dung dung dich lugol. Con d6i voi chiing phan giai

protein thi sit dung dung dich axit axetic 1%.

Cac ching vi sinh vét chiu man phan 14p dugc tién hanh dinh tén dén loai bé“mg
phuong phap phan loai truyén thong vi sinh vat ctia Bergey’s Manual va bang ky thuat
sinh hoc phén t& (trinh ty gen 16S-ARN), xac dinh dugc cac ching cd thé dugc sur

dung dé tao ché phém cu thé nhu sau:

Cac ching vi sinh vat dugc tuyén chon bao gdm chiing vi khuan Bacillus
subtilis DN1.3 sinh téng hop enzym xenlulaza, ching vi khuan Bacillus
amyloliquefaciens TB10 sinh tong hop enzym amylaza va chiing Sphingobacterium
mizutaii B8 sinh tong hop proteinaza, ching Lactobacillus Brevis L8 sinh axit lactic va
chung.

Céc chung vi sinh vt nay vira ¢6 kha nang sinh trudng va phat trién ¢6 nhiét do
tir 15 dén 40°C), ndng dd6 NaCl tir 0,05% dén 4%, ching sinh tong hop manh céc
enzym ngoai bao nhu la xenlulaza, amylaza, proteaza cao. Do vay, khi sir dung ché
pham vi sinh bao gdm hdn hop cac ching néu trén dé dua vao cac thiy vuc nudc lg va

nudc min cic chung nay sé& sinh trudng va phat trién tot lam ting mat do cia ching
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trong mdi truong nudce va trong bun day, thic dé4y nhanh qua trinh phan hity cac chét 6
nhiém hitu co trong nude va trong bun day cia cac thiy vuc nay, lam giam thiéu 6

nhiém moi truong.

Sau khi tuyén chon, cic ching nay dugc cdy vao cac dng moi trudong thach va
bao quan trong ta lanh & nhiét do 4°C va duoc luu gilt trong bo suu tap gibng tai
phong thi nghiém Vién Cong nghé mdi truong — Vién Han 1am Khoa hoc va Cong

nghé Viét Nam.

Cac chung vi sinh vat dugc chon tir bo suu tap giéng vi sinh vat dugc luu gile
tai phong thi nghiém Vién Cong nghé moéi truong — Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
ngh¢ Viét Nam, d8 san xuét ché phim bao gdm: ching vi khudn Bacillus subtilis
DN1.3 sinh tong hop enzym xenlulaza, ching vi khuén Bacillus amyloliquefaciens
TB10 sinh tong hop enzym amylaza, chung Sphingobacterium mizutaii B8 sinh tong
hop proteinaza, ching Lactobacillus brevis L8, va chiing Rhodobacter sphaeroides R1

vi khuén tia khong luu huynh. Trong do:

- 3 chung Bacillus subtilis DN1.3, Bacillus amyloliquefaciens TB10 va
Sphingobacterium mizutaii B8 duoc hoat hoa bing cach cdy truyén timg chiing gidng
tir éng thach sang cdc dng thach méi chira mdi truong MPA + 3%NaCl va tién hanh
nudi trong ti Am & nhiét dd 30°C tir 24 - 48 gi0; Céac ching giéng da duoc hbat h()a.
duoc nhan gidng cip 1 trén modi truong MPB c6 thanh phén trong 1 lit mdi truong bao
gbm: cao thit: 3 g, pepton: 5 g, NaCl: 30 g, nudc cAt 1000ml; Didu kién nuéi cdy la
trong may lic 6n nhiét & nhiét do 30°C, v6i vén tée lic 200 vong/phit, thoi gian nudi
24 gio.

- Ching Lactobacillus brevis L8 dugc nudi cdy trén moi truong MRS & nhiét do
37°C, nudi tinh, khong suc khi, thoi gian nhan gidng 48 gio.

- Chung vi khuan tia khong luu huynh Rhodobacter sphaeroides R1 dugc hoat
héa va nudi cdy trén moi trudng SA, trong diéu kién khong cap oxy, dugc chiéu sang
bang dén nilong trong phong & diéu kién nhiét dd 25-30°C, thoi gian nhan gidng 7-10
ngay.

b. Lén men thu nhén sinh khoi ctia cac ching
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Cac ching vi khuan sau khi dugc nhén giong cap 1 s& dugc tién hanh [én men

riéng ré€ dé thu nhén sinh khoi trén cac moi truong ddc hiéu, trong do:

- Chung Bacillus subtilis DN1.3 dugc 1én men trong mdi truong MPB
+3%NaCl + 2% bt xenluloza; TY 1& giéng bd sung 5%, pH 7, nhiét do 30°C, cap khi
dé nf”mg dd oxy DO dat 4-5mg/L, thoi gian 1én men 30-36 gio, mat do vi sinh dat 10°
CFU/ml.

- Chung Bacillus amyloliquefaciens TB10 dugc 1én men trong moi truong MPB
+3%NaCl + 2% tinh bot; TY 1& giéng bd sung 5%, pH 7, nhiét d6 30°C, cip khi dé
ndéng do oxy DO dat 4-5mg/L, thoi gian 1én men 30-36 gio, mat do vi sinh dat 10°
CFU/ml.

- Chung Sphingobacterium mizutaii B8 dugc lén men trong moi truong MPB
+3%NaCl + 2% bot cazein; TY 1& gibng bd sung 5%, pH 7, nhiét do 30°C, cdp khi dé
néng do OXy DO dat 4-5mg/L, thoi gian 1én men 30-36 gio, mat do vi sinh dat 10°
CFU/ml.

- Chung Lactobacillus brevis L8 dugc 1én men trong moi truong MRS +3%
NaCl; Ty 1¢é gidng bd sung 5%, pH 5-6, nhiét do 37°C, 1én men tinh, thoi gian 1én men
48-60 gidy, mat do vi sinh dat 10° CFU/ml.

Chung vi khuan Rhodobacter sphaeroides R1 dugc 1én men trong mdi truong
SA cai tién c6 bd sung 30 g/l NaCl; Diéu kién nudi cdy vi khuan quang hop tia khong
luru huynh chi Rhodobacter duge nudi ciy trén mdi trudng SA, & dicu kién khong suc
khi duéi anh sang tu nhién hodc chiéu sang bang dén nilong, nhiét d6 30-35°C, d6 pH
t6i wu 12 6,5-7,5; thoi gian nudi 10-14 ngay, mat do vi sinh dat 10° CFU/ml.

c. Tao ché pham vi sinh vat

Chét mang 1a thanh phén c6 vai trd quan trong trong ché pham vi sinh vat. Chét
mang vura c6 tdc dung cung cip dinh dudng va chét khoang dong thoi lam gia thé dé
cac vi sinh vat bam vao. Do vay, giai phap hitu ich da tién hanh thir nghiém danh gia
8 lwa chon chit mang thich hop. Cu thé a chat mang theo giai phép hitu ich sir dung
la cac nguyén liéu dé lam moi truong x6p bao gb6m (% trong luong): cam gao 10%, vo
trau 10%, than bun 40%, va dét sét 40%; Trong d0, cac thanh phﬁn cam gao, vo triu va

than bun c6 vai trd cung cp chit dinh dudng va chét khoang cho céc ching vi sinh
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vat. Bot dat sét c6 vai trd quan trong trong viéc lam gidm do am cua hdn hop va lam

gia thé dé cac chung vi sinh vt bam vao va tang do ket dinh cta ch€ pham.

Céac thanh phﬁn tao chét mang néu trén duoc cho vao mdy dao tron déu trude
khi thanh tring; Sau d6, hdn hop dugc say kho & 100°C trong 2 -3 gid dén khi @6 4m
dat 10%; Chét mang sau sdy duoc 1am ngudi dén nhiét do 30°C, bd sung 10% thé tich
dich sinh khéi thu duge & budce b) cia 5 chung vi khuin néu trén dao tron déu roi ép

thanh vién nén c6 duong kinh 4 - Scm.

Theo mdt phuong an, giai phap hitu ich dé xuét ché pham vi sinh vat chiu man
dang vién dé xu 1y céac thiy vuc nudce lg va nude mdn thu duge tir quy trinh néu trén,
trong d6 ché phim vi sinh nay bao gbm céc thanh phan: Bacillus subtilis DN1.3 > 108
CFU/g; Bacillus amyloliquefaciens TB10 > 10® CFU/g; Sphingobacterium mizutaii B8
> 108 CFU/g; Lactobacillus brevis L8 > 108 CFUl/g; Rhodobacter sphaeroides R1 >
10® CFU/g; va chat mang bao gbm cac thanh phan (% trong lugng): cam gao 10%, vo
trdu 10%, than bun 40%, va dit sét 40%. Ngoai ra, ché phim theo giai phap hiru ich

khong chira cac vi sinh vat gay bénh nhu E.coli, Salmonella, S. aureus, P. aeruginosa.

Quy trinh sir dung ché phdm vao xtt Iy bun ddy cac thay vuc s& duge thuc hién

theo cac budc nhu mo phong trong Hinh 7.

Pé c6 co s tng dung ché phém vi sinh véat chiu man nham xur ly 6 nhiém tai
cac thay vuc mong mubn, viéc dau tién can lam la phai khoanh vung, tinh todn dién
tich, thé tich bun tai khu vuc can XU ly 6 nhiém (goi tat 1a khu vuc). Quan trong nhét 1a
phai c6 dugc bd 54 liéu v& hién trang méi trudng nén tai khu vuc bao gdm ham lugng
céc thong s6 6 nhidm dién hinh nhu tdng cacbon hitu co (TOC), tong nito (T-N) va
téng photpho (T-P, xac dinh sy hién dién cua cac vi sinh vat ban dia cé trong khu vuc
va cac ching vi khuin d6i khang co thé co tai khu vuc v6i 05 ching vi khudn c6 trong
ché phim vi sinh vat chiu mén néu trén. Tir d6, s€ tinh toan lugng ché phdm céan st
dung dé xit 1y 6 nhiém tuy theo hién trang moi truong tai khu vuc. Sau do, wéc tinh
chia 0 tai khu vuc dé viéc phéan bb ché phérn duoc déng déu cho toan bd thé tich nén

day can xir 1y.
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Vi du thye hién giai phap hiru ich
Vidu 1

Dé san xuét dugc ché phdm vi sinh vat theo quy trinh cua giai phap hiru ich, cac

yéu tb cn thiét bao gom:
a) Trang thiét bi, may méc

- Hé théng 1én men xdp; ndi hip kho tring, td sdy; ta 4m, budng ciy voO
trung, may lac on nhiét, hé théng 1én men chim; thiét bj phdi tron, dong goi; binh,

cdc thuy tinh, cb¢ dinh lugng, petri, 6ng nghiém...
b) Nguyén liéu

Bang 2. Nguyén vat liéu st dung dé san xuét 100kg ché pham

Nguyén vat liu Thong ) k§ thuat 50
luong

Mbi truong Cao thit: 3,0 g; pepton: 5,0 g; NaCl: 30,0 g; nude cét 3 i

MPB 1000ml

Mai truong tinh | Cao thit: 3,0 g;’ pepton: 5,0 g; NaCl: 30,0 g; tinh bit 10 1t

bot 20,0 g; nude cat 1000ml

MGoi truong Cao thit: 3,0 g;’pepton: 5,0 g; NaCl: 30,0 g; CMC: 10 1t

xenlulo 20,0 g; nude cat 1000ml

Pepton: 10 g, cao thit:10 g,cao nidm men: 5 g/1, gluco
MRS 20 g, K,HPO,: 2 g, natri axetat: 5 g 10 lit
Amoni — xitrat: 2 g, magie sulfat: 0.2 g

Mangan sulfat: 0,05 g; nuéc cit 1000ml

KH,PO,: 0,5 g; NH,4Cl : 0,4 g; MgSO4.7H,0: 0,2 g;
CaCl,'2H,0: 0,05 g

Vi lugng:1,0 ml; dung dich NaHCOs: 50,0 ml

Mbi truong SA 10 lit
Dung dich Na,S.9H,0: 50,0 ml
Dung dich natri pyruvat: 50,0 ml

NaCl: 30,0 g; nuéc cat 1000ml, pH 6,5-7

, 10% cam gao; 10% trau; 40% than bun va 40% bot dat
Chat mang 60 kg
sét
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Chung gidng vi sinh vat: Cac ching vi sinh vat dugc st dung trong san xuét ché
phém vi sinh vat xtr ly chét thai hitu co trong nguf”)n nudc man, nudc lg, bao gém cac
chiing vi sinh vat c6 kha nang chuyén hoa hop chét hitu co giau protein, kitin, tinh bot,

xenlulo va vi khudn tia khong luu huynh. T6 hop nhém vi sinh vat st dung trong san

xuat nhu sau:

Bang 3. T6 hop vi sinh vt sit dung trong san xuét ché pham

TT |  Thanh phan vi sinh vat Mat do Chirc ning
(CFU/g)

1 | Sphingobacterium  mizutaii 10 C6 kha nang hip thy protein duéi dang
B8 axit amin han ché san sinh ra NH; va H,S
Lactobacillus Brevis 1.8 10° Chuyén hoéa cac loai duong lacto thanh

axit lactic, (rc ché cac vi khuan E.coli va
Samonella trong moi trudng

3 | Bacillus amyloliquefaciens 108 Sinh enzym phén gidi manh cac hop chat
TB10 tinh bot, xenlulo, kitin va e ché vi sinh

vat gdy bénh

4 | Bacillus subtilis DN1.3 10° Sinh enzym phén giai manh cdc hgp chat

tinh bdt, xenlulo, protein, kitin va wrc ché
vi sinh vat gdy bénh
5 | Rhodobacter sphaeroides R1 10 G6p phan han ché san sinh ra khi H,S

Trong qua trinh st dung cac chung vi sinh vat, viéc danh gia chét lugng cic
chiing vi sinh vat ludn doi hoi 1a mot khau chinh cta quy trinh. Hoat tinh sinh hoc cua
céc chung vi sinh vat sit dung dugce danh gia theo cac phuong phép thi nghiém thuong
qui da dugc chuén hoa trong phong thi nghiém.

¢) San xudt 100 kg ché pham
St dung cac nguyén li¢u va trang thiét bi may moc néu trén, tién hanh san xuét theo
quy trinh dugc md ta chi tiét néu trén thu dugc 100 kg ché pham vi sinh chiu man dang
vién. Ché phém tao ra duoc bao quan & nhiét 46 phong trong 1 thdng, sau do tién hanh
danh gid mét d6 vi sinh cla cac ching vi sinh ¢6 trong ché phidm truéc va sau bao

quan 1 thang. Két qua dugc trinh bay trong Bang 4 dudi déy.
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Bang 4. Sy tdn tai clia cdc ching vi sinh trong ché phim sau 1 thang bao quéan & nhiét

do phong
Tén ching vi sinh vat Mat do vi sinh vat (CFU/g)

Ngay dau san xuat Sau 1 thang bdo quan
Sphingobacterium mizutaii B8 | 5,1 x 10° 4,2 x 10°
Lactobacillus brevis 1.8 7,8 x 108 7,2 % 108
Bacillus amyloliquefaciens 8 8
TB10 6,3 x 10 5,2 %10
Bacillus subtilis DN1.3 4,3 x 10° 3,5 x 10°
Rhodobacter sphaeroides R1 | 6,3 x 10" 5,110’

Vidu2

Ung dung ché phim tir cac ching vi khuén chiu min vao qua trinh xt 1y Au
thuyén Tho Quang, giai phap hitu ich da tién hanh dénh gid kha ning xir ly bun day
cia cac chung vi sinh vat tuyén chon trong ché phim & quy md nghién ciu thyc
nghiém ngoai hién trudong tai du thuyén Tho Quang voi dién tich bé mat 100 m* va

dugc chia lam 02 6. M6 hinh thir nghiém dugc trinh bay chi tiét nhu sau:

Quay dién tich khu thuc nghiém véi 100 m” bé mit thay vuc, chia lam 02 6,
mdi 6 ¢6 dién tich bé mit 13 50 m? voi do day 16p bun vao khoang 0,5 m. Dién tich thir
nghiém duogc thiét k& c6 ctra dé cho nudc thay tridu ra vao thuén tién. O thi nghiém
(viét tht 1a TN) c6 bd sung ché phdm vi sinh vét véi ti 1& 1% ché pham/thé tich tram

tich can xt ly. O dbi chung (viét tat 1a DC) khong bd sung ché pham.

Theo d&i thi nghiém trong 06 thang (twong Ung 182 ngay), 07 ngay 14y miu

phén tich mdt lan bao gom mau tram tich va nude tai moi be.

Céc chi tiéu cin theo doi danh gia nhu sau: tdng cacbon hiru co (TOC), tong
nito (T-N), tdng photpho (T-P) trong nudc va trAm tich. Mat do vi sinh vat phan giai

protein, kitin, tinh bdt, xenluloza va vi khuén tia khong luu huynh trong trdm tich.
Két qua thir nghiém duoc thé hién trong Bang 5 du6i day.

Béang 5. Hiéu qua xir Iy 6 nhiém qua 1 sb chi tiéu hoa sinh trong qua4 trinh thir nghiém

TT | Chi tiéu O dbi chimg (PC) | O thi nghiém (TN)
1 | TOC trong nudc 36,51% 62,96%
2 | T-N trong nuéc 28,75% 55,75%
3 | T-P trong nugc 30,48% 52,38%
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4 | TOC trong tram tich 16,00% 64,84%

5 | T-N trong tram tich 26,04% 49,34%

6 | T-P trong tram tich 24,14% 50,00%

7 | Mat @6 VSV phan giai protein trong tram | Ting 1,5 lan Tang 7,7 lan
tich

8 | M4t d6 VSV phan giai kitin trong tram tich | Tang 1,7 lan Tang 12,1 14n

9 | Mat do0 VSV phan giai tinh bot trong trdm | Tang 2,4 lan Tang 5,6 1an
tich

10 | Mat 6 VSV phan giai xenluloza trong trAm | ~ 1 lan Tang 2,5 lan
tich

11 | Mat do vi khuan tia khong luu huynh trong | Tang 1,1 lan Tang 13,0 lan

trAm tich

Hi¢u qua dat dwgce cha gidi phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich da tuyén chon, két hop 5 chung vi khuin chiu

man dé tao ra ché pham vi sinh c6 kh& nang phan hiy cac hop chat hitu co cao nhu

xenluloza, tinh bot, protein, kitin va dic biét la chung khuén tia khong luu huynh dé

thic ddy qua trinh phan hiy, lam sach cac chét 6 nhiém hitu co trong moi trudong nude

lo hodic nudc min & cac thiy vue, nhu tai cac du thuyén ven bi€n, cac dam phé nudi

trdng thiy san ddng thoi han ché sinh ra khi H,S gdy mui kho chiu trong qua trinh Xt

1y.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh san xuét ché pham vi sinh vat chiu mén dang vién dé xir Iy cac thity vuc

nudc 1o va nude man bao gom cac budce:
a. Nhén giong cap 1

Céc chung vi sinh vat dugc chon tir by suu tap gidng vi sinh vat dugc luu giit
tai phong thi nghiém Vién Cong ngh¢ mdi truong — Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam, d& san xudt ché phim bao gdm: ching vi khuan Bacillus subtilis
DN1.3 sinh tdng hop enzym xenlulaza, ching vi khuan Bacillus amyloliquefaciens
TB10 sinh tdng hop enzym amylaza, chiing Sphingobacterium mizutaii B8 sinh tong
hop proteinaza, ching Lactobacillus brevis 1.8, va ching Rhodobacter sphaeroides R1

vi khuén tia khong luu huynh; trong do:

- 3 chang Bacillus subtilis DN1.3, Bacillus amyloliquefaciens TB10 va
Sphingobacterium mizutaii B8 dugc hoat hoa bing cach ciy truyén timg ching gibng
tir 6ng thach sang cac 6ng thach méi chira moi truong MPA + 3% NaCl va tién hanh
nudi trong ta 4m & nhiét do 30°C tir 24 - 48 gio; cac ching gidng da dugc hoat hoa
duoc nhan gidng cdp 1 trén méi truong MPB ¢6 thanh phan trong 1 lit méi trudng bao
gbm: cao thit: 3 g, pepton: 5 g, NaCl: 30 g, nudc cat 1000ml; diéu kién nudi cdy la
trong may lic 6n nhiét & nhiét do 30°C, vdi van tdc 1ac 200 vong/pht, thoi gian nudi
24 gio;

- Chung Lactobacillus brevis L8 dugc nuodi cdy trén moi trudong MRS & nhiét do
37°C, nudi tinh, khong suc khi, thoi gian nhéan gidng 48 gio;

- Chung vi khuén tia khong luu huynh Rhodobacter sphaeroides R1 dugc hoat
hoa va nudi cdy trén méi trudong SA, trong diéu kién khong cip oxy, duge chiéu sang
bing dén nilong trong phong & diéu kién nhiét d§ 25-30°C, thoi gian nhan giéng 7-10
ngay;

b. Lén men thu nhan sinh khéi cta cic ching

Cac chang vi khuan sau khi dugc nhén giong cap 1 s€ dugc tién hanh 1én men

riéng r& dé thu nhén sinh khoi trén cdc moi truong déc hi¢u, trong do:

- Chung Bacillus subtilis DN1.3 dugc lén men trong moi truong MPB
+3%NaCl + 2% bot xenluloza; ty 1& giéng bd sung 5%, pH 7, nhiét do 30°C, cip khi dé
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ndng d6 oxy DO dat 4-5mg/L, thoi gian 1én men 30-36 gid, mét do vi sinh dat 10°
CFU/ml;

- Chung Bacillus amyloliquefaciens TB10 dugc lén men trong moi truong MPB
+3%NaCl + 2% tinh bot; ty 1& gidng bd sung 5%, pH 7, nhiét do 30°C, cip khi dé
nf“)ng do oxy DO dat 4-5mg/L, thoi gian 1én men 30-36 gio, mat do vi sinh dat 10°
CFU/ml;

- Chung Sphingobacterium mizutaii B8 dugc 1én men trong moi truong MPB
+3%NaCl + 2% bot cazein; ty 1& gidng bd sung 5%, pH 7, nhiét d6 30°C, cip khi dé
néng do oxy DO dat 4-5mg/L, thoi gian 1én men 30-36 gi®, mat do vi sinh dat 10°
CFU/ml;

- Chung Lactobacillus brevis 1.8 dugc 1én men trong modi truong MRS +3%
NaCl; Ty 1& giéng bd sung 5%, pH 5-6, nhiét dd 37°C, Ién men tinh, thoi gian 1én men
48-60 gio, mat do vi sinh dat 10° CFU/ml;

Chung vi khudn Rhodobacter sphaeroides R1 dugc 1én men trong moi truong
SA cai tién c6 bd sung 30 g/l NaCl; diéu kién nuoi cdy vi khudn quang hop tia khong
luu huynh chi Rhodobacter duge nudi cdy trén mdi trudng SA, & diéu kién khong suc
khi du6i anh sang tu nhién hoidc chiéu sang bang dén nilong, nhiét do 30-35°C, d6 pH
toi vu 12 6,5-7,5; thoi gian nudi 10-14 ngay, mat do vi sinh dat 10° CFU/ml; va

c. Tao ch€ pham vi sinh vat

Chudn bi chit mang: thanh phan cic nguyén liéu st dung dé lam moi truong
x6p tao chit mang bao gdm (% trong luwong): cam gao 10%, vo trdu 10%, than bun
40%, va dat sét 40%; cac thanh phin nay dugce cho vao may dao tron déu trude khi
thanh tring; sau d6, chit mang duoc siy kho ¢ 100°C trong 2 -3 gid dén khi @6 4m dat
10%; chét mang sau séy dugc lam ngudi dén nhiét d6 30°C, bd sung 10% thé tich dich
sinh khdi thu duge & bude b) cia 5 ching vi khudn néu trén dao tron déu rdi ép thanh
vién nén c6 duong kinh 4 - Scm.

2. Ché phém vi sinh vat chiu méan dang vién dugc san xudt boi quy trinh theo diém 1,
trong d6 ché pham vi sinh nay bao gém cac thanh phan: Bacillus subtilis DN1.3 > 10°
CFUlg; Bacillus amyloliquefaciens TB10 > 10* CFU/g; Sphingobacterium mizutaii B8
> 10 CFU/g; Lactobacillus brevis L8 > 10° CFU/g; Rhodobacter sphaeroides R1 >
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10® CFU/g; va chit mang bao gom céc thanh phan (% trong luong): cam gao 10%, vo
triu 10%, than bun 40%, va dat sét 40%.
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