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PHAN LAP VA TUYEN CHON CAC CHUNG VI KHUAN NITRAT
HOA BE (PNG DUNG TRONG XU Li NWOC HO O NHIEM

TRAN LIEN HA, PHAM TUAN ANH, NGUYEN TH| THANH
L. MO PAU

Ngay nay, viéc ang dung cac ché pham vi sinh vit d& xi li nuog cac hé bi 6 nhiém dugc s
dung ngdy mdt pho bién. Khac v&i cac phuong phap vat li, héa li..., vige bd sung cac ché phdm
vi sinh vao trong hd giip tang cuong kha nang phuc hdi va thiic day qua trinh tu lam sach trong
hé sinh thai cia hd. Do vay, ddy 1a phwong phap c6 tinh én dinh cao va la mét huéng di rit thin
thi€n v&i mdi trudng.

Cic ché phim vi sinh vét duoc sir dung sé loai bd ham luong cdc chdt C, N, P ,... du thira
trong nudc theo cic qué trinh khac nhau nhu dé tao sinh khéi té bao vi sinh vat, oxy hoa c4c chat
thanh san phim cudi ciing 1 CO, va H,O, chuyén hoa nito dang hitu co va vé co thanh dang khi
N, thoat ra ngoai méi trudmg, tich tu P trong co thé & bao,... Qaa trinh loai bé nito dir thira trong
nude hé dién ra chii yéu boi cac qua trinh amén hoa, nitrat hoa va phan nitrate héa [2]. Trong d6,
nitrate hoa 14 qua trinh hiéu khi, dau tién NH'; duoc oxi héa thanh nitrit NO;, sau do nitrit NO;
s& chuyén hoa thanh nitrate NO;™ [5], céc bién ddi ndy duge thwe hién béi cac vi khuin nhu
Nitrosomonas, Nitrobacter [3]. Tiép dé nitrite, nitrate chuyén thanh nito phén tir phat tan vio
trong khéng khi nhér tac dung clia cac vi khudn phan nitrat héa. .

Vao nim 1994, Mulde va cdng su [4] d3 phat hién thém mdt qua trinh oxi héa amoniac
yém khi, t€n goi ]a Anammox. Trong qu4 trinh nay NH," déng vai tro 1a chét nhudng electron,

NO; la chit nhan electron va san pham ciia qua trinh 12 N, Tuy nhién qua trmh ndy dién ra chim
hon so v&i cdc qua trinh trén.

Trong nghién ciru nay ching t6i phén lap, tuyén chon va tim cic diéu kién nudi cly thich
hop dé thu sinh khdi cac ching ¢6 kha nang nitrate héa dé dang dung trong san Xuét cac ché
pham vi sinh xir li nuwéc hd & nhiém.
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IL. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN cUU

1. Cac mau ditng daé phan lap

Chin mau dat va nudc & xung quanh Ha Néi dugc thu thap dé lam nguon vi smh vat. Trong
do hai méu dit & Thanh _Tri va Tir Liém va bay mau nudc gom c6 4 mau nudce & hé Sai Dong 1
2 miu & hd nhé va 2 miu & hd to véi vi tri & mat hd va & d6 siu 0,5 m),cic mau nudc & bé mat
h6 Ha Doéng, ho Ba mau va mau nudc & d sau 0,5 m cva ho Pong Anh.
2. M6i trudng phén lip

M&bi truémg phan Idp 1a moi trudng Vinogradski, thanh phin gém cé (NH LSO, 2 (g/1);
K;HPO, 1 (g/1); MgS0O4 0,5 (g/l); FeSO, 0.4(g/t); NaCl 2(g/l);, pH 8. Mdi trudmg duge thanh
trimg & 121°C trong 15 phut.

3. Phwong phap phéan lap
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Cac méu sau khi thu thdp duoc cly vao mdi truong Vinogradski. Kha nang chuyen hoa
amon thanh nitrit cha ciac mau duge xdc dinh bang thube thir Griess. Bi véi cac mau c6 hoat
tinh s& dugc s dung dé phén 1ap. Cac méu nay dugc pha loding theo hé s6 thap phan va
cdy trén mdi trudmg Vinogradski cé bd sung 2% aga. Cac khuén lac riéng ré duge kiém tra lai
hoat tinh trén méi truong Vinogradski 16ng.

4. Phurong phap xie dinh ham lwgng NH,"

Liy 5 ml dung djch chira NH," va 20 m! NaOH 40 % vao binh cat dam. Sau d6 thém 20 m!
dung dich H;BO; 3% cing 3 - 5 giot thuéc thir taxnro vio binh himg. Tién hanh qua trinh ct
dam va kiém tra s két thic qua trinh cat dam bang giay quy. Dinh luong amon tetraborat sinh ra
bing H,S0,. Mot mililit H,SO, 0,1 N ding chuén d6 tu0’ng ung véi 1,4 mg N.

5. Phwong phdp xac dinh ham hrgng NO,”

Ham lugrg NOy dugce xac dinh dwa vao phan (ng mau cia ion NO; voi thude thir Griess
[1]. Hén horp phan img gdm ¢6 4 ml miu nghlen ciru (duge pha lodng vai ti 1€ thich hop), 1 ml
Griess 1 va 1 ml Griess 2. Sau d6 hdn hop nay duoc lic déu va dé yén trong 10 phut. Néu trong
dung dich cé chira ion NO; thi né s& phan (mng véi thudc thir cho méu hong Cudng d6 mau ti 1€
thuin véi néng d6 ion NO;y™ ¢6 trong dung.dich.

6. Nghién ciru cac yéu t§ anh hudng dén sy sinh trudng céa cic ching nitrit hoa

Trong bai nay hai yéu t& quan trong anh hudng dén sy sinh trudng ciia cac ching nitrit hoa
dwoc khao sat d6 12 nhiét do va pH. Pé khao sat nh huong cia nhiét d6 cdc chung nitrit
hoa dugc nudi'trong moi trudng Vmogradskl voi pH ban diu 6,7,8 va 9 & 30°C. Pbi v6i anh
huéng cia nhiét d, cac ching duoc nudi cy trong moi trudmg Vinogradski pH ban ddu 8 & cic
nhiét do khac nhau 20°C, 30°C, 40°C va 50°C.

III. KET QUA VA THAO LUAN

1. Phén l3p vi khudn nitrat hoa

Bén ching vi khuén ¢6 kha nang nitrate hoa dd dugc phéin ldp tir nudce 7 mAu nudc ho va 2
dat. Trong s6 2 mau dat, khong mdt vi khudn nitrat héa nao duge tim thay.

Véi 7 mau nude duge sit dung trong nghién ciru niy, 4 miu duge léy ngay trén bé mat hd
va 3 méu dugc liy & do sau 0,5 m, két qua thu duge chi ra ring chi nhitng mau nao duge 1y trén
bé mit mdi thu duoc cac chiing nitrat hoa, diéu nay phu hop véi nhén dinh cia nhiéu tac gia cho
rang nitrat hoa 1a qua trinh hiéu khi [3].

2. Khi ning nitrit hod ciia cac ching

Bén ching vi khudn phén 13p duoc nudi cdy trén méi trudng Vinogradxki, & pH 8, téc o tée
do 150 vong phat va nhiét do 30°C. Kha nang nitrat hoa clia cac ching thé hién thong qua sy
thay d6i vé& ham lugng NH," va NO, (hinh 1).

Hai chung S3 va $4 ¢6 t8 d6 chuyén hod NH," rit cham (hinh 1A,1B). Sau 7 ngay nudi kha
nang nitrate hoa cla céc chiing S3 va S4 chi dat 5,88 % va 2,35 %. Ham lugng nitrit sinh ra
trong méi trudng 1én men 14n lugt 13 0,332 (g/1) va 0,132 (g/). PSi vdi hai chung S5 va $6 kha
nang nitrate hoa thé hién 15 sau 2 ngay nubi cdy va ham lugng nitrit sinh ra tuong (mg 12 0,14
(/1) va 0,32 (g/}) (hinh 1C, 1D). Sau 7 ngay nudi cdy kha niing nitrate héa cia céc ching S5 va
S6 111,67% v 4 37,29% va ham lugng nitrit sinh ra 1 0,692 (g/1) v & 2,042 (g/1). Tir két qua trén
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cho thiy hai chiing $3, $4 ¢6 tbe d chuyén héa N’H;;+ chém so voi hai chung S5, S6. Do viy hai
chiing S5, S6 dugce lyra chon cho cac thi nghiém tiép theo.
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Hinh 1. Kha nang nitrate hod ctia céc ching trong mdi trudmg Vinogradski
(A: ching 53, B: chung 54, C: chung 85, D: ching 86) ':

4. Cac yéu té anh hudng dén sinh truémg ciia cac ching nitrit hod
a. Anh hwimg cua pH

pH cta moi trudmng anh huo*ng truc tiép dén su phét trién cia vi khuan nitrate hod. Khi pH
moi truo‘ng qua cao din dén viéc tao ra mét lugng 16n NH; trong méi truedmg [6] va lam trc ché
sur phat trién cha vi khuén oxi hoa amon va nitrit. Trong truong hop pH cia moi trudng quéd thap
dan dén viéc tich tu mét luo‘ng I6n axit nitric va chit e ché sur phat trlen cua vi khudn nltrate
hoa. Do viy vi¢c xac dinh gia trj pH phu hop cho qué trinh nitrate hoa cin dugc nghién ciru. Két

qua anh hudng pH dén sir phat trién cta hai chiing dwoc chi ra trén hinh 2. Ca hai chung S5 va
S6 déu phat trién tot nhat & pH 8, tuy nhién mac do anh huong cia pH 13 khac nhau. Hinh 2B

97



chi ra rang pH c6 anh huéng rat 16m dén su phat trién cua chung S6. O pH 8 sy phat trién caa S5
dat gié tri cao nhit OD 620 nm 0,391 sau 72 h nudi cdy. Khi pH tang 9 hay giam 7 hay 6 thi gia
OD 620 nm 1an lirot 12 0,288, 0,31 va 0,264. Chuing S5 bj anh hudéng cla pH it hon trong giai pH
tu 7-9. Gla triOD 620 nm datcyc dai 6 pH 7,8va 9 lan lugt 14 0, 325 0,353 va 0 293 sau 48 h
nudi cdy. Dbi voi ca hai ching, pH 6 khong thich hgp cho sy phat trién. Theo sb ligu thong ké
ciia Cong ty TNHH nha nude mdt thanh vién cdp thodt nude Ha N&i, pH ciia cdc nude hé Ha
Nai dao dong 6,89 dén 9,13 va tir cac két qua thu dugc ta thiy rang hai ching S5 va $6 co thé
phét trién t6t & ngoai mai trudng. pH moi trudng thich hop cho hai chiing S5 va 56 1a 8. Két qua
nay ciing phil hop didu kién dbi véi Nitrosomonas va Nitrobacter [3, 6]. Tuy nhién cic ching
Nitrosomonas va Nitrobacter phét trién chdm hon. Nitrosomonas dat gia tri OD 620 nm cyc dai
1a 0,17 sau 72 gi¢ va Nitrobacter dat gia tri OD 620 nm cuc dai 1a 0,15 sau 96 gio nuéi cay Vi
khuin Nitrosomonas va Nitrobacter 1a dién hinh cho qua trinh nitrate hoa tuy nhién so v&i cac
chung ching t61 phin 1ip dugc thi tc do phit trién cta ching cham hon. D& voi viée st dung
vi sinh vit dé )tu li mroc hd thi tbe do phat trién clia vi sinh vat dong vai trd quan trong vi khi vi
sinh vit phat trién chung chuyen hod cic chit dir thia trong nuéc thanh sinh khéi va gop phin
dang ké viéc lam giam 6 nhiém,
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Hinh 2. Anh hwong cia pH dén su phat trién cia céc chiing S5 va 56
{A: ching S5; B: chiing 86)

b. Arih ueomg ciia nhiét dp

Anh huéng cia nhiét d6 dén sy phiét trién ciia hai chiing dugc thé hién trén hinh 3. Chung
S5 phat trién tdt nhit & nhigt 49 30°C va dat gia trj OD 620 nm cyc dai 0,353 sau 48 giy nuoi cay
(hinh 3A), Sy phat trién cia S5 bj giam dird rét khinhiét do thay ddi. O 20°C, 30°C va
40°C S5 phat trién cham va gia trj OD 620 nm cyc dai l4n luot 14 0,175, 0,188 va 0,142 sau 48
gio nudi cay.

Chiing S6 phat trién chdm hon so véi S5 va dat gia tri OD 620 nm cyc dai sau 72 gi&r nudi
céy (hinh 3B). Chung ndy phat trién t5t & nhiét 46 30°C va 40°C gia tri OD 620nm cyc dai lin
luot 1a 0,391 va 0,368. Khi nhiét dj tang 1én 50°C va giam xuong 20°C thi su phat trién cia S6
giam di r5 rét va gia tri OD 620 nm cao nhét chi con 13 0,168 va 0,192.
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Céc chiing S5, S6 ¢6 nhiét d6 t6i wru 13 30°C, pH ban dau t6i wu la 8. Téc d sinh trudng
cao nhét ciia S5 & thoi gian 48 giv, cha $6 la 72 giv, day 1 cac diéu kién tdi wru dé thu hoi sinh
khbi ciia hai chiing vi khudn nhiam &ng dung vao trong che pham sinh hoc dé xir li nude hé. Tuy
nhién trong nghién ciru nay, sir anh hudng cua cic yeu t6 toi sinh trudng cia cac chung méi chi
dugc khao sat doc lap, dé co thé ap dung & quy mé 1én thi can phai khao sat su tuong tac giita
céc yeu t6 téi sinh khéi thu duge va dua ra mot ham toan hoc vé mbi quan hé giira cac yéu td va
sinh khdi.
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Hinh 3. Anh huéng ciia nhiét 4§ dén sy phat trién cia cac ching S5 va S6
(A: su phét trién cua ching S5; B: sy phét trién cia S6)
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