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L.OT CAM DOAN

T6i xin cam doan lun an: "Nghién cieu ché tao vit liéu xép tich hop vi sinh
vt va vit ligu xop mang hat xic tic quang nhdam xiv Iy moi truong nuwde nudi t6m"
13 cong trinh nghién ctru cta chinh minh dudi sy huéng din khoa hoc cia tap thé
hu6ng din. Ludn 4n str dung thong tin trich din tir nhidu ngudn tham khao khac nhau
va céc thong tin trich din dugc ghi rd ngudn gde. Cac két qua nghién ctru ciia toi
duoc cong bd chung vai céc tac gia khic di duoc su nhét tri cua ddng tac gia khi dua
vao ludn an. Céc sb liéu, két quéa dugc trinh bay trong ludn 4n 1a hoan toan trung thuc
va chua ting duge cong bo trong bét ky mot cong trinh nio khic ngoai céc cong trinh
cong bd cua tic gia. Luin 4n duge hoan thanh trong thoi gian toi 1am nghién ctru sinh
tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét
Nam.

Ha Néi, ngay A1 thing § ndm 2025
Tac gid ludn an
(Ky va ghi vo ho tén)

Nguyén Thi Minh
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LOI CAM ON

Trude tién, tdi xin bay t6 1ong biét on chin thanh va siu sic nhit dén tap thé
giang vién huéng dan, TS. Hoang Phuong Ha va PGS.TS. Ha Phuong Thu da tin
tinh huéng din, hé tro va dinh huéng cho toi trong sudt thoi gian thuc hién luan an.

Xin chin thanh cam on cac d(‘“)ng nghiép tai Phong Céng nghé sinh hoc tai tao
mdi truong, Vién Cong nghé sinh hoc da hd tro, tao diéu kién thun loi cho toi trong
qué trinh thye hién thi nghidm va déng gbp cac v kién v& chuyén mon dé t6i c6 thé
hoan thién va bao vé Luén an.

Xin cdm on Ban lanh dao Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé, Phong Dao tao,
Quan 1y Khoa hoc va Hop tic qudc té ciia Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé - Vién
Han 14m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da hd trg téi hoan thanh cac hoc phén
cua lufn an va moi thi tuc can thiét khac trong qud trinh thue hién ludn an.

Cudi cung, t6i xin bay to long biét on dén gia dinh, ngudi thin d ludn dong
vién va giip do trong subt qué trinh thue hién Ludn 4n.

Ha Ngi, ngay /% thang J ndm 2025
Tae gid ludn 4n
(Ky va ghi ro ho tén)

Nguyén Thi Minh
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DANH MUC CAC TU VIET TAT

Cac chwr
viét tat

Tiéng anh

Tieng viét

BET Brunauer-Emmett-Teller Dién tich bé mit riéng cta vat liéu
BSM Basal salt medium MBoi trudong mudi co ban
COD Chemical oxygen demand Nhu ciu oxy héa hoc
DLS Dynamic light scattering Tan xa anh sang dong
EC Expanded clay Hat dét sét gidn ng
EDX Energy-dispersive X-ray Pho tan xa niang luong tia X
EO Electrochemical oxidation Qua trinh oxy hoda di¢n hoa
FESEM FiE'.iEIinﬁ&iﬁ?QSiyng Kinh hién vi dién tir quét
FTIR Fourier-transform infrared Hong ngoai bién d6i Fourier
oTC Oxytetracycline Khang sinh tetracycline
ICP-MS Induﬁ;\gilzp%%?gsgogi?sma Hé thong khéi pho plasma cam tng
RIF Rifampicin Khéng sinh Rifampicin
ROS Reactive oxygen species Géc oxy hoa tu do
TEM Transrrr?igsci)(s)cnoiljctron Hién vi dién tir truyén qua
TET Tetracycline Khang sinh tetracycline
UV-Vis Ultra Violet- Visible T ngoai-Kha kién
XRD X-Ray Diffraction Nhiéu xa tia X
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VTCC 910192 va cac chung vi khuan khir nitrit Bacillus
sp. ST20, ST26 khi b xir Iy boi cac loai chit mang khac
nhau chtra chat quang xuc tac TiO,-Ag.
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Hinh 3.34

Anh nhuém Gram cia cac ching vi khuan V.
parahaemolyticus VTCC 910192 (a), Bacillus sp. ST20
(b), Bacillus sp. ST26 (c) va kha nang tao mang sinh hoc

cta cac chung vi khuan nay (d).
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Hinh 3.35

Anh hién vi dién tr FESEM (a, b) cta vi khuan kht nitrit
khi tich hop trén vat li¢u (TiO,-Ag)c/EC; mat dd vi khuén
(c) va hiéu suét loai bo nitrit (d) cta vi khuan trén ba loai

vat liéu theo thoi gian tich hop.
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Hinh 3.36

So sanh hoat tinh wc ché vi khuan V. parahaemolyticus
VTCC 910192 cua vt liéu TiO,-Ag/EC (b) va vat liéu
TiO,-Ag/EC tich hop vi khuan khir nitrit (c). Mau dbi

chtng 4m (a) gdm dich vi khuan khong bo sung vat liéu.
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MO DAU

Hién nay, nudi trong thity san duoc coi 1a nganh kinh té mili nhon ciia nhiéu
qudc gia, trong d6 c6 Viét Nam. Chét luvong nude 1a yéu td quan trong hang dau trong
qua trinh nudi trong thuy san, dic biét 1a nudi thim canh tém boi nd ¢6 anh hudng
truc tiép dén strc khoe cta dong vat thuy sinh. Trong thuc té san xuét, hoat dong nuodi
thity san thudng gip phai nhiéu nguyén nhan 6 nhiém c6 mbi quan hé twong quan lan
nhau nhu: 1) mat d§ nudi tha cao, st dung lugng 16n thirc an cong nghiép giau dinh
dudng trong khi hé sd chuyén hoa thic in thap s& gy nén tinh trang du thira va 6
nhiém hop chat hitu co; ii) sy phan huy hitu co ndy tao nén cac hop chit nito vo co
doc hai nhu amoni, nitrit; 1i1) su xuét hién cta cac hop chit 6 nhiém trén lam chat
lugng nude suy giam, day 1a co hoi cho sy gia ting mat do cua cac nhom vi khuan
gy bénh; iv) khang sinh tong hop bi lam dung nhiéu trong phong va tri bénh nhiém
khuan dan dén tinh trang t6n du trong thuc pham va nguén nudc. Do vay, can co cac
bién phap xur Iy ddng bo dé dam bao chét luong va ning suat vy nudi.

D3 c6 nhiéu phuong phap vat 1y, hoa hoc duoc sir dung trong xir 1y nude nudi
thily san bi 6 nhiém. Tuy nhién, van con nhiing han ché vé nguy co gay 6 nhiém th
cip, boi cac chit 6 nhidm thudng chi duoc hip phu, loc hay két tia dé loai ra khoi
moi trudng ban dau nhung chua dugce khoang hoa phan hiy hoan toan hodc chuyén
hoa thanh cac chat it doc hai khac. Mot s6 phuong phap sinh hoc van thuong dugc ap
dung, mac du khdng gay 6 nhidém tha cip nhung néu khong co cong nghé phu hop di
kém thi hiéu qua xu Iy con cham va chura triét dé.

Vit liéu quang xuc tac TiO, d dugc nghién ciru cho thay tiém nang trong viéc
xtr 1y 6 nhiém hitu co va e ché vi khuan gay bénh mét cach hiéu qua nhd dic tinh
oxy hoa rat manh. Khi dugc chiéu sang boi tia cuc tim (A<400 nm), vat liéu ndy tao
ra cac gbc oxy hoa tu do (ROS) phan huy chat hiru co ¢6 ciu trac phire tap thanh
phan tir nudc, cacbon dioxit (CO2) va mot s ion vo co don gian khac, do do giai
quyét duoc mdt s6 nhuoc diém cila cac quy trinh xir Iy thong thuong. Goc ROS ciing
gdy ra cac ton thuong cho t& bao vi khuan gay bénh, lam giam nhanh mat do cua
ching trong moi truong. Viéc sir dung nano TiO2 dudi dang bot trong xt 1y nudce 0
nhiém dem lai hiéu qua cao, nhung tmg dung nd & quy mé 16n con gip nhiéu trd ngai
do sy phén tach xiic tic nay phic tap, ton nhiéu thoi gian va chi phi cao, dac biét no
c6 thé ling dong dudi day ao/hd gay & nhiém thir cdp. Mt khéc, TiO2 can dugc kich
thich boi 4nh sang cuc tim dé thé hién kha ning quang xuc tac, ving anh sang chi
chiém khoang 5% 4nh sang mat troi, nho hon nhiéu so véi ty 18 ctia anh sang kha kién
v6i bude song 400 < A < 780 nm (chiém 45%). Dé giai quyét van dé nay, TiO2 cO thé

duogc bién d6i voi nano Ag - mot vat liéu thudng duoc tng dung trong khang khuan



va thé hién kha ning hap thu anh sang tét trong khoang 400-500 nm, tir d6 tao thanh
vat liéu nano TiOz-Ag c6 kha ning hap thu anh sang kha kién va tang hiéu qua diét
khuén; dong thoi dé tranh su ling dong cac hop chat nano nay, TiO2-Ag dugc dé xuat
¢ dinh trén vat liéu (str dung nhu mot chét mang) thich hop dé co thé dé dang tach
loai khoi méi trudong. Mic du mét s6 nghién ciru da cho thay, TiO2-Ag 6 thé phan
huy nhiéu loai hop chat 6 nhiém khac nhau ké ca amoni va nitrit, nhung trong nudc
nudi thay san pH thuong dao dong trong khoang 7,8 — 8,5 thi hai hop chét nito vo co
nay ton tai cha yéu ¢ dang NH4* va HNO2, nén kho hép thy 1én bé mit mang dién
duong cua TiOz-Ag do luc day tinh dién. B&i vay, can c6 két hop cua cac phuong
phap va céng nghé phu hop dé xir 1y toan dién nhitg van dé 6 nhiém trong nudi thay
san.

Péi voi tinh trang 6 nhiém nito, cac qua trinh oxi hoa, khir ty nhién c6 thé
duoc thuc hién bai nhém vi khuén nitrat hda va khir nitrat. Trong do, amoni dugc
chuyén hoa thanh nitrit va nitrat nho vi khuan oxi héa amoni va vi khuan oxi hoa
nitrit, tiép theo nhom vi khuén khir nitrat dam nhan nhi¢m vu khtr cac hop chat nitrat,
nitrit sang hop chat nito dang khi. Sy két hop cta cac qua trinh nay trong xir 1y nudc
nhiém nito s& giup loai bé hoan toan cic hop chat 6 nhiém khoi ngudn nude. Tuy
nhién, vi khuan chuyén hoa nito dang ty do dé bi rira troi khoi hé théng xir 1y hon so
v6i vi khuan tao mang sinh hoc dwgc bam dinh trén chat mang. Su twong dong gitra
dic tinh cia vat liéu quang xuc tac va vi khuan chuyén hoéa nito d3 mé ra phuong
thirc két hop chung trong giai phap xir Iy dong thoi 4 van dé 6 nhidém lién d6i da néu
o trén.

Gan day, viéc dong thich hop chat quang xuc tac va vi sinh vat dé tang kha
nang phan hity mot sd loai hop chat nhu khang sinh hay thubc nhudém... da duoc dé
xudt, nhung trong nghién ctru hién tai chung t6i hudng dén muc dich xtr Iy ca 4 yéu
t6 gdm hop chét hitu co, khang sinh, vi khuan gay bénh va hop chit nito v6 co trong
moi truong nudi thuy san. Trong d6, TiO2-Ag dong vai trd chinh dé phan hay hop
chét hiru co, tiéu diét/c ché vi khuan gay bénh; con vi khuan chuyén héa nito s&
tham gia vao viéc loai bo amoni va nitrit. Yéu cau doi véi vat liéu ngoai viéc c6 dién
tich bé mit 16n, cu tric rong x6p dé ting kha ning tich hop TiO2-Ag va nbi dugc
trén mat nuéc, thi vat lidu nay can duoc bd sung thém cac thanh phan dudng chét dé
hd tro sinh truéng cho vi khuan chuyén hoéa ni to, déng thoi vi khuan lya chon nay
phai ¢6 kha nang tao mang sinh hoc (biofilm) cao.

Vi vay dua trén co s¢ d6, ching toi thuc hién luan an “Nghién cieu ché tao
vit ligu xop tich hop vi sinh vit va vit ligu xop mang hat xiic tic quang nham xir

Iy moi truwong nwoc nuoi tom”.



1. Muc tiéu nghién ciru:

Ché tao duoc vat liéu xép mang hat xtc tac quang TiO,-Ag va vit li¢u xép
tich hop vi khudn chuyén héa nito dé trc ché vi khuan gay bénh cho tém, phan hiy
khang sinh, hop chat hitu co va loai b cac hop chat nito v6 co (amoni va nitrite)
trong moi trrong nudce nuodi tom.

2. No6i dung nghién ctru:

- Ché tao vt liéu EC (Expanded clay) va EC cai tién lam tang hi€u qua tich
hop chat quang xuc tac TiO2-Ag va vi khuan chuyén hoa nito trén vat lidu.

- Tich hop chat quang xuc tic TiO»-Ag trén EC va danh gia hoat tinh vat liéu.

- Tich hop cac nhom vi khuén chuyén hoa nito trén EC_Alg N va danh gia
hoat tinh cua vat liéu.

- Thir nghiém ddng tich hop vi khuan khir nitrit trén vat liéu TiO2-Ag/EC.

3. Nhirng dong gép méi cia ludn an

- Pai ché tao duoc vat lidu hat EC tir thanh phan dat sét va trdu thong qua
phuong phap nhiét phan, chiing c6 dic tinh nhe, rong dang xop, d6 nham cao phu hop
dé tich hop thanh cong TiO,-Ag va vi khuan chuyén hoa nito. Kha ning ndi trén mat
nuéce cua EC tao diéu kién tiép xuc anh sang va oxy, tir d6 1am ting hiéu qua chat
quang xtc tac. Khi bién doi TiO, véi hat nano Ag da gitip chuyén ving anh sang hap
phu ctia TiO,-Ag tir 460 nm dén 700-800 nm, do vay ting kha ning trc ché vi khuan
gy bénh (giam mat d6 10° xudng < 102 CFU/mL sau 2 gid chiéu sang), xtr Iy COD
(tr 83 - 92% ) va phan huy > 90% khang sinh du thira trong moi trudng nudi thuy
san.

- Vat liéu EC tao thanh dugc tich hop thém céac thanh phén dudng chét (N, P,
K) va ngudn cacbon dudi dang nano di 1am ting kha ning sinh trudng va tao mang
sinh hoc cling nhu kha nang bam dinh cuia vi khuan xir 1y nito trén bé mit vat lidu.
Dic biét, da phan lap dugc vi khuan khir nitrat/nitrit trong diéu kién hiéu khi, diéu
nay lam tang hi¢u qua xu ly nito trong moi trudong nudi thuy san cdé ham lugng O,
cao.

- Tich hop thanh cong vat liéu EC mang hat quang xtc tac TiO,-Ag va vi
khuan khir nitrit, hé vat liéu tao thanh c6 kha ning wc ché vi khuan giy bénh V.
parahaemolyticus VTCC 910192 va loai bé dén 95% ham lugng nitrit 6 nhidm trong

nuadc.



Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Van @& 6 nhiém méi trwomg hinh thanh tir qua trinh nudi thiy san

Dé dap ung nhu cau ngay cang ting vé thuc pham thay san, ké tir nam 1980,
nganh nudi trong thily san da khong ngimg duoc mé rong va dan tré thanh nganh san
xuat thyc pham phét trién nhanh nhat thé gidi. Trong d6, tom thé chan tring
Litopenaeus vannamei 1a mot trong nhitng loai tom dugc nudi phd bién vi thoi gian
sinh truong ngén, kha nang chiu man va nhiét do thép tt, co thé nudi & mat do cao
[1]. Tuy nhién, chinh sy phat trién 6 at cia cdc mo hinh nudi tom tham canh mat do
cao nay da kéo theo nhiéu hé lyy vé 6 nhiém moi truong.

1.1.1. O nhiém hop chit hivu co

Hién nay, hau hét hoat dong nudi thuy san duoc dién ra & cac nudc dang phat
trién, véi san luong chinh tir cic hé thdng ban tham canh va tham canh. Cac qudc gia
& Chau A (83,4% san luong) va Chau My Latinh (16,3%) chiém phan 16n san luong
tom. Nam 2020, tom thé chan tring (Pacific white leg shrimp) duoc danh gia 14 loai
tom dugc nuoi tréng phé bién nhét véi téng san luong dat 5,8 tri¢u tan, chiém khoang
61% tong san lugng tom nudi trén thé gidi [2]. M6 hinh nudi tdm tham canh cho phép
tang mat do con giéng trong khi giam dién tich dat can sir dung, tiét kiém nhan cong,
giam chi phi san xuat va cai thién hiéu qua kinh té. Tuy nhién, dé dat dugc ning suat
thu hoach cao, cac ddm ao nudi thuy san can duoc cung cdp mot lwong 16n thirc an
cong nghiép. Theo udc tinh ctia FAO, ndm 2019 khéi luong thirc dn duoc san xuat
cho t6m 1én dén 9 triéu tin, chiém 16% téng luong thirc an nuoi thuiy san toan cau
[3]. Thanh phan dinh dudng trong loai thirc dn nay gom 33 — 45% protein, nhung chi
24 — 37% ham luong N va 13 — 28% ham lugng P trong d6 dugc tom sir dung dé
chuyén héa hd trg cho sinh trudng, phﬁn con lai tré thanh thirc an du thira ton tai
trong moi trudng nude va ling dong xudng day ho nudi [4]. Theo khao sat cia Pham
Thi Anh et al. (2010) ¢ hd nudi tom nude 1o thude huyén Can Gio, Viét Nam cho
thay gia tri COD trong nudc c6 thé ting nhanh tir 68 mg/L 1én 132 mg/L lan luot tai
thoi diém sau 1 va 4 thang tha giong (Bang 1.1).

Céc chét thai hiru co khi tich tu v6i lugng 16n va trong thoi gian dai, c6 thé bi
phan huy boi hoat dong trao ddi chét cua vi khuan hiéu khi, tao ra nhiéu hop chét nito
vO co doc hai nhu amoni, nitrit, déng thoi dan dén tinh trang thiéu hut oxy hoa tan
trong nudc. Cac phan tmg khir sulfat dién ra trong diéu kién yém khi da hinh thanh
khi doc HzS gay e ché qua trinh nitrat hoa va khir nitrat sinh hoc, tir d6 khién lugng
amoni, nitrit hinh thanh trong méi trudng ngay cang gia ting dan dén & nhiém hé sinh
thai [5]. Bén canh d6, chit luong nude suy giam ciing tao diéu kién cho su 1ay lan

cua dich bénh, lam gidm toc do sinh trudng va ty 1€ song cua vat nuoi. Nghién ciru



cua Atlas et al. (1991) va Sung et al. (1999) d chi ra ring su ton tai ciia cac hop chat
6 nhiém nhu NO2~, NOs~ va PO4>~ kich thich sinh truéng cua vi khuan gdy bénh
Vibrio spp. [6], [7]. Pay 1a Iy do khién nhiéu loai khang sinh dugc st dung dé tiéu
diét vi khudn gy bénh va cai thién san luong nudi thuy san. Mic du vy, trong nhitng
nam gan day voi nhiéu 1y do khac nhau cac dot bung phat dich bénh van thudng
xuyén dién ra gy thiét hai 16n dén ning suit vu nudi.

Céc phén tich trén chi ra rang thirc 4n thuy san du thira 13 nguy@n nhan ban
dau dan dén suy giam chét lugng nudc trong nudi thity san, anh hudng nghiém trong
dén sinh truong ciia dong vat. Vi vay can co cac bién phap xtr Iy mdi trudng phi hop

deé nang cao chat lugng nudc va dam bao nang suat nudi trong thuy san.

Bang 1.1. Sy thay d6i ciia cac yéu to méi truong & hd nudi tom su tai Can Gid [8].

Mikc do 6 nhiém trong hd nudi tom theo n 2
L Tiéu chuan
Chi tieu | Pon vi thoi gian (TCVN 6986-
< 1théang 2-3 thang 3-4 thang 2001)
. 30,5 30,8 30,5 Khong co
Nhiét do °C o
(30-32,4) | (29,4-32,9) (30-32,4) dit licu
pH 76(7,2-84) | 76(7,382) | 8(7,2-9,1) 6-9
BODs mg/L | 21(8-48) | 39 (15-84) | 41 (22-59) <50
COD mg/L | 68 (6-106) | 100 (72-120) | 132 (79-246) <100
TSS mg/L | 69 (26-95) | 81 (53-158) | 254 (22-103) <100
Nit 2,2 5,7 Khéng cé
S mgiL 3,2 (0,1-7,6) o
tong s6 (0,08-3,2) (1-14,8) dit licu
Photpho 0,25 0,7 Khong c6
. mg/L 0,4 (0,1-1,0) A
tong so (0,1-0,5) 0,2-1,7) dir liéu
N-NH mg/L 05 08 0.7 <5
’ 9 (0,1-0,6) (0,1-1,6) (0,56-0,84) -
6,6 6 6,6
DO mg/L <4
(3,5-8,2) (3,9-8,6) (5,5-7,5)
4475
. MPN/ 3 2,4 x10% - 11 x 10° —
Coliform (2,1 x10° - <5000
100 mL . 24 x 103 15 x 10°
11 x 10°)

1.1.2. O nhiém cdc hop chit nito vé co

Cac hop chat nito v co nhu amoni va nitrite ludn dugc hinh thanh va tang 1én
nhanh trong qua trinh nudi tdm, ngay ca khi thay nudc, néu ham luong vuot mic qui
dinh cho phép s& 1a nhitng hop chit gay doc cho ca, dong vat than mém, giap xac va
cuc ky doc cho tom.



Doc tinh cua amoni va nitrit doi voi tom

Cac hop chit nito chinh ton tai trong méi truong nudc nudi thiy san 1a amoni,
nitrit va nitrat (Hinh 1.1). Két qua thr nghiém cua Valencia-Castarieda et al. (2019)
cho thdy ndng do nito tong sé 1a 29 mg/L hay nitrit & mic 10,6 mg/L c6 thé gay chét
50% sd lwong tdm tha nudi sau 96 gio tiép xtc [9]. Theo Shiping Yang et al. (2022),
amoni ¢ thé 1am ting qua trinh phién ma gen lién quan dén qua trinh ty thuc bao
(autophagy) nhu ATG3, ATG4, ATG10 va ATG12; va gen diéu phdi tién trinh tu
chét cua té bao (apoptosis) nhu Caspase3 va P53. Su hoat dong cua cac gen nay kich
thich té bao tu thu nho kich thuéc, gay ra ly giai té bao hay tao ra nhiéu khdng bao
trong té bao va cudi cing dan dén cac tén thuong 16n trong gan tay cua tom [10]. Do
vay, néu ham lugng NHs ting cao s& gay suy giam mién dich tir d6 1am tang ty I¢ tu
vong va dan dén tdm chét hang loat khi bi lay nhiém vi khuan gay bénh nhu Vibrio
alginolyricus.

Hinh 1.1. Su phat sinh ctia cac hop chét nito vo co trong hd nudi thuy san

Nitrit thudng duoc tao thanh bai qua trinh nitrat hda va bude dau cua qua trinh
khtr nitrat, néu nitrit duoc hinh thanh cing mét luc bai 2 qua trinh nay sé lam gia ting
dot bién rat nguy hiém, gay doc ngay dbi véi au trung tdm, giam kha ning sinh truong.
Nitrit trong nudc ton tai hai dang 1a dang ion (NO2") va dang khdng ion (HNO,), su
chuyén d6i caa 2 dang nay phu thudc vao pH cua moéi truong. Nitrit dwoc cho rang it
doc hai hon so véi amonia, nhung trong trudng hop phoi nhiém lau s lam giam su
van chuyén oxy trong mau dan dén tém bj stress, néu ham luong nay van tich tu va
tang dan |én trong qua trinh nudi, tdm co thé bi yéu dan va chét. Bi vai tdm thé chan
trang Litopanaeus vannamei, gié tri LCso sau 7,2 gio caa nitrit chi & muc 8,3 mg/L ¢
nong d6 mudi NaCl 1 g/L [11].

Nitrat dugc hinh thanh béi qua trinh oxy hoa nitrit trong cac ddm nudi va duoc
coi 1a tuong d6i it doc hai d6i véi tom, ca. DSi voi nudi c&, ndng do nitrat 50 mg N/L
thudng dugc chap nhan 1a giéi han an toan cho vat nudi [12], tuy nhién & méi trudng



nuéc man, ndng do nitrat can dudi 20 mg/L [13]. Khi ndng do nitrat ting cao co thé
lam cham su tang trudng va phat trién, ting kha nang mac bénh, gay ra kha ning sinh
san thap va giam ty 1& séng cho vat nudi. Muc d6 doc cua nitrat thay doi tly thudc
vao loai dong vat thuy san. Wickins et al. (1976) cho thay nhiéu loai tdm he c6 gia tri
LCso di vai nitrat sau 48 gio 1a 3400 mg/L [14], nhung Muir et al. (1991) lai chi ra
ty & séng cua tdm P. monodon zoea c¢6 thé bi anh huéng ngay ¢ ndng do nitrat 12
0,225 mgN/L (twong dwong véi 1 mg/L nitrat) khi tiép xuc trong 40 gio [15].

1.1.3. Sw ldy lan cua dich bénh

Moi truong 6 nhiém cung véi mat dé nudi cao khién tom dé bi nhiém cac bénh
nhu hoai tir gan tuy, dém tring, ddu vang. Trong d6, nhiéu nghién ctru di xac dinh
rang vi khuan Vibrio spp. 1a nguyén nhan chinh gdy ra bénh hoai tir gan tuy cap tinh
(AHPND), day 1a mdi de doa nghiém trong nhat d6i v6i ngudi nudi tom. Nhiéu loai
tom, chang han nhu L. vannamei, P. monodon, M. rosenbergii va Artemia
franciscana, thuong dé nhiém AHPND ngay tir giai doan dau au trung [16]. Khi tém
nhiém bénh, vi khuan Vibrio spp. nhanh chéng di chuyén vao tuyén tiéu héa va pha
hong céc té bao gan tuy, khién tdm c6 cac biéu hién 1am sang nhu chén in, cham phat
trién va gan tuy doi mau nhot nhat. Nghién ctru cua de la Pefia et al. (2004) cho thay,
bénh AHPND c6 thé dan dén viéc tom chét hang loat véi ty 16 tir vong 1én téi 100%
trong vong 30-35 ngay tir khi tha gidng [17].

Bén canh vi khuan Vibrio sp., Escherichia coli ciing 12 mot loai vi khuan Gram
am, gy bénh ¢ nhiéu loai dong vat thiy sinh va thudng dugc tim thiy trong duong
rudt cua céc loai dong vat mau néong. Khi nguén nude bi 6 nhiém béi chit thai cua
nhirg dong vét nay, E. coli co thé 1dy nhiém sang vat nudi thiy san nhu t6m [18].
Tiéu thu cac thuc phadm nhiém khuan gay ra triéu chimg dau bung, tiéu chay, budn
nén va sdt cho con ngudi. Vi vy mot sé qudc gia nhap khau hién nay da dua ra nhiéu
quy dinh nghiém ngit han ché nhap khau céac 16 hang thity san néu chung bi phat hién
chua E. coli [19].

Theo cac Tiéu chuan Qudc gia (TCVN) sd 13656:2023 va 13951:2024 qui
dinh vé chét luong nude trong nudi trong thily san, mat do Vibrio tong s6 va E. coli
can ¢ dudi muc lan luot 13 103 CFU/mL va 1000 MPN/100 mL [20], [21]. Vi véy cac
bién phap tc ché hodc tiéu diét co hiéu qua nhém vi khuén gdy bénh nay can dugc
nghién ctru 4p dung dé ngin chin sy phat trién ciia chiing trong méi trudong nudi thiy
san, dam bdo an toan va ning cao ning suat vy nudi.

1.1.4. Ton duw khdng sinh
Khang sinh dugc dua vao sir dung l1an dau tién tir nhimg nam 1910, ké tir d6

dén nay, nhiéu loai khang sinh d4 dugc phét trién thanh cong va ngay cang duoc ap



dung rong rai trong nhiéu linh vuc, dic biét 1a trong hoat dong nudi thuy san. Khao
sat ctia Dang et al. (2015) tai ving Dong bang séng Ciru Long va Ddng bang song
Hong tai Viét Nam vao nam 2011 cho thay c6 dén 72% céc trang trai nudi ca va tom
st dung it nhat mot loai khang sinh dé diéu tri bénh va kich thich sinh truéng [22].
Khang sinh c6 thé duoc bd sung cho vt nudi cung voi thie an, do d6 néu luong
khang sinh khong duoc hép thu hét s& tich tu trong co thé vat nudi hodc duoc bai tiét
di vao mdi trudong nude [23]. Dua vao cdu trac héa hoc va co ché hoat dong co thé
phan loai khang sinh ding trong nui thily san thanh cac nhém chinh gém: macrolide,
B-lactam, sulfonamid, tetracycline, quinolone va cac loai khac [24].

Trong do:

Tetracycline (TC): dugc phan 1ap 1an dau tién tir nAm men Streptomyces, day
13 mét trong nhitng nhom khang sinh duge dung phd bién nhit trong nudi thiy san.
TC ¢6 tac dung tre ché sinh trudng ctia vi khuan gdy bénh bang cach lién két vai tiéu
don vi 30S cua ribosome, tir d6 ngin can su tong hop protein cua té bao vi khudn. So
v6i penicillin thi TC c¢6 phd khang khudn rong hon boi ching ¢6 tac dung dbi véi ca
vi khuan Gram am [25]. Da trén ban chét, liéu luong va thoi gian dao thai nhém TC
c6 thé duoc chia thanh ba loai khang sinh gdm: oxytetracycline (OTC),
chlortetracycline va tetracycline. C4u triic phan tir co ban cua tetracycline gdm hé
bbn vong hydrocacbon thom ndi lién (ky hiéu 1a vong A, B, C va D) va lién két véi
nhiéu nhom chirc nhu hydroxyl (OHY), methyl (CHs*), keto (R-CO-R') va
dimethylamino. V& mit cdu tric, oxytetracycline c6 bd khung phan tir twong tu nhu
tetracycline, tuy nhién c6 thém sy hién di¢n ctia nhém thé -OH tai vi tri C5 cua vong
B (Hinh 1.2) .

(A) OH O HOHO O (B) OH O HOHO O

Hinh 1.2. Cau trac héa hoc cua Tetracycline (A) va Oxytetracycline (B) [26].
Rifamycin: 1a nhoém khang sinh ban tong hop c6 phd khang khuan rong. Hai
loai khang sinh thudc nhém rifamycin thudng duoc sir dung nhat trong nudi thiy san
la rifampicin va rifamycin [27]. Trong d6, Rifampicin (RIF) 1a mét polyketide (cau
tric dang chudi chira cic nhém (>C=0) xen k& v4i nhom (>CHz) véi 18i
naphthoquinone duoc kéo dai bdi mot chudi ansa aliphatic (Hinh 1.3). RIF t6n tai ¢
dang tinh thé mau d6 cam do c6 chtra nhom tao sic té naphthoquinone. Khang sinh
nay c6 kha ning xam nhép vao té bao vi khuan thong qua qua trinh khuéch tan thu

dong va gay ra hién tuong (e ché hoat dong ciia RNA polymerase phu thuéc DNA &



vi khuan, tir 46 ngin chin qua trinh tong hop protein va ting sinh cta vi khuan.
Nghién ctru cua Li et al. (1999) chi ra RIF & ndng d6 bd sung < 1 mg/L di co tac
dung khang lai nhiéu chung vi khuan gdy bénh nhu loai Vibrio alginolyticus, Vibrio
vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio logei, Vibrio pelagius Il, Vibrio fluvialis
va Vibrio meditterranei [28]. Vi vdy, rifampicin duoc sir dung nhiéu tai mot sé quic
gia dimg dau vé san xuét thuy san nhu Viét Nam, Philippines va Trung Qudc [27],
[29], [30].

g
H

OH OH

LU
/ Z.

Hinh 1.3. Cau trac hoa hoc cia khang sinh Rifampicin [31].

Theo thong ké ctia Schar et al. (2020) chi tinh riéng trong hoat dong nudi thuy
san udc tinh khoang 10,3 triéu tan khang sinh dugc tiéu thu nam 2017, con ) nay du
kién ting 1én dén 13,6 triéu vao nam 2030. Khu vuc Chau A — Thai Binh Duong
chiém dén 93,8% luong tiéu thy toan cau nay. Trong d6, ddi véi nudi tom, khang sinh
duogc st dung véi ty 16 trung binh 46 mg/kg [32]. Mic du dem lai hiéu qua tét trong
viéc tiéu diét vi khuan gay bénh, nhung khoang 80% lugng khang sinh bd sung s& bi
dao thai ra ngoai méi truong [33]. Khi khao sat vé du lwong cua 12 loai khang sinh
trong qué trinh nudi tdm thé chan tring L. vannamei, Li et al. (2021) da phat hién 6
loai khang sinh bao gdom Sulfadiazine (SDZ), Sulfamethoxazole (SMX),
Levofloxacin  (LEOF), Tetracyclines (TC), Oxytetracycline (OTC) va
Chlortetracycline (CTC) trong moi truong nude. Trong do, OTC va SMX 1a hai hop
chat luon duoc tim thiy trong subt qua trinh nudi tdm. Ham luong khang sinh trong
nude hd nudi ting tir 33 ng/L & giai doan tom nhé dén 64,4 ng/L khi tom c6 thé duoc
thu hoach. Su tich tu ctia khang sinh trong bun day & cudi vu nuéi ciing ting gip 5
1an so v6i mau bun thu thap trudc khi tha tdm. Khong chi ton tai trong moi trudng,
mau tom thanh pham tir hd nudi nay ciing chira du luong khang sinh 1én toi 134 pg/kg
[23]. O Viét Nam, cac md hinh nudi tom tham canh ngay cang duoc phat trién nhiéu
dé ting nang suat thu hoach, nhung trong nhiéu nim gan day loi nhuin cia nguoi
néng dan thu duoc tir nudi tdm ngay cang sut giam do su 1y lan cta dich bénh. Pidu
nay dan dén viéc lam dung nhiéu loai khang sinh, hoa chit dién ra tran lan. Nghién
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clru & ving nudi tdbm phia Bic Viét Nam cho thay s ton du 16n ciia mot s6 loai khang
sinh thudc cac nhoém sulfonamides, diaminopyrimidine (trimethoprim), and
macrolides [34]. Ngoai ra, hai loai khang sinh norfloxacin va oxolinic acid thudc
nhém quinolones ciing duoc phat hién & cic ving nudi tom ngdp min [35]. Dbi véi
hoat dong nhap khau thue phim thay san, Hoa Ky va cac nuée thude Lién minh Chau
Au (EU) d3 dit ra nhiéu quy dinh nghiém ngit dé loai bo cac 16 hang thuy san chira
du luong khang sinh, tuy nhién van dé nay ddi véi thi truong noi dia Viét Nam van
chua dugc quan 1y chit ché [22]. Néu str dung thue pham c6 t6n du khang sinh trong
thoi gian dai c6 thé gay ra phan ung di ting, dot bién gen, ung thu hay di tat cho thai
nhi [36], dic biét viéc ton du khang sinh trong moi trudng ciing 1am gia ting su xut
hién cta cac gen khang khang sinh (ARG, antibiotic resistance genes), ching c6 thé
“truyén” tir vi khuan gdy bénh cho dong vat thily san sang cac loai vi khuin giy bénh
cho con ngudi va dong vat khac. Diéu nay tiém 4n nguy co xuit hién cac dot bung
phat dich bénh truyén nhiém ¢ quy mé 16n ma khong c6 loai khang sinh nao du hiéu
qua dé str dung diéu tri.
1.2. Cac phwong phap xit Iy nuéce bi 6 nhiém trong nudi thity sin

Phuong phap xir Iy 6 nhiém méi truong trong nudi thiy san cé thé duge chia
thanh nhiéu loai nhu: phuong phép vat ly, héa hoc hay sinh hoc dua trén co ché phan
tach, dong hoa, phan hity hay chuyén hoa chat 6 nhiém nay thanh chat khong doc hai.
1.2.1. Str dung cong nghé mang loc

Cong nghé mang loc duoc dung phd bién dé xir Iy nhiéu loai nude 6 nhidm khac
nhau, trong d6, khi chay qua mang loc ¢6 kich thudc 16 nho, cac chat 6 nhiém kich
thude 10n sé& bi tach khoi dong nuée [37]. Tuy nhién, dic diém nay khién mang loc
khong thé duoc ap dung dé loai bo cac chat 6 nhiém hoa tan. Vi vay, trong thuc té,
két hop mang loc vat 1y nay vdi cac nhom vi sinh vat dé tao ra mang loc sinh hoc
(membrane bio-reactor, MBR) nham ting hiéu qua xur Iy da dugc nhiéu nha nghién

cuu chu y dén.

Of O

Hinh 1.4. M6 ta qua trinh tac nghén mang loc sinh hoc: (a) Ld mang bi bit kin bai
bun hoat tinh, (b) Hinh thanh 16p gel nhay trén mang loc, (c) Su day 1én ctia 16p mang

bam dinh trén bé mat mang loc [38].
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Sharrer et al. (2007) chi ra hé théng MBR c6 thé loai bo 1an lugt 95,5% va
96,1% ham lugng nito tong s6 va photpho trong nude thai [39]. Mic du dat dugc hiéu
suét cao nhung khi van hanh lién tuc, cdc mang loc dé bi tic nghén va can duoc lam
sach hay thay thé thudng xuyén, yéu cau nay lam gia ting dang ké chi phi van hanh
ctia hé thong xtr 1y, khién chiing khoé dwoc ap dung rong rai (Hinh 1.4) [40].

1.2.2. Sir dung cong nghé vit liéu hip phu

Cong nghé vat liéu hip phu 1a phuong phap sit dung vat liéu c6 bé mit rong xop
dé hap phu, phan tach cic chat 6 nhiém ra khoi moi trudng nude. Sy tuong tac giita
loai vat liéu ndy va chét bi hap thu thuong dwa vao luyc Van der Waals, luc lién két
tinh di¢n hay lién két cong hoa tri. Vit licu hép phu co thé duoc tai su dung nhiéu
1an, tuy nhién trude d6 can co budc tién xir Iy véi axit, bazo hay chét tao phirc dé giai
hép phu cac chit 6 nhiém d3 lién két tir bé mat vat liéu, cong doan nay co thé gay ra
6 nhiém thtr cAp cho méi trudng. Do vdy, cong nghé két hop vat liéu hap phu véi vi
sinh vat di va dang duogc phat trién dé tir d6 vat liéu tich hop tao thanh c6 thé hip phu
va chuyén héa hop chit 6 nhiém sang dang vo hai voi méi trudng, gitip xtr 1y triét dé
hon céc chat 6 nhiém. Su tich hop vi khuan Bacillus cereus trén vat liéu hip phu than
hoat tinh da tang hiéu quéa xur ly photpho, magie va amoni lén 90,1; 95,6 va 95,7%
[41]. Trong mot nghién ctru khac cua Huang et al. (2023), vat liéu két hop gitta than
hoat tinh véi vi khuan Olivibacter jilunii xir Iy dugc 100% ham luong amoni va
97,4% ham luong nito téng sb [42].

Céc phan tich trén d cho thiy su can thiét cua viéc két hop cta phuong phap
sinh hoc va vat Iy nhdm nang cao hiéu qua xur Iy 6 nhiém méi trudng.

1.2.3. Str dung cong nghé oxy hoa dién hoa

Qua trinh oxy hoa dién hoa (EO - Electrochemical Oxidation) 1a mdt phuong
phap xtr ly nudc thai st dung dong dién va hé théng dién cuc dé loai bo cac chit 6
nhiém, dic biét 13 cac hop chat hitu co khé phan hay. Qua trinh nay hoat dong thong
qua viéc tao ra cac chat oxy hda manh nhu goc hydroxyl (*OH) va clo hoat tinh (Cle,
ClO") tai bé mat dién cuc, gitp phan huy cac chit 6 nhiém thanh cac hop chat don
gian hon nhu CO,, H,O va céc ion vo co [43].

Trong EO, vat liéu andt dong vai trd then chét trong hiéu qua xt 1y. Cac vat lidu
thuong dugc sir dung bao gdm: graphit, titan, rubidi, dién cuc 6n dinh theo chiéu va
dac biét 1a dién cuc kim cuong pha tap kim loai boron - loai c6 d9 bén héa hoc cao
va kha nang tao ra cac chat oxy hoa manh [44].

Mot s6 nghién ctru da chimg minh tinh hi¢u qua ctia cong nghé EO trong xir 1y
nude thai tir hé théng nuoi trong thiy san nhd cac wu diém nhu: it tao ra chat thai thir

cap, dé van hanh va c6 thé diéu khién tir xa. Tuy nhién, EO van ton tai mot so6 han
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ché, bao gdbm [45]:
- Thoi gian van hanh kéo dai,
- Hiéu qua thap dbi véi chat ran lo limg,
- Qua trinh oxy hoa truc tiép amonia trong hé théng EO chi hiéu qua & pH cao
(pH > 9), khong phu hop voi moi trudng nudi thuy san,
- Chi phi ning luong cao, dic biét khi mé rong quy mé hé théng.

Viéc chuyén tir quy mo phong thi nghiém sang quy mé thwong mai gip nhiéu
thach thire k¥ thuat, yéu cau thiét ké toi vu dé giai quyét cac van dé nhu: do bén cua
dién cuc, hién tugng bam dinh sinh hoc (biofouling) va sy bién dong cua chét luong
nudc dau vao. Ngoai ra, chi phi dau tu va van hanh cao c¢6 thé 1a rao can 16n ddi véi
cac hé théng nudi trong quy mé nho. Cong nghé nay ciing doi hoi phai duoc theo ddi
va hiéu chinh thudng xuyén dé duy tri hiéu qua xtr Iy tdi uu.

1.2.4. Str dung cong nghé quang xuc tac

Chat quang xuc tic dugc biét dén c6 thé sir dung dé phan hiy nhiéu loai hop
chat 6 nhiém duya trén cac dic diém riéng biét nhu: (i) - kha ning sir dung nang lugng
anh sang dé bién doi phan tir nude hay oxy trong khong khi thanh cac gbe oxy hoa tu
do manh (ROS); (ii) - phan tmg chuyén héa chat 6 nhiém c6 thé dién ra & diéu kién
nhiét do, ap suat thuong; (iii) - phan hay hoan toan cic chat 6 nhiém hitu co thanh
cac phan tir v co v6 hai nhu COz va H20 [46].
1.2.4.1. Co ché quang xiic tdc phén hiiy chét hitu co va tiéu di¢t vi khudn gy bénh

Vit liu quang xtc tac 1a mdt loai vat li¢u ban dan (SC, semiconductor) c6 dac
tinh chuyén ddi ning luong 4nh sang thanh ning luong héa hoc bang cach hip thu
cac photon tir btrc xa ving kha kién hoic cuc tim. Thong thudng, qua trinh quang xuc
tac duoc sir dung dé kich thich va day nhanh tdc d6 cac phan ing hoa hoc nén ching
duogc tng dung trong nhiéu linh vic khac nhau nhu san xuat nang luong xanh hay xtr
1y moi trudong.

Céu trac chat ban dan duoc tao thanh tir viing héa tri (VB, Valence Band) va
viing dan (CB, Conduction Band). “Khoang cach” giita hai viing ndy dugc goi 1a ning
luong ving cdm (eV) (Hinh 1.5). Khi dugc chiéu sang bai photon ¢6 ning lugng 16n
hon gia tri eV, cac dién tir (e™- electron) trong ving hoa tri ctia chat xtc tac quang bi
kich thich va di chuyén 1én viing dén, tao thanh 15 tréng dién tich dwong (h*- hole)
trong vung hoa tri. Tai viing dan, cac e phan tng v6i phan tir oxy hoa tan trong nudc
dé tao thanh gbc oxy héa tu do (-O2"), trong khi & viing hoéa tri cac 16 tréng phan tng
v6i ion hydroxyl (OH") hodc phan tir nudc dé tao thanh cac goc hydroxyl oxy héa tur
do (-OH"). Cap dién tir - 18 tréng cung véi cac gde oxy hoa ty do ROS néu trén déu

c6 kha nang oxy hoa manh, tan cong pha v cac lién két hoa hoc cua hau hét cac hop
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chét hitu co phirc tap trong nudc thai va phan hiy ching thanh nhirng hop chit don
gian nhu H20, CO2 va cac ion vo co khéc.
0, ROS (gbc oxy hoa tw do)

\ e

Vi khuan géay bénh

Nang lwerng vung cam I

Hinh 1.5. Anh minh hoa vé qua trinh quang xtc tac cta TiO, [47].

Tuy thudc vao diéu kién thyc té cia mbi moi truong ma céc 1 trong, gbe oxy
héa tu do OH', hay O2” ¢6 thé dong vai tro chinh trong co ché phan tmg quang xtc
tac [48].

(1)—Hap thy 4nh sang: SC + hv > ey + hlp
(2) — Phan tng oxy héa: OH™ + h* =  OH

H,0+ h* > OH + H*
(3) — Phan rng khu: 0, + e > 05

Nhiéu loai vat liéu ban dan c6 thé dugc sir dung cho qua trinh quang xuc téc,
trong do oxit kim loai, dac bi¢t 1a titan oxit (Ti02) dugc coi 1a mdt trong nhiing chét
quang xtc tac phit hop nhat cho qua trinh xtr Iy nudc thai. Béi TiO2 6n dinh t6t trong
khoang pH rdng, it ddc hai, than thi¢én v&1 moi truong va co6 kha nang tao ra nhiéu
cap di¢n tu - 16 tréng. TiO2 ton tai & 3 dang thu hinh la anatase, rutile va brookite. Ca
rutile va anatase déu c6 cau trac tinh thé tir phuong (tetragonal crystal), trong khi
brookite c6 ciu tric thoi. Ning luong ving cidm cua anatase va rutile khong co sy
khac biét dang ké véi gia tri lan lugt 1a 3,20 eV va 3,02 eV [49]. Tuy nhién, pha
anatase thé hién hoat tinh quang hdéa manh hon so véi rutiles béi chung ¢6 kha nang
“bét gitt” cac 16 trong (hole trapping) cao hon gan 10 lan so v&i pha rutile, 1am ting
thot gian ton tai tu do cta cac dién ti cta pha anatase. Mdc du vay, thoi gian tdn tai
riéng ré cua cac cap dién tir va 16 trong trude khi ching tai hop trén bé mat TiO, van
tuong ddi ngin, lam giam hiéu sudt quang xuc tac dat dugc [50]. Hon nita, so hitu
nang luong ving cam 16n (~3,2 eV) khién TiO> chi ¢ thé duoc “kich hoat” boi tia
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UV (<400 nm). Ving anh sang tir ngoai ndy chiém ty 1¢ 5%, nho hon nhiéu so véi
vung anh sang kha kién chiém dén 45% quang phd mat troi [51]. Do dé, cac nghién
cliru mé rong ving anh sang hap phu cua TiO2 sang ving kha kién can dugc tién hanh
dé khai thac dugc triét dé loi thé cua anh sang mat tro1 nhu mot ngu(‘”)n nang luong tai

tao va khong tén kém trong ing dung vé xir Iy méi trudng.

VB

»
+  JOH memp IEDNA + 7’% Protein

Staphylococcus aureus
Hinh 1.6. Anh minh hoa qué trinh quang xtc tac cia vat liéu TiO2-Ag khi dugc kich
thich bai anh sang ving kha kién [52].

Nghién cttu cho thdy hat nano bac (Ag) c¢6 phd hap thu anh sang thuoc
ving kha kién véi budc séng trong khoang 400-500 nm. Dic biét, Ag sé hitu
dic tinh khang khuan cao ngay ca khi vat liéu khong duoc chiéu sang. Cac hat nano
Ag c6 kha tuong tac voi cac protein chtra Ivu huynh trong thanh té bao cta vi khuan,
dan dén pha hong cau trac thanh té bao, tir 6 1am ting tinh thim cua mang, giy ra
su 10 ri ctia té bao chat khién té bao chét di [53]. Vi vy, hat nano bac duoc goi v 1a
vat liéu tiém ning dé pha tap vao TiOz, khong chi gitip 1am chdm sy tai hop cua cip
electron-15 trong, chuyén dich dai hap thu anh sang cia vat lidu nano TiO2-Ag sang
ving anh sang kha kién ma dong thoi con ting hoat tinh quang xtic tic phan hity chat
6 nhiém va diét khuan cuia vat lidu tong hop tao thanh [54] (Hinh 1.6).
1.2.4.2. Han ché ciia qud trinh quang xiic tic trong xit Iy é nhiém nito vé co

Trong nudi thuy san, nhu di nodi ¢ trén ham luong cac hop chat nito vo co ludn
la an s6 gay 6 nhiém méi trudng nudi, trong d6 phai ké dén amoni va nitrit. Nong do
amoni, nitrit ting vugt ngudng khong nhiing c6 thé 1am giam kha niang mién dich,
pha v& hé thong noi tiét ciia vat nudi thity san ma con kich thich sy phat trién cta cac
nhom vi khuan giy bénh, dic biét 1a vi khuan thudc chi Vibrio [7]. Liu et al. (2009)
cho thay vat lidu quang xtic tac TiO, bién tinh v&i Ces* va Ag* ciing c6 thé loai bo
dugc NH~N, NO~N va TN véi hiéu suat 1an luot 1a 44,8%; 45,3% va 45,1%

[55]. Tuy nhién, can luu y rang hiéu suat oxi hoa amoni va loai bé nitrit ctia TiO-
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Ag bi chi phdi manh boi kha ning hdp phu ctia cac hop chit nito nay trén bé
mit chat quang xuc tac & cac pH méi trudng khac nhau. Diéu nay c6 thé duogc
gia thich chi tiét nhu sau:

TiO2-Ag ¢6 gid tri pHpzc dang dién tai 6,6, nén pH khi méi trudng thap hon gia
tri ndy s€ gay ra su proton hoa, tao nén su tich dién duong trén bé mat vat lidu va
nguoc lai [56]. Tai pH axit, hdn hop NH4*/NHs ciing ton tai chu yéu & dang ion
NH4* ¢6 dién tich duong cung diu v&i bé mit TiO2-Ag, diéu nay tao nén luc
day tinh dién 1am han ché sy hap phu va oxi héa NH4* boi vat liéu quang xtc
tac. Két qua nghién ciru cua Shavisi et al. (2014) chting minh hiéu suit quang héa
phan huy NHs*/NHs 13 khong dang ké & pH 7,2 va chi dat cuc dai khi can bang
NH4*/NH;3 chuyén dich vé phia NH3 ¢ méi trudng co6 pH > 10 [57]. Mit khac, su
chuyén hoa amoni bdi vat ligu quang xuc tac cod thé dan dén sy hinh thanh cta cac
san pham nito v6 co doc hai khac nhu NO,” va NOs™ (Phuong trinh 1-5) [58].

Vat liéu QXT + hv 2> € + ht Q)
-OH + h* - OH: (2)
NHs3 + OH: 2> HONH; + H 3)
HONH, + OH: 2> NO» 4)
2NO2  + O 2> 2NOs (5)

Déi voi nitrit, hop chit nay co gia tri pKa la 3,3; cho thdy dung dich c6 pH
< pKa s& khién phan tng sb (6) di theo chiéu tao thanh HNO: thay vi anion
NO, [59]. Mic du phan tir trung tinh HNO2 c6 thé duoc hip phu trén bé mit
chat ban din, nhung su tuong tac s& yéu hon so voi cac ion mang dién tich trai
ddu nhu NOz". Vi vay, méi truong c6 pH 16n hon pKa (3,3) nhung nho hon
PHpz (6,6) c6 thé lam ting kha ning hdp phu NOy trén bé mit chat xtc tac
quang tich dién duong va cung cap du luong H* dé khir hoan toan NO2™ thanh
khi N2 [60]. Nhung diéu kién nay khong pht hop véi thuc té boi dong vat thuy san
thuong sinh trudng trong moi truong c6 7,8 < pH < 8,5 [61]. Bén canh do, qué trinh
loai bo nitrit bang chat xuc tac quang ciing c6 kha niang tao thanh san pham khi
N2 hoac hop chat 6 nhiém NH4* [62], [63], nhu duoc trinh bay trong phan ung
(7) va (8):

HNO., + H20 2 H + NO2 (6)
NO2» + 8H" + 6e° — NHs" + 2H20 (7
2NO2  + 8H" + 6e— N> + 4H20 (8)

Do viy can c6 sy ké hop ctiia nhidu bién phap dé co thé dong thoi xir Iy hidu

qua tinh trang 6 nhiém hiru co va nito trong ho nudi thuy san.
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1.2.5. Str dung cong nghé nitrat héa — khir nitrat trong xit Iy cdc hop chit nito vé
co
Trong xir Iy nhiéu loai 6 nhiém, phuong phép sinh hoc thuong duoc wu tién

lwa chon boi wu diém chi phi van hanh thap va than thién véi moi truong. Dbi véi 6
nhiém nito trong méi trudng nudi thiy san, & cac nghién ciru trude cho du 4p dung
vo1 cong nghé nao thi cac con duong nitrat hoa va khir nitrat cling thuong dugc st
dung:
1.2.5.1. Qua trinh nitrat héa (trong diéu kign hiéu khi)

NHs* + O2— NO2

NOz + O2— NOs3’

Qua trinh nitrat héa 13 qua trinh chuyén hoa amoni (NH4*) thanh nitrat (NOs’)
boi tac dong ciia cac vi khuan ty dudng hiéu khi. Trudc hét NH4* duoc chuyén hoa
thanh NO2" nhd céc vi khuan oxy héa amoni (ammonia oxidizing bacteria — AOB).
Hai enzyme quan trong giup AOB chuyén d6i amoni thanh nitrit, d6 1a enzyme
ammonia monooxygenase (AMO) gitp oxy héa amoni thanh hop chét trung gian 13
hydroxylamine va enzyme hydroxylamine oxidoreductase (HAO) c6 kha nang
chuyén d6i hydroxyamine thanh nitrit [64].

NH} — NH,OH — NO;

Vi khuan nay thuéc nhém nhom Gram am, héa ty dudng va hiéu khi bt budc.
Ching duoc phan loai thanh bén chi chinh gdom Nitrosomonas, Nitrosospira,
Nitrosolobus va Nitrosovibrio, trong d6 chi Nitrosomonas va Nitrosospira thuong
duogc tim thay nhat trong cic cong trinh xtr Iy nudc thai. Cac chung vi khuan oxy héa
amoni sinh trudng tot ¢ nhiét dd khoang 30°C; pH t6i wu mot phan phu thudc vao
néng d6 mudi, vi du véi 10mM mudi amoni thi pH=8 duogc coi la thich hop cho su
phét trién ciia chiing. Tuy nhién, toc d6 phat trién ctia nhom vi khuan nay 1a cuc ki
cham, thoi gian nhan doi té bao cta vi khuan it nhét 1a 7-8 gio' tham chi ciing ¢ thé
kéo dai toi vai ngay [65].

Budc tht hai ctia qua trinh nitrat hoa 1a giai doan oxy hoa nitrit thanh nitrat,
dugc thuc hién boi nhoém vi khuan oxy hoa nitrit (Nitrite Oxidizing Bacteria— NOB).
NOB 14 cic vi khuan Gram am, thudc phan nhém B- Proteobacteria va y-
Proteobacteria. Theo khoa phan loai Bergey, NOB gém bén chi 1a Nitrobacter,
Nitrospina, Nitrococcus va Nitrospira. Trong s6 d6, Nitrobacter va Nitrospira c6 kha
nang sinh trudng di dudng hodc tap dudng, cdc nhom con lai la cac loai hoa ty dudng
bat budc. NOB sir dung enzyme nitrit oxidoreductase (NXR hay NOR) dé oxy héa
nitrit theo phan g sau [66]:

NO; + H,0 - NO3 + 2H* + 2e”
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NOB ciing phat trién kha cham va kho nudi cdy, moi trudng dinh dudng 1a cac
chét khoang, ngudn nito 13 nitrit va cacbon dioxide (CO2) la ngudn cacbon duy nhit,
nhiét d6 t6i wu 30°C va pH 7,6-8,0; thoi gian nhan d6i té bao 1a 12 gid, san luong té
bao thép, chi ¢ khoang 0,9 mg protein/L duoc hinh thanh khi ching oxy héa dugc
7,5 mM nitrit [67].
1.2.5.2. Qud trinh khir nitrat: siv dung nitrat lam chét nhén dién tie cuéi cing trong
qud trinh ho hdp ky khi.

Céc giai doan cua qua trinh khtr nitrat dugc xtc tac boi 4 enzyme chinh nitrat
reductase (NAR), nitrit reductase (NIR), nitric oxide reductase (NOR) va nitrous

oxide reductase (NOS) [68], [69]:

NAR NIR NOR NOS
NO; — NO; — NO— N,0— N,

Trai qua hang loat cac phan tng lién tiép dudi tac dong ctia hé enzym reductaza,
san pham cua qua trinh khir nitrat 1a NO, N2O hogc N2, qua trinh sinh hoc nay xay ra
trong tu nhién véi sy tham gia cua céc vi sinh vat di dudng, ching st dung nguén
cacbon hitu co dé xay dung té bao, vi khuan khir nitrat thuong thich nghi bam dinh
trén gia thé hay ¢ dang bong bun hodc phia duéi mang sinh hoc dé khong bi anh
huong nhidu boi oxy [70].

Phwong phap xi ly sinh hoc dya trén nguyén ly ctia qué trinh nitrat hoa va
khir nitrat duoc st dung rong rai trong chuyén héa cac hgp chit amoni va nitrit nho
tinh hiéu qua va than thién voi méi truong [71]. Hon nita, d6 kiém can thiét trong qua
trinh nitrat hoa c6 thé duoc cung cip mot phan bdi tinh chat tich tu do kiém cua qua
trinh khir nitrat, do d6, su két hop cta hai qua trinh nay s& 6n dinh mtrc pH ctia moi
truong. Thong thudng, cac nhom vi khuan nitrat hoa va khir nitrat nay c6 thé phan
tach bo sung riéng biét vao cac bé hiéu khi va ky khi trong hé thdng ao sinh hoc (theo
cong nghé AAO, Anaerobic-anoxic-oxic) dé xu 1y sinh hoc lién tuc cac chat 6 nhiém
trong nudc. Cong nghé nay cé vu diém vé chi phi lap dat thap nhung lai doi hoi dién
tich xay dung phai 16n dé bd tri ao sinh hoc. Bén canh d6, chat lugng nudc thai sau
xtr 1y con bién dong, thoi gian kéo dai va kho ap dung dugc cho cac dam ao nudi thity
san quy mod nhd.

Tuy nhién, dén nay mot s6 loai vi khuan Pseudomonas stutzeri [72]; Bacillus
cereus [73], Acinetobacter sp. YTO3 [74], v.v. d2 dugc chiing minh c6 hoat tinh khir
nitrat trong diéu kién hiéu khi. Trong nghién ctru cta Li et al. (2019), vat liéu xay
dung du thira duge dong cb dinh voi vi khuén nitrat hoa va vi khuan khir nitrat hiéu
khi c6 thé loai bé 91,97% nito tong s6 va 78,82% ham lwong amoni trong mdi trudng
[75]. Hill et al. (2008) ciing cho thiy qua trinh ¢ dinh dong thoi vi khun nitrat hoa

va khtr nitrat hiéu khi trén chit mang canxi alginate da dat dugc hi€u qua loai bo nito
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cao hon nhiéu so vé6i viéc ¢b dinh riéng vi khuan nitrat hoa [76].

Nhu vay, v6i muc tiéu xir Iy hidu qua dong thoi cac van dé vé 6 nhiém trong
moi tredng nudi thuy san, trong nghién ctru nay chiing t6i hudng dén viéc két hop st
dung cong nghé nitrat hoa — khir nitrat hiéu khi trong chuyén hoa loai bo cac hop chat
nito vo co véi qua trinh quang xuc tac dé xir 1y cac chat hitu co, khang sinh du thira
va tiéu diét/ic ché vi khuan gy bénh.

1.3. Pinh hwéng tich hop chit quang xic tic va vi khuin chuyén héa nito trén
chit mang dé ning cao hiéu qua xir Iy méi truwong nudi thiy san 6 nhiém

Qua trinh quang xuc tac va phan hity sinh hoc déu c6 nhitng vu diém riéng biét
trong viéc xur Iy 6 nhiém. Tuy nhién, hai phuong phap nay déu gip phai han ché
chung 13 hiéu suat xtr Iy khong 6n dinh va chi phi cao khi chat quang xuc tac hay vi
khuan chuyén héa nito dugce st dung ¢ dang tu do & ngoai thuc té.

That vay:

Céc thao luan trén da chi ra hi€u qua cua viéc sir dung qua trinh quang xuic tac
boi TiO2-Ag trong xir 1y cac hop chit 6 nhiém va @c ché vi khuan gay bénh [77].
Phan g quang xuc tac thuong dan dén qua trinh khodng héa hoan toan cac chat 6
nhiém hitu co phtrc tap thanh phan tir nude (H20), cachon dioxit (CO2) va mét sb ion
v6 co don gian khac, do d6 giai quyét dugc mot sé nhuge diém cia cac quy trinh xir
Iy théng thuong nhu phan huy sinh hoc, hip phu, déng tu va trao d6i ion. Tuy nhién,
viéc thu hdi vét liéu nano dang bot lo ling trong dung dich sau khi st dung da tré
thanh mot van dé dang quan tam lén cua cac nha khoa hoc. Boi khi ton tai & dang
bot, cac hat nano c6 xu hudng két tu, chim hoic lo lung trong dung dich va rat kho
dé phan tach ra khoi moi truong. Piéu ndy lam giam dién tich bé mit hoat dong, han
ché dién tich tiép xuc gitra vat liéu nano quang xtc tac vdi cac chit 6 nhiém va hiéu
qua hap thu anh sang kém. Pic biét, sau khi qua trinh khi xir 1y hoan tat, viéc thu hoi
hat nano quang xtic dang bot dé tai sir dung 1a rat kho, ton nhiéu thoi gian va chi phi.
Bén canh d6, do thiéu cac quy dinh thich hop veé XU 1y vat liéu quang xuc tac, mot sb
lo ngai vé viéc tao ra 6 nhiém thir cap boi cac hat nano ciing duoc dé cap [78]. Cac
han ché nay da khién viéc mo rong quy mé cac hé thong xur 1y ing dung hat nano
quang xtic tac dang bot khong kha thi, do d6 cac nha nghién ciru ¢a huéng dén phuong
phap tich hop hat quang xtic tac trén céc loai chdt mang phu hop [79]. Trong thoi gian
gén day, song song vdi viéc bién ddi vat liéu quang xuc tac dé dat duoc hiéu suit xur
1y 6 nhiém cao dudi anh sang mit trdi thi cac nghién ciru vé ché tao chat mang cé dic
tinh d& phan tach va thu hoi ciing duoc chti y nhim nang cao kha nang tai sir dung
ctia hat quang xtc tac, giam chi phi dau tu. Trudc day, mot sd loai chat mang nhu

thuy tinh, gém su, polyme, zeolit hay hat cat da dugc thir nghi€ém rong rai va thanh
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cong trong viée tich hop voi hat quang xuc tac, tuy nhién, mic du cac vat lidu téng
hop tao thanh c6 thé duoc loai khoi méi trudng nude nhanh chéng sau phan tng
nhung chiing c6 hiéu qua quang xtc tac khong cao [80]. Diéu nay co thé dugc giai
thich boi sau khi dugc tich hop dién tich bé mat riéng cua cac hat quang xuc tac bi
giam dang ké, cung véi d6 cac chit mang thudng chim xudng ting day cua hé thong
xtr 1y, han ché su tiép xuc cua chat quang xtc tac v6i ngudn anh sang bén trén. Do
d6, viéc lya chon dugc mot loai vat liéu mang phu hop dép tmg yéu cau dé phan tach
nhung ddng thoi khong 1am anh huong dén hoat dong quang xuc tac cua vat lidu 1a
mot trong nhitng cha dé dic biét dugce quan tim trong linh vuc xir Iy moi truong bang
phuong phéap nay.

Déi vai viéc ang dung vi khuan chuyén héa nito, dé tang hiéu qua trong xt Iy
thi yéu té cong nghé ciing rat quan trong, cac nhém vi khuan nay duoc biét dén la rat
thich nghi bam dinh trong diéu kién cé gia thé, do vay bén canh lua chon chung giéng
vi sinh vat phi hop, thi viéc tich hop ching trén chat mang sé lam ting hiéu qua Xt
Iy do vi khuan ton tai 1au hon trong hé xu 1y khi chung duogc tich hop trén gia thé,
tranh hién tuéng vi khuan & dang tu do bj rira tréi trong qua trinh vé sinh théng hut
day ao nudi [81]. Hon nita, tich hop ddng thoi vi khuan nitrat hoa va khir nitrat hiéu
khi trén chat mang c6 thé dat duoc hiéu qua loai bo nito cao hon nhiéu so véi chi sir
dung vi khuan nitrat hda. Chat mang 1y tuéng cho vi khuan bam dinh can c6 cau tric
ctng, rong dang xop gitp ting cudng kha niang tich hop va bao vé vi khuan khi da
bam dinh trén vat liéu, thém vao do viéc gan thém céc dudng chat can thiét trén vat
lieu giup hd tro va kich thich su hinh thanh mang sinh hoc cua vi khuan ddng thoi
bao vé vi khuan trude nhitng tac dong bén ngoai.

Do vay, viéc nghién cttu ché tao ra loai chat mang sao cho c6 tinh chat rdng,
x6p, ndi pht hop dé tich hop chat quang xUc tac va tich hop vi khuan chuyén héa nito
1a diéu kién quan trong va cuc Ky can thiét giup dat duoc hiéu suat xir Iy moi trudng
cao, giam chi phi van hanh, cé y nghia khoa hoc va thyc tién.

Hién nay di c6 mot s6 nghién ctru hudng dén két hop qué trinh quang xuc tac
va phan hay sinh hoc trong loai bo cac chat 6 nhidém nhu phenol [82], oxytetracycline
[83], 2,4-dinitrotoluene (2,4-DNT) [84], phenanthrene [85]... Liu et al. (2022) chi ra
su két hop cua chat quang xdc tac Fe3*/g-CsNa4 vai vi khuan tao mang sinh hoc thugc
chi Nakamurella va Raoultella trén chat mang mat x6p (polyurethane sponge) da ting
hiéu suat phan hay khang sinh sulfamethoxazole (SMX) va COD Ién lan luot 96,27
+5,27% va 86,57 + 3,06%, cao hon khi so sanh v&i viéc chi xu Iy bang chat quang
xuc tac (SMX 100%, COD 4,2 £+ 0,74%) hay vi khuan (SMX 42,21 + 0,86%, COD
95,1 + 0,18%) [86]. Gan day nghién citu ciia Dong et al. (2023) ciing c6 thay khi vi
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khuan cha yéu thudc chi Pseudoxanthomonas, Ferruginibacter, Clostridium,
Stenotrophomonas va Comamonas dugc dong tich hop véi vat liéu B/BizO4Cl thi
hiéu qua phan hay khang sinh ciprofloxacin dat trén 95%, dong thoi tang kha niang
khoéng héa 1én thém 20% so vai bé xir 1y chi chira B/BisO4Cl [87].

Trong cac mé hinh két hop ké trén, chit quang xdc tac va vi sinh vat thuong
dugc ¢b dinh chung trén mot chat mang, trong d6 qua trinh quang xtc tac va phan
haty sinh hoc lan lwot dién ra dong thoi trén bé mit ngoai va bén trong caa chat mang.
Khoang cach gitra vat liéu quang xUc tac va cac nhom vi sinh vat thuong trong khoang
tir um dén mm, gidp cho vi sinh vat cé thé nhanh chéng hap thy va phan hay cac san
pham hinh thanh tir qua trinh quang xuc tac (Hinh 1.7).
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Hinh 1.7. Co ché xir 1y 6 nhiém cua vat liéu dong tich hop chat quang xuc tac va vi
sinh vat [88].

Tuy nhién, phan 16n cac nghién ciru trude day chi tap chung xir Iy mot loai
chat 6 nhiém nhat dinh, pho bién 1a khang sinh hay cac chét hitu co cau tric phic tap,
diéu nay khéc biét vai nghién ctu hién tai caa ching toi 1a nham muc dich loai bo ca
bdn yéu t6 & nhiém trong moi trudng nudi thiy san gom: hop chat hiru co tir thire an
du thira, khang sinh ton du, vi khuan gay bénh va hop chat nito v6 co. Bén ngudn 6
nhiém dang xét dén nay co thé xay ra nghiém trong trong cing mot thoi diém nhung
cling c6 thé c6 muac do 6 nhidm khac nhau tdy vao tinh hinh thuc té caa vy nudi. Bén
canh d6, chat quang xuc tac TiO2-Ag duoc chlng toi tap trung hudng dén dé xu ly
phan hity hop chat hiru co va tiéu diét vi khuan gay bénh, trong khi nhém vi khuan
chuyén hoa nito dwoc sir dung dé loai bo hop chat amoni va nitrit. Mat khac, dé tich
hop hiéu qua vi khuan trén chat mang thi bé mat vat liéu ndy can duoc bién dbi bd
sung thém céc thanh phan dudng chat thiét yéu cho sinh truedng va tao mang sinh hoc
cua vi khuan, trong khi yéu cau nay la khdng can thiét d6i véi qua trinh tich hop chat
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quang Xuc tac, qué trinh nay chi phu thudc vao ciu tric bé mit chit mang. Do do,
viéc dong tich hop TiO2-Ag va vi khuan chuyén héa nito trén cung mét loai chat
mang dé tng dung trong xt Iy cac van dé 6 nhidm thay san néu trén c6 thé con gay
nhiéu tranh cdi. Chinh vi vay, trong nghién ctru nay, ching t6i dé xuét viéc nghién
ctru ché tao loai cac chat mang phu hop cho tirng muc dich tich hop vat liéu quang
xUc tac va tich hop vi khuan chuyén héa nito dé &p dung trong méi trudng nudi thay
san. Thong qua dé s& c6 nhitng dir liéu chinh xac dé dinh huéng wng dung vat liéu
kha thi va phu hop nhét.
1.4. Céc loai chat mang pho bién diing trong xir Iy 6 nhiém ngudn nuwéc

DPdi voi cac hé théng xur Iy nudce sinh hoc, hi¢u Suét xur 1y dat dugc phuy thudc
nhiéu vao su hinh thanh mang sinh hoc cta vi sinh vat trén vat liéu hay con goi la
chat mang (carrier) dé duy tri mat do cao ctia chiing trong hé thong. Trong d6, cac
yéu td vé tinh chat vat Iy/héa hoc cua bé mait chét mang, d0 nham, céu truc 15 rSng,
dién tich riéng va loai vat liéu ctia chit mang dong vai trd quyét dinh cho sy bam dinh
ctia vi sinh vét. Dya trén ban chét cta vat liéu, chat mang ung dung trong cac bé phan
g sinh hoc ¢ thé duoc chia thanh ba loai: chat mang c6 ngudn gde tu nhién, chat
mang lam tir phu pham nong nghiép va chat mang tong hop nhan tao.
1.4.1. Vit liéu mang nhdn tao

Hién nay, vat liéu nhan tao nhu bot bién polyurethane, polyethylene, polyvinyl

alcohol, poly propylene va polyvinyl clorua Ia cac loai chat mang vi sinh vat dugc
dung phd bién [89]. Chung 12 loai vat liéu c6 d6 x6p cao v6i cac cdu triic vi mo thich
hop cho sy “cu trd” cia vi sinh vat, déng thoi véi dd bén co hoc tdt cia vat lidu s&
ngin chin cac tac dong ctia dong nude dén vi sinh vat sau khi tich hop 1én vt liéu
[90]. Thir nghiém thay d6i d6 xSp cuia bot bién polyurethane tir 20 dén 50 15 rdng trén
mot inch (ppi) da cho thay ring mat d6 vi khudn cao véi cac 16p mang sinh hoc day
hon xuét hién & vat liéu c6 d6 xbp 16n hon 50 ppi. O d6 xbp nay ciing luu giit duoc
dén 95% sinh khdi vi khuan trong vat liéu khi nudi cy trong diéu kién lic sau 10
ngay, trong khi chi 20% luong vi khuan tich hop ban dau con ton tai trong vat liéu co
d6 xdp 20 ppi [91]. Miéng mut x6p véi ciu triic nhiéu 16 réng, nhe, noi trén mit nude
cling dugc cic nha khoa hoc L& Vin Cit et al. (2007), Nguyén Quang Huy et al.
(2012) sir dung lam gia thé cho su bam dinh tao mang sinh hoc ctia vi khuan chuyén
hoéa nito, tir d6 tao duge san pham xt Iy nudce 6 nhidm amoni, nitrit [92], [93]. Trong
mot nghién ctru khac, vat liéu polyethylene dugc bién d6i dé c6 dién tich duong trén
bén mat nhim tang kha nang bam dinh cua vi khuan trong hé xu 1y 1én vat ligu, tor d6
nang tang hiéu qua xr Iy xyanua hiru co [94]. Cac nha khoa hoc da chi ra vt liéu chat

mang nhén tao 1y twong can dugc thiét ké sao cho c6 dd bén co hoc/hda hoc 6n dinh,
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d6 nham va do xop phu hop [95]. Tuy nhién chi phi thiét ké dé tao ra loai vat liéu dat
yéu cau trén c6 thé 1am ting gia thanh san pham, dong thdi chit mang lam tir vat lidu
nhan tao thudng khong than thién voi mdi truong. Sau qua trinh sir dung, chit mang
nay kho bi phan hiy va c6 thé gay 6 nhiém thr cAp. Do d6, viéc ap dung rong rii cac
vat liéu nhén tao 1am gia thé cho vi khuén trong xi Iy nudc thai ciing can dugc cin
nhic luu y [96].
1.4.2. Vit ligu mang cé nguén géc tiv phu phiam néng nghiép

Trong thuc té san xut nhiéu loai phu ph'?lm nhu vo g6, xo dura, X0 mudp, ba
mia, rom ra hay chat thai sinh hoat nhu cac que tim bong ciing c6 thé dugc dung lam
gia thé cho vi sinh vat/hat quang xtc tac thay thé cho cac vat liéu tong hop dé giam
tinh trang tiéu thu qua mirc cac san pham hoa dau (petrochemicals) va chi phi dau tu
cho qué trinh xir Iy méi truong [97]. Khong chi ¢6 wu diém vé mit kinh té, cac phu
pham nong nghiép ciing c6 nhing dic diém riéng khién ching tré thanh vat liéu mang
phtt hop cho sy phat trién cia mang sinh hoc nhu d6 x6p cao, dién tich bé mit riéng
16n va su ton tai cia mot sé nhom chirc nhu amino, hydroxyl, carboxyl, thiol va
phosphate trén bé mat [98]. Cac vt lidu nay cling chira thanh phan chinh 13 cellulose,
hemicellulose va lignin, do vdy chiing vira c6 thé dong vai tro 1a vat liéu mang dong
thoi ciing duoc st dung nhu mot ngudn cacbon sin c6 kich thich su phat trién cua vi
sinh vat trén d6 (Hinh 1.8). Tai Viét Nam, nhom nghién ctru ctia Tran Vin Nhi,
Hoang Phuong Ha da thuc hién cac dé tai cip Vién Cong nghé sinh hoc dé tuyén
chon dugc mot sd chung vi khuén chuyén héa nito ¢ hoat tinh nitrat hda cao nham
tich hop chat mang tro trau dé tao ra ché pham sinh hoc ting dung trong xir Iy moi
truong 6 nhiém amoni, nitrit. Thir nghiém trong mo hinh nudi tdm thé chén tring tai
tinh Séc Trang cho thiy, ché pham sinh hoc nay c6 kha ning loai bé dén 99% ham
luong nito tong (TAN). Mic du hiéu qua cta san pham di duoc khang dinh, nhung
ché pham sinh hoc hién tai con chua phu hop stir dung ddi voi nhiéu mé hinh nuéi
thay san do dé bi ling xudng ddy ao va bi rira troi khoi ao nudi trong qué trinh thay
nudc va thong hut day ao [99, 100, 101]. Bén canh do6, nghién ctru ciia Aslam et al.,
(2017) da thanh cong trong vi¢c dung cac que tdm bong lam vat li¢u loc trong hé
thong loc sinh hoc nho giot (Biotrickling filter) dé dat hiéu suat xt Iy BOD va COD
lan luot 1én dén 69—78 % va 65-80 % [102]. Mot s6 nghién ctru khac ciing goi ¥ viée
sir dung trdu, rom ra hay 15i ngd 1am gia thé va ngudn cacbon bo sung cho vi khuan
gitip tang hiéu sudt qua trinh khir nitrat [103]. Trong d6, khi rom ra va 15i ngd dugc
sir dung, hiéu qua xtr 1y dat 47,3% - 50,2% ddi voi COD va 21,8% - 24,8% ddi véi
ham luong nito tong s6 [104]. Tuy nhién can luyu y rang khi bo sung céc loai vt liéu

nay trong moi truong nudc, ngudn cacbon huu co bi phan tan ra khong dugc sir dung
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hét boi vi sinh vét c6 thé gay ra hién twong 6 nhiém thr cip. Bén canh d6 ciing chua
6 bao cdo 13 rang vé viée ¢ hay khong ham luong nito, phdt pho hay cac chat mau
thoi ra tir cac phu phdm néng nghiép ké trén co thé giy ra nhitng tac dong xau dén
chét lugng nudc trong qua trinh xt Iy méi truedng [105]. Do vay, cac lo ngai nay phan
nao dan dén viéc han ché str dung cac phu phadm nong nghiép trong qua trinh xur 1y

nudc 6 nhiém, dac biét 1a doi véi qua trinh khir nitrat.

\
Bi24031Bryo s BUN hoat tinh
> > =
Tao mang
sinh hoc
Xo mwdp pha Xo mwép pht Biy,034Bry, va
Bi,403Bryo mang sinh hoc cta vi khuan
Bén ngoai
7 Bén trong

Hinh 1.8. So do mé ta qua trinh tich hop cua chat quang xtic tac Bi2sO31Brio va bun
hoat tinh trén chat mang xo muép [106].

1.4.3. Vit liéu mang co nguo”‘n géc tw polymer tw nhién

Pé c6 thé ing dung trén mo hinh xt Iy quy mé 16n, chit mang can c6 gia thanh
thip, sin co va 1a vat liéu than thién voi moi trudng. Hién nay, ngdy cang c6 nhiéu
nghién ctru khoa hoc chung minh hi€u qua cua viéc ap dung cac polymer ty nhién
nhu agarose, k-carrageenan, alginate, agar va chitosan trong cac hé thong xir 1y nuée
thai boi chung khong chi c6 gid thanh ré ma con c¢6 tinh tuong thich sinh hoc cao,
khong gay doc hai va dé st dung [107]. Nghién ctru cia Maya Erna et al. (2013) cho
thiy hiéu qua chuyén héa nito vuot troi cta vi khuan Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas stutzeri va Nocardioides albus khi tich hop 1én vat liéu lam tir polymer
alginate, ndng do nito tong s6 va nitrit sau xir 1y ludn duy tri dudi mac 0,5 mg/L
[108]. Tuy dugc nghién ctru rong rai nhung hau hét cac polymer ty nhién déu c6 do
bén co hoc kém, dan dén chat mang dé bi phan huy theo thoi gian sir dung, 1am cho
vi sinh vat bi tach roi khoi chat mang va bi rira troi ra khoi hé théng xu 1y. Vi vay
viéc chuyén doi vat liéu chat mang tir dang polymer ty nhién sang cac vat lidu vo co
tu nhién c6 thé phan nao giai quyét duoc tinh trang nay. Cac loai chat mang lam tir
cao lanh (clay), vermiculite, sepiolit, bentonit hay zeolit ciing déu 13 cac vat liéu c6
san trong tu nhién véi do 6n dinh hoa hoc va co hoc tot hon. Mot sé bao cdo da chi
ra dat sét va va cac loai chat mang bién doi tir dat sét co hiéu qua cao trong viéc loai

bo kim loai nang va hop chét hitu co 6 nhiém. Trong nghién ctru ciia Quintelas et al.,
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(2013) chung vi khudn Streptococcus equisimilis va Arthrobacter viscosus da duoc
thir nghiém tich hop trén bén loai chit mang khac nhau gdm bentonit, kaolin, sepiolit
va vermiculit dé loai bo hop chat dung méi doc hai diethylketone (DEK) khoi nudc,
v6i hidu qua déu dat trén 98% [109]. Zeolit ty nhién 13 khoang chit aluminosilicat c6
dién tich Am trén bé mait, 46 xSp cao véi cac 16 rdng siéu nho, kich thudce 16 rdng cua
vat li€u nay cé thé dao dong tir 0,3 dén 1 nm, tao 1én d6 Xép tr 0,1 dén 0,35 cm®/g
[110]. Vi tinh chit 1y hoa dic trung nay va dién tich bé mit riéng 16n, zeolit ¢ thé
dugc dung 1am vat liéu loc ¢6 kha ning hap phu t6t [111]. Nam 2019, khi tich hop vi
khuan trén zeolit ty nhién va vat liéu tong hop PU (polyurethane), tac gia Valdez et
al. (2019) da cho thay hai hé théng PBBR (packed-bed biofilm reactor) chtra cac loai
chat mang nay dat hiéu qua loai b trichloroethylene twong dwong 1a 58,63 va 62,7%
[112]. Téc gia ciing quan sat thiy rang, mang sinh hoc cta vi khuin dugc phat trién
chu yéu bén trong ctia chit mang tong hop PU, trong khi no tap trung nhiéu trén bé
mit bén ngoai ctia zeolit, viée nay c6 thé gitp vi khuan dé dang tiép xtic va phan hiy
cac chat 6 nhiém trong moi trudong. Trong cdc nghién ctru trudc day cua Li et al.
(2013), zeolit cling dugc tng dung thanh cong lam vat liécu mang cho bun hoat tinh
chtra vi khuan nitrat hoa, giup ting hiéu xuit chuyén héa NH4* 1én 91,2% [113].
1.5. Cai tién vat liéu nham lam ting hiéu qua tich hop ciia vi khuédn va chit
quang xuc tac

Sy bam dinh/lién két ban du cta té bao vi khuan/hat quang xuc tac vao bé
mit chit mang thudng bi chi phdi boi cac dic tinh vé dién tich bé mit, kha nang thAm
uot, dd nham va do xép ctia chat mang.
1.5.1. Thay d6i vé di¢n tich bé mdt

Dién tich bé mit cua vat liéu c6 thé tao ra luc hﬁt/déy tinh dién gitra chat
mang va té bao vi khuan. C4u triic mang té bao c6 chira cac nhom carboxylic va axit
photphoric nén hau hét t& bao vi khuan c6 dién tich Am & bé mit. Vi vay, vat liéu
mang dién tich bé mat duong c6 thé tao ra tuong tac tinh dién van der Waals “16i kéo”
cac té bao lién két v4i vat lidu tot hon [114]. Dya trén nguyén 1y nay tac gia Wang et
al. 3 st dung phan ung ngung tu (condensation reaction) va phan mg chuyén vi
Hofman (phan ung chuyén mot amide thanh san pham 1a amine bac 1 c6 it hon 1
cacbon, amide rearrangement reaction) dé tao lién két hoa hoc gitra vat liéu vermiculit
v6i hai hop chit chita nhém -NH 13 aminopropyltriethoxysilane (APTES) va
diethylenetriamine (DETA), tir d6 tao ra vat li¢u c6 dién tich bé mat duong. Luc nay
vi khuan Sporosarcina pasteurii véi dién tich bé mat am c6 thé dugc hap phu chat
ché vao bé mit chat mang nho lyc tuong tic Coulomb trong diéu kién pH < 9,74

[115]. Trong mot nghién ctru khac, Chrzanowski et al. da lgi dung anh hudng cua pH
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moi truong dé tao nén dién tich trai ddu trén bé mit ctia chit mang xo mudp va té bao
vi khuén Stenotrophomonas maltophilia KB2, 1am ting hiéu suét tich hop vi khuan
l&n 86% & pH 7,2. That vay, xo thuc vat (plant sponge) thuong c6 diém dang dién
(pHpzc) tai pH 5,2 [116]. Trong khi d6, Stenotrophomonas maltophilia KB2 c6 gia tri
PHpz 1a 11, nén khi pH moi truong & mire 7,2, 16n hon pHpzc cia xo mudp nhung nhd
hon pHpzc cua chung KB2 s€ tao nén dién tich am trén bé mat vat liéu va dién tich
duong trén té bao vi khuan [117].
1.5.2. Thay déi d¢ nhdam bé mat

Sy tiép xtc va lién két cua té bao véi bé mat vat liéu 14 bude quan trong dau
tién trong sy hinh thanh mang sinh hoc vi khuan, qua trinh nay thuong xay ra thong
qua hai giai doan lién tiép. Pau tién, cc t& bao vi khuan di chuyén vé phia vat liéu
va c6 nhing twong tac thuin nghich khong dic hiéu voi bé mat ran nay. Tiép theo, &
giai doan thtr hai, khi t& bao vi khuan tién lai gin va khoang cach giita chung voi vat
liéu chi &@ mirc nand6mét (nm), cac tuong tac dic hi¢u hon sé xudt hién tao nén sy lién
két khong thuan nghich v6i bé mat. Luc nay 16p polymer ngoai bao (EPS) s& duoc vi
khuan tiét ra dé thic ddy su bam dinh chit ché cia cac té bao trén bé mit vt licu.
Tuy nhién, qua trinh tao mang sinh hoc nay cta vi khudn c6 thé bj anh hudng boi

nhiéu yéu té nhu bé mit vat liéu, loai vi khudn va diéu kién méi trudng (Hinh 1.9).
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Hinh 1.9. Anh huéng ctia d6 nham bé mat 1én kha ning tich hop cta té bao vi khuan
1én vat liéu [118].

Trong d6, sy gia ting d6 nham bé mat thudng thuc day su bam dinh cua vi
khuan do dién tich tiép xuc gitra bé mit vat liéu va té bao vi khuan tang 1én. Béng
thoi vat liéu v6i bé mat gb ghé nhiéu khe, rinh ciing gitip bao vé té bao sau khi tich
hop khong bi danh bat ra khoi chit mang bai tac dong cua dong nude (water shear
force) [119]. Quirynen et al. (1995) goi y rang vi khudn ¢ thé bam dinh trén vat liéu
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c6 gi4 tri d6 nham trung binh (Ra- roughness average) t6i thiéu 1a 0,2 um [120]. Gia
tri t6i thiéu nay cling c6 thé thay ddi tury theo kich thude va hinh dang cua té bao cua
mdi loai vi khuan [121]. Khi vét liéu kinh c6 Ra tang dan tir 0,07 pm; 0,58 pm; 0,99
um; 2,5 pm dén 5,8 pm da day nhanh tc d6 lién két tao mang sinh hoc cua vi khuan
Escherichia coli, Staphylococcus aureus va Pseudomonas aeruginosa 1én vat liéu
[122]. Tuy nhién, Hilbert et al. lai chi ra ring Ra ctia vt liéu thép khong gi ting trong
khoang tir 0,01 dén 0,9 um khong tao ra sy khac biét dang ké nao trong viéc kich
thich sy tao mang cua vi khuan Listeria monocytogenes va Candida lipolytica Ién vat
ligu [123].
1.5.3. Thay doi tinh chét Iy héa bé mt

Sy bam dinh cta vi khuan vao bé mat phu thudc vao nhiéu dic tinh 1y hoa
khac cua ca té bao va bé mat vat liéu, viéc stra doi bat ky thong sb6 nao cling s¢€ tac
dong dén hiéu qua cta qua trinh tich hop vi khuén 18n vat liéu. Theo Liu et al. (2004)
gidng nhu trong cac phan Gmg hoa hoc, kha nang tu két hop giita té bao vi khuan va
vat liéu cling duogc thé hién thong qua sy bién thién nang lugng tu do, ky hié¢u (G’adn)’
[124]. Trong d6, (Ge adh)’ c6 twong quan ty 1& nghich véi d6 ky nude twong dbi giira
té bao vi khuan va bé mat vat liéu (How) théng qua cong thirc:

(G’adh)” = G’agh — aRT In(Hopw)

_ tuong tic ky nuéc twong doi gitra té bao vavatliéu Hp,+Hg

Trong do, How =

tuwong tac wa nwéc twong doi gitra té bao va vat liéu - (1-H,))+(1-Hy)
Vi vay, dua vao phuong trinh trén, su lién két cua vi khuan véi bé mat vat liéu co thé
dugc chia thanh ba truong hop gom:

(1) - Khi bé mit té bao va vat liéu déu co tinh ky nudc, luc nay gia tri In(Ho/w)
s& tang 1én va lam giam gia tri (G’an)’, tir d6 tao diéu kién thuan loi cho sy lién két
cta té bao vi khuan 1én vat ligu;

(2) - Nguoc lai véi truong hop (1), néu ca bé mit té bao va vat lidu déu co tinh
ua nudc, sy turong tac cua té bao vi khuan véi vat liéu s& kho dién ra;

(3) - Khi mot trong hai thanh phan bé mat té bao hodc bé mat vat liéu co tinh
wa nudc thi viée “chinh stra” dé ting tinh ky nudc ctia thanh phan con lai s& giup hd
tro su lién két cua chang khi tiép xuc véi nhau.

Trong nghién ciru str dung xo muép lam vat lidu loc & hé thong xtr Iy nudc IFAS
(Intergrated fixed film activated sludge), Dang et al. da cai tién 1am ting d6 bén cua
loai chat mang nay bang cach “bao phii” chiing trong 16p polymer c6 chira CaCOs dé
ngin chan sy thim thau clia nudc vao cac soi xo mudp. Bén canh phuong phap bién
dbi tinh chat ky nudc/ua nude cua vat licu thi viée cai tién ting do rong xép cua vat

lidu ciing gitp té bao vi khuan dé dang “neo dau” trén vat liéu. Cau trac tinh thé cua
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16p composite CaCOs/polymer trén xo mudp di lam ting dién tich bé mit riéng cua
vat liéu xo mudp cai tién tir 0,018 m?/g 1én 0,875 m?/g [125]. Dbi véi cac chat mang
c6 ban chét 1a cellulose, hemicellulose hay lignin, qué trinh tién xtr 1y vat liéu véi
dung dich axit hoic bazo ciing s& lam pha v& mot s lién két trong mang luéi cau trac
khong ddng nhit (heterogeneous structure network), loai b thanh phéan tap nhiém,
mé rong kich thude 16 rong, tr d6 lam ting do x6p va tinh sinh kha dung
(bioavailability) cua vat liéu [103], [126].

1.5.4. Xir Iy nhigt va tao vit ligu composite tong hop

Tién xir 1y vat li¢u & nhiét do cao cling co thé duoc dung dé tao ra cac chat
mang c6 d6 bén va dién tich bé mit 16n hon [127]. Than sinh hoc nhu than cui hay
tro trdu 1a vi dyu dién hinh vé viéc ap dung qua trinh nhiét phan ¢ nhiét d6 cao trong
moi truong thiéu oxy 1am tang dién tich bé mat va do x6p ciing nhu kha ning giit am
cta vat liéu [128]. Pong thoi, thanh phan hoa hoc cia than sinh hoc ¢6 chira cac hop
chat cacbon hitu co, nito, phdt pho, kali va cac nhém chirc nhu hydroxyl va carboxyl
tao diéu kién phu hop cho su sinh trudong va hinh thanh mang biofilm cta vi khuan
[129]. Str dung qua trinh nhiét phan, Gina et al. di ché tao thanh cong vat liéu dat sét
gidn nd (expanded clay) tir hdn hop cta dat sét ty nhién, vo trau va Na,COj3 véi dién
tich bé mit cao trong khoang 456,143 - 566,998 m%/g. Vat liéu nay c6 kha nang hap
phu tdt cac hop cht kim loai nang nhu asen va chi véi hiéu suat dat 1an luot 12 59%
va 84% [130]. Bén canh d6, cac nha khoa hoc ciing huéng dén viéc tich hop thém
thanh phan polymer trén vat liéu dé nang cao tinh sinh kha dung cta ching. Zhang et
al. sit dung polymer cation va nudc hexadecyl trimethyl phu 1én trén da basalt ty
nhién dé bién d6i dién tich bé mat chit mang da va kich thich sy tich hop cua Bacillus
subtilis [131].

1.6. Ung dung ciia vit liéu dat sét trong xir Iy méi truwong 6 nhiém

Dua trén nhitng diém di phan tich cho thdy nhiéu loai vat liéu nhu nhua,
polymer ty nhién hay phu pham ndng nghiép c6 thé dugc sir dung 1am chat mang cho
su bam dinh dé tao mang sinh hoc cua vi khuan hay chat quang xtic tic, nhung ching
c6 d6 bén co hoc kém, dién tich bé mat riéng thap cling nhu c6 thé gay ra 6 nhiém
thir cap trong qua trinh sir dung, do vay cac loai chat mang nay khéng phai 1a lua
chon phu hop khi huéng dén muc tiéu xir ly 6 nhiém mot cach than thién véi moi
truong.

Hat dat sét gidn no (expanded clay, EC) 1a mét loai vat liéu dac biét dugc tao
thanh bai su nung ndng ¢ nhiét do cao. Khi nung, cac hop chat hiru co trong dét sét
bi d6t chay, khién dat sét gi&n ng tang vé thé tich va tao nén cau trdc 16p vo cing bén
ngoai va 16i rong xdp bén trong caa vat liéu. Cac hat EC thu duoc ¢ trong luong nhe,
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x6p, tro vé mit hoa hoc, ¢6 gia tri pH trung tinh va khdng phan hay sinh hoc. Bdng
thoi vat liéu ¢ tinh bén vé nhiét, khdng chira cac chat doc hai, khong bi phan hay boi
hoa chat hay khi ngan trong nuéc. Thong thuong hat EC c6 thé duoc tng dung trong
cac co so Xt Iy nude dé loc va lam sach nuéce thai do thi va nudc udng. Dac tinh vat
ly caa vat liéu hat EC dugc dua ra trong Bang 1.2.

Bang 1.2. Dic tinh vat Iy cia vat liéu EC [132]

Thong so Gia tri do Thong sé Gia tri do

Kich thuoc hat (mm) 15-25 Si02 (%) 62
Dién tich b mat ~2200 Al203 (%) 18
(m?/m?3)
Dién tich bé mat riéng

~2,93 Fe203 (%) 7
(m?/kg)
Trong luong 1600 CaO (%) 3
Do bén vai nhiét Cao MgO (%) 3
Do bén trong axit Cao K20 (%) 4
Do bé trong bazo Cao Na20 (%) 2

C (tong sd) (%) 0,02

Nhu d3 phan tich, cac dic tinh vé dién tich bé mit, kha ning thim uét, do
nham va do xop cua chat mang déng vai trd quan trong anh hudng 16n dén su bam
dinh/lién két ban dau cua té bao vi khuan hay hat quang xc tac 1én bé mat vat liéu
nay. Do d6, trong nghién ctru nay chiing t6i huéng dén ché tao ra hat EC thong qua
qua trinh nhiét phan hdn hop dét sét va vo trau. Viéc sir dung hai loai nguyén liéu san
¢4 tai cac viing ndng nghiép & Viét Nam s& gidp tiét kiém chi phi san xuat hon so véi
cac nguyén lidu tong hop nhan tao. Trong qua trinh ché tao, sy d6t chay thanh phan
hitu co ton tai trong vé trau clng voi su gidin no cia dat sét ¢ nhiét d¢6 cao 1200°C
va ha nhiét nhanh sé& tao nén vé sé cac khoang rdng bén trong cau tric chat mang.

Céu trac cing, rong x0p cua EC co thé ting cudng kha ning tich hop va bao
vé té bao vi khuan/chat quang xUc tac bé mat vat liéu. Déng thoi, dac tinh ndi ctia EC
c6 thé tbi da hoa viéc tiép xac anh sang, phat huy tac dung cua chat xic tac quang,
lam tang ham lwong oxi tham gia vao qué trinh quang hoa phan huy trén bé mat tiép
xtac nude/khong khi, tr d6 1am tang tdc do hinh thanh cac géc tu do, tang hi¢u suét
oxi hoa va don gian hoa qua trinh thu hdi tai sir dung vat liéu.

Mit khac, dé t6i uu hoa chat mang EC phu hop cho viéc tich hop nhom vi
khudn chuyén héa nito, 16p polymer alginate c6 chtra thanh phan N, P, C va K s&
dugc phu 1én chit mang, chiing déng vai tro vira 13 ngudn cung cip dudng chit dong

thot 1a thanh phﬁn gilt nudc, tao ra moi truong 4m thich hop cho su tdn tai cua té bao
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vi khuan trong thoi gian bao quan trude khi st dung. Tinh chat ndi cua EC ciling 1am
tang sy twong tic cta vi khuan véi oxy khong khi, khién cho qua trinh oxy héa amoni,
nitrit duge dién ra thuan loi. Pi véi nhom vi khuan khir nitrat, t& bao vi khuén c6 thé
phan bd vao cac vung c6 do sdu khac nhau trong ciu trac cua EC tiy thudc vao nhu
cau vé ndéng do oxy can thiét cho sy phat trién cua ching.

Nhitng bién ddi néu trén trong cAu trdc caa chat mang EC duoc ky vong dem
lai hiéu qua cao trong viéc tich hop chat xuc tac quang/vi khuan chuyén hoa nito, day
la tién dé dé nang cao hiéu suat xir Iy 6 nhidm cua céc loai vat liéu tich hop tao thanh
khi irng dung trong moi trueong nuoi thay san.

1.7. Phuong phap tich hop chat quang xiic tac/vi khuan trén vét li¢u mang
1.7.1.Phwong phdp tich hop chit quang xiic tac/vi khudn trén vit ligu mang

a. Phwong phap tich hop chat quang xuc tdac trén vat lieu manga. Phuong phap
ld'ng dong quang Electrophoteric deposition (EPD)

Phuong phap lang dong quang (EPD) la mot k¥ thuat duoc sir dung dé tich
hop céc hat nano quang xuc tac 18n bé mat vat liéu co dién tich. Dién cuc, 1a chat nén
kim loai can duoc phu 16p quang xuc tac, s& duoc nhing vao dung dich chira cht
quang xuc tac. Khi mot dién thé duoc ap dung, cac hat quang xuc tac lo ling trong
dung dich sé& di chuyén vé phia dién cuc c6 dién tich trai dau. Trong qué trinh nay,
cac hop chét nhu isopropanol hoic acetylacetone ¢ thé duoc sir dung dé diéu chinh
d6 dan dién cua dung dich, qua dé ting cuong d6 6n dinh dién tich cua cac hat lo
ling va cai thién tinh dong nhét ciing nhu do bén cua I6p phu thu dugc (Hinh 1.10).
Phuong phép ling dong quang nay di duoc (ng dung rong rai dé tao ra cac 1op phu
dong nhat trén cac vat thé c6 cau trac phic tap [133].
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Hinh 1.10. Qua trinh tich hop chit quang xtc tac TiO2 1én bé mit dién cuc [134]
Trong cac nghién ciru trude day, khi chat quang xuc tc TiO2 duoc thir nghiém

tich hop trén céc vat liéu nhu thép khong gi va thuy tinh phu oxit thiéc pha tap flo

(FTO) bang phwong phap lang dong quang, tuy nhién vt liéu tich hop hinh thanh sau
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d6 can duoc xur ly nhiét & 450 °C trong 2 gid dé ting cuong do 6n dinh lién két cua
TiO2 voi vat liéu. Bong thoi, cac yéu té nhu cudng do dong dién, thoi gian tich hop
va loai dung méi sir dung can duoc téi wu hoa k¥ ludng dé dam bao hiéu qua tich
hop. Viéc kéo dai thoi gian phan @ng c6 thé 1am tang do day cua 16p phu TiO; trén
vt lidu, nhung néu vuot qua gia tri toi wu, 16p phu sé trd nén khdng 6n dinh, ngay ca
khi da dugc xt ly nhiét [135].

b. Phuwong phdp ling dong dung méi (Solvent deposition)

Ling dong dung méi 1a mot phuong phap don gian dé ¢b dinh chat quang xuc
tac dang bot 18n bé mat vat liéu mang. Trong phuong phép nay, cic hat nano duoc
phan tan vao dung moéi nhu ethanol, acetone, isopropyl alcohol, N-Methyl-2-
pyrrolidone hoic Dimethylformamide. Sau khi dung dich duoc chuan bi, ching s&
duoc phun hoic d6 Ién bé mit vat liéu mang, tao thanh 16p phu chat quang xdc tac
khi dung moéi bay hoi. Tuy nhién, phuong phéap nay chi tao ra I6p phu théng qua sy
ling dong cua dung mdi ma khong bo sung cac tac nhan lién két thich hop. Do do,
vt liéu tich hop tao thanh kho c6 thé tng dung trong thuc té, bai vi cac hat nano co
thé dé dang bi tach ra khoi vat liéu, xam nhap vao mai trudong xung quanh va gay ra
nguy co anh huong dén sic khoe con nguoi [136].

c. Phwong phap Sol-gel

K7 thuat sol-gel 1a mét phuong phap hoa hoc uwédt dwoc ing dung rong rai trong
khoa hoc vat liéu dé ¢ dinh quang xtc tac. Trong phuong phap nay, cac tién chat
hoa hoc tong hop chét quang xuc tac duoc phan tan vao dung dich (sol). Khi qua trinh
tong hop dién ra, cac hat nano quang xuc tac s& hinh thanh va phan tan trong mang
ludi soi polymer (gel) (Hinh 1.11).

Sw thdy phan Sw ¢ dac
va c6 dac tao gel
e, . m
~~—— ~-_ @ 7
Dung dich tién Gel
chat kim loai Sw phéan tan keo

Hinh 1.11. Tong hop va tich hop chat quang xuc tac 1én bé mat vat liéu théng qua
phuong phap sol-gel [137]

Dung dich chira c&c hat quang xdc tac nay c6 thé duoc sir dung dé tao ra l6p
mang mong trén bé mit vat liéu mang (nhu thay tinh, kim loai,...) théng qua céc
phuong phap nhu phu nhing (dip coating) hoac phu quay (spin coating). Trong qua
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trinh nay, vt liéu c6 thé duoc siy dé dat duoc muic d6 trung ngung hoan toan, déng
thoi cai thién tinh chat co hoc cua lép mang thu dwoc [138]. So vai cac ky thuat khac,
vu diém cua sol-gel 1a qué trinh ¢6 dic c6 thé thyuc hién ¢ nhiét do thap, gitip don gian
hoa quy trinh va giam tiéu tén ning lugng. Ma tran polymer sol-gel c6 dic tinh trong
suét, khéng anh hudng dén kha ning hip thu anh sang cua chat quang xdc tac bén
trong mang, tir d6 dam bao hiéu suat phan ¢ng quang xGc tac phan huy céc chit 6
nhiém [138]. Vi vdy, phuong phép nay 1a lva chon 1y tuéng dé tich hop chat quang
xuc tac TiO2-Ag lén hat EC trong nghién ciru cta ching toi.

1.7.2. Phwong phdp tich hop vi khudn trén vit liéu mang

a. Phuwong phap lién két cong hoa tri (Covalent binding)

Phuong phap lién két cong hoa tri 1a ki thuat trong d6 vi khuan dugc tich hop
I&n bé mit ran thong qua su hinh thanh céc lién két hda hoc manh va on dinh (lién két
cong hoa tri) véi cac nhom chirc ning trén bé mat té bao vi khuan. Phuong phap nay
thudng duoc st dung trong cac ng dung nhu cam bién sinh hoc, xir Iy méi trudng
va phan phéi thuéc, cho phép vi khuan hoat dong 6n dinh va duoc kiém soét trén bé
mat mong muén. Khéng gidng nhu hap phu, lién két cong hoéa tri 1a phuong phap cb
dinh khéng thé dao nguoc [139].

Qua trinh tich hop té bao vi khuan thudng duoc bit dau bang viéc kich hoat
bé mat caa vat liéu hd tro bang hop chat héa hoc nhu glutaraldehyde (GA) va 1-ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl) hay carbodiimide hydrochloride (EDC) dé tao ra cac
nhom chirc ning phi hop dé lién két véi cac nhdm chire ning cy thé trén mang té bao
vi khuan (nhu axit amin) dé tao thanh lién két cong hoa tri, gan chat vi khuan vao bé
mat. Tuy nhién, cac tac nhan lién két hozc lién két chéo sir dung thuong cé doc tinh
va gay mat kha ning song cua té bao, do d6, phuong phép lién két cong hoa tri ch
yéu duoc ap dung dé c¢6 dinh enzym hon 1a ¢6 dinh toan bo té bao. Mt khac, nhuoc
diém chinh cua phuong phap cb dinh lién két cong hoa tri 1a trong hau hét cac truong
hop, cac diéu kién co dinh phuc tap ciing dan dén mat dang ké hoat dong cua enzyme
thong qua viéc thay doi cau tric protein [140].

b. Phuwrong phdp hép phu (Adsorption)

Hap phu duoc coi la ky thuat 1au doi va pho bién nhat trong viéc ¢ dinh té
bao nha quy trinh thuc hién don gian. Qua trinh nay thudng dién ra qua hai giai doan:
hap phu va hinh thanh mang sinh hoc. Céc nghién ctru da chi ra rang viéc ¢ dinh ban
dau cua vi sinh vat 18n vat liéu mang chu yéu duoc thiuc day boi su hap phu vat ly
hodc lyc hut tinh dién. Luc hut tinh dién nay cé thé hinh thanh tir cac tuong tac yéu
giita cAc phan tir hitu co va cac nhom chiic oxy trén bé mat vat liéu mang voi té bao
vi khuan. Trong khi d6, su hap phu vat ly dién ra théng qua luc Van der Waals va
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lien két hydro giira vi sinh vat va bé mit vat liéu [115].

O

“Bay” trong mang luéi

Hap phu polymer
/ \
\ _——
7
Lién két cong hoa tri Lién két chéo
Vi khuan tich

s g Vat liéu mang
hop trén vat liéu

Hinh 1.12. M6 ta cac phuong phap tich hop vi khuan trén vat liéu mang [141]

O giai doan thir hai, tinh ky nudc gitra cac thanh phan caa vi khuan, nhu protein
va lipopolysaccharides, véi vat liéu mang ciing dong vai tro thiic day qua trinh hap
phu. Mang sinh hoc 1a su két hop cua cac vi sinh vat gan két véi chat nén hoic té bao
khac thdng qua ma tran polyme ngoai bao bao vé. Tuy thudc vao loai vi khuan, su
hinh thanh mang sinh hoc (giai doan tht hai) c6 thé dién ra song song véi qué trinh
hap phu (giai doan dau tién). Sy bam dinh cua vi khuan bam vao bé mit c6 thé duoc
hd tro bai 16p mang polyme ngoai bao (Hinh 1.12). Khi vat liéu mang c6 cau tric
rdng, xop, vi khuan cé thé bam vao bé mat bén trong va cac 16 rdng cua vat lidu, gidp
bao vé cac mang sinh hoc chtra vi khuan khoi tac dong cua dong nudc, dong thoi ting
cuong do on dinh cho céc té bao vi khuan [142]. Phuong phap hap phu mang lai wu
diém vuot troi so véi cac phuong phap khac nhd quy trinh don gian, hiéu qua va
khong yéu cau b6 sung phu gia héa hoc c6 hai, gitip dam bao su séng cua té bao sau
khi dugc tich hop. Tuy nhién, han ché cia phuong phap nay 1a luc lién két yéu gitra
té bao vi khuan va bé mit vat liéu [143].

c. Phwong phdp tich hop vi khudn trong cdc mang lwdi polymer (Entrapment)

Trong phuong phap tich hop nay, cac loai polyme tu nhién va tong hop khéac
nhau nhu alginat, agar, agarose, kappa-carrageenan, polyacrylamide, cellulose,
polysulfde (PVA), polyacrylamide hay carboxymethyl cellulose cd thé duogc st dung
lam chat mang dé cé dinh té bao vi khuan trong mang lu6i cac mach polymer cua
ching. Mang luéi polymer nay c6 cau trdc x6p, cho phép cac chat 6 nhidm va san
phiam trao ddi chat d& dang khuéch tan dén té bao vi khuan; dong thoi déng vai tro
nhu mot 16p mang bao vé, gilp giam thiéu nhimg tac dong tiéu cuc tir mdi trudng
bén ngoai ddi véi sy sdng cua té bao. Tuy nhién, bén canh nhitng dic diém c6 loi néu
trén, cac vat liéu polymer tu nhién nay rat nhay cam véi dung méi hitu co, chi 6n dinh



33

trong pham vi pH hep va c6 d6 bén co hoc thap [144].

Do d6, trong nghién ciru nay, nham nang cao hiéu qua caa qué trinh tich hop
vi khuan chuyén héa nito trén bé mat vat liéu hat EC, c6 thé két hop phuong phap
hip thu va k§ thuat “bay” té bao (entrapment). Vi khuan s& dugc phan tan trong céc
dung dich polymer ti nhién dé gia ting tinh 6n dinh cua té bao trude khi tich hop 1én
vat lidu EC. Nho vao ciu triic x5p caa minh, khi dugc bao phi béi mang luéi polymer
chtra té bao vi khuan, EC s& tao ra nhiéu vi tri dé té bao vi khuan cu tra va bat dau
hinh thanh mang sinh hoc, tir 6 nang cao su lién két cua té bao vai bé mat vat liéu.
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

2.1.1. Nguyén liéu va héa chit ché tao vit ligu

- Dt sét va vo triu duge thu mua tai vung ndng nghiép tai Ha Noi s€ st dung
trong nghién ctru ché tao hat dat sét EC (Expanded clay). Cac hoa chat khac bao gdm
TiCls (0,09M in 20% HCI), NaBHs (99%), AgNOsz (99%), alginate,
Tetracycline (99%), Oxytetracycline hydrochloride (95%), dugc mua tir Aldrich-
Sigma (St. Louis, MO, Hoa Ky). Khang sinh Rifampicin (95%) dugc mua tir
BioWorld (Dublin, Ohio, Hoa Ky).
2.1.2. Chiing vi khudn va méi trwong nudi ciy
2.1.2.1. Chung vi sinh vit

- Cac chung vi khuan, bao gom:

+ Vi khuan oxi hoa amoni (Nitrosomonas sp. PD58, Nitrosomonas PD60) va
vi khuan oxi héa nitrit (Nitrobacter sp. 2NM, Nitrobacter sp. 5NM).

+ Vi khuan gay bénh: Vibrio harveyi VTCC 70222, Vibrio parahaemolyticus
VTCC 910192 va Escherichia coli ATCC 25922.

+ Vi khuan c6 loi Lactobacillus acidophilus LB.
dugc st dung trong nghién ciru nay duge luu gilt trong bd suu tap ching giéng tai
Phong thi nghiém Trong diém Cong nghé 1én men va K thuat cai bién sinh téng hop
hoat chat sinh hoc, Vién Sinh hoc, VAST.

- Nhom vi khuan khir nitrat/nitrit ky khi va hiéu khi duoc phan 1ap tir mau
nudce nudi tom thé chan trang Litopenaeus vannamei ngay tht 60 tai tinh Bac Liéu. .
2.1.2.2. Méi trwong nudi vi khuin

- V. harveyi VTCC 70222 va V. parahaemolyticus VTCC 910192 dwoc
hoat hoa trén moi truong Thiosulfate—citrate—bile salts—sucrose (TCBS,
Sigma-Aldrich, UK), sau d6 nhan nudi dé thu sinh khoi trén moi trudng Luria-
Bertani medium (LB, Sigma-Aldrich, UK) [145]. Bén canh d6, sinh khdi cua
E. coli ATCC 25922 ciing duoc chuan bi riéng r& trén mdi truong LB. Riéng
ching loi khuan L. acidophilus dugc sinh truong trén moi truong MRS dic
trung voi thanh phan gdm (g/L): Pepton (10), Cao thit (10), cao nAm men (5),
glucose (20), KoHPOs (2), NH4Cl (2), CH3sCOONa (5), MgSOs (0,2),
CeH17N3O7 (Ammonium Citrate Tribasic) (5), Tween (80-100ul), pH - 6,5.

- Mbi truong mudi co ban (BSM) dung dé 1am giau, phan lap va kiém tra hoat
tinh chuyén hoéa nito cta nhém vi khuan khir nitrat chira (g/L) K2HPOs (1),
MgS04.7H20 (0,5), NaCl (5) va 1 mL dung dich nguyén tb vi lugng (g/L): H3BO3
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(0,4), ZnS04.7H20 (0,4), CoCl2 (0,05), NiCl2.2H20 (0,2), Na2M004.2H.0 (0,3),
CuS04.5H,0 (0,01) va MnSO4.H20 (0,5).

- M6i treomg K1, K2 va K3 duge st dung dé nudi cdy vi khudn oxy hda amoni,
vi khuan oxy hoa nitrit va vi khuan khir nitrat. Méi treong K1 chtra: (NH4)2S04 1 g-
N/L, KH2PO4 0,07 g-P/L, CaCOs3 2 g/L, CH3COONa 2 g/L, pH 7,8. Trong moi trudng
K2, thanh phan (NH4)2SO4 duoc thay thé bang NaNO2 & cing ndng do. Mai trudng
K3 gom: NaCl 10%o, CH3COONa 2 g/L, cao ndm men 0,1 g/L, KoHPO4 0,5 g/L, pH
7-7,5 [146, 147, 148].
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Trong nghién ciru nay, vat liéu EC véi cau tric rdng x6p s& duoc ché tao
nham tang kha ning tich hop chat quang xtc tac. Pong thoi, dé thic day qua
trinh hinh thanh mang sinh hoc va hd tro sy phat trién cua vi khuan, vat liéu EC
s& duogc bién d6i thanh EC_Alg N bang cach bo sung cac dudng chit ¢ dang
nano. Song song vo1 qua trinh ché tao vat liéu nén, chat quang xuc tac TiO,-
Ag sé& duogc tong hop va tich hop 1én bé mit EC. Ngoai ra, cac chung vi khuan
nitrat hoa va vi khuan khir nitrat s& duoc tuyén chon dya trén hi¢u qua xtr ly
amoni va nitrit, sau do tich hop vao véat licu EC_Alg N (Hinh 2.1).

Ché tao Téng hop Ché tao EC chira Lwa chon:
vat lieu EC TiO.-A dinh duw&n VK nitrat hoa +
— e 9 VK loai nitrat hiéu khi
Banh gia dac tinh I

hoa ly clia vat liéu EC_Alg_N
tao thanh

! l ! ! \
[

] [ Henitoveco |

NH,*
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Hinh 2.1. So d6 tom tit ndi dung nghién ctru trong dé tai.
Hai loai vat liéu tich hop s€ dugc danh gia thong qua cac thir nghiém:
o V&ivatliéu TiO,-Ag/EC, s& kiém tra kha nang trc ché vi khuan gy bénh,
phan hay khang sinh t6n du va cac hop chat hiru co.
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. Véivatliéu EC_Alg N chira vi khuan, s& danh gia hiéu qua xir Iy amoni
va nitrit trong moi trudng nudi thay san.
2.2.1. Phwong phdp ché tao vit ligu hat EC va EC cdi tién
2.2.1.1. Ché tao vt li¢u hat EC
Hat EC duoc ché tao tir hdn hop dat sét va vo trau theo phuong phap
nhiét phan. Bot dat sét (duong kinh < 2 mm) duoc tron vai trau xay theo ty 16
1:1 (w/w). Thém nuéc dé tao do déo phu hop cho hdn hop rdi tao hinh céc hat
c6 duong kinh khoang 1 cm. Céc hat nay dugc say kho ty nhién dén khi dat d6
am 30-40%. Sau d6, chung duoc dit trong 16 nung & 1200 °C trong 2 gid gilp
dat sét gidn ng (Hinh 2.2). Qua trinh 1am mat nhanh ngay sau d6 s& ¢ dinh cau trac
x6p cua dat sét gidn né (EC) [149]. Dién tich bé mat riéng, thé tich va kich thudc
16 rdng cua cac mau EC duoc xac dinh bang cach sir dung dudng dang nhiét
hap phu vat Iy N2 ¢ 77 K (Tristar-3030 system, Micromeritics-US). Phan tich
khdi pho plasma cam tng (ICP-MS) thiét bi Nexion 2000 cua PerkinElmer
(US) ciing dugc dung dé xac dinh ham luong Ti va Ag ban dau ton tai trong
chat mang EC.

Nghién vun Nhiét phan Lam ngudi Hat dat sét EC
va phdi trc_)n ~1200 °C nhanh (Expanded clay)

Hinh 2.2. So d6 thi ché tao vat liéu EC.

2.2.1.2. Ché tao vit liéu EC bién doi chira cac dwong chit dwéi dang nano

Céc chat N, P, K (dudng chat thong thuong) dudi dang hop chat (NH4)2S04
KH2PO4 va ngudn cacbon natri axetat dugc hoa tan va phan tan déu trong dung dich
polymer alginat dé tao ra dung dich dudng chat nano (Hinh 2.3). B6 sung cac hat EC
da tao thanh & budc trén vao dung dich dudng chit nano, khuéy tir nhe ¢ nhiét do
phong qua dém rdi tach vat liéu khoi dung dich dé siy khé thém 24 gio & 30°C. Lic
nay vat liéu EC tao thanh da dugc “phu thém 16p polymer alginat c6 chira cdc dudng
chat thiét yéu & dang nano, ky hiéu 14 vat liu EC_Alg N. Dé khang dinh thém kha
nang kich thich ciia sy bd sung dudng chat trén vat liéu ddi véi sy hinh thanh mang
sinh hoc cta vi khudn, mot loai chat mang khac, trong d6 EC nguyén ban dugc bao
phu boi 16p polymer alginat khéng ¢ dudng chat nano ciing dugc ché tao, ky hiéu la
vat liéu EC_Alg.
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Céc dic tinh Iy héa cua dung dich dudng chat nano/alginat va cdu trac cua hat
EC Alg N ciing dugc xac nhan bing cac phuong phap nhu quang phd hong ngoai
bién d6i Fourier (FT-IR, Fourier-transform infrared spectroscopy) (FTIR-8400S,
SHIMADZU, Nhat Ban), phé tan xa ning luong tia X (EDX, Energy-dispersive X-
ray spectroscopy) va kinh hién vi dién tr quét phat xa truong (FE-SEM, Field
Emission Scanning Electron Microscopes) (Hitachi Ltd. S-4800 Ibaraki, Nhat Ban).
Ngoai ra, phan bd kich thudc va thé zeta ctia dung dich dudng chit nano/alginat dugc
xac dinh thong qua k¥ thuat tdn xa anh sang dong (DLS, Dynamic Light Scattering)
trén thiét bi Malvern Nano-ZS ZEN 3600 zeta sizer (Malvern Instruments Ltd,
Malvern, Worcestershire, Anh).

(NH.).SO.

CH:COONa
KH:PO.

b7

Hinh 2.3. Minh hoa qua trinh tong hop dung dich dudng chat dudi dang nano.
2.2.2. Phwong phdp tong hop chit quang xiic tic TiOz-Ag
= Tong hop vt ligu

Céc hat nano TiOz duogc tong hop bang phuong phéap két tia dung dich TiCly
v6i amoni hydroxit [150]. Tiép do, rira luong két tia thu dugc bang nudc dong thoi
str dung may siéu am dé loai bo tap chat. Siy kho mau ¢ 60 °C trong 30 phit va nung
noéng dén 500 °C trong 2 gid dé tao thanh hat nano TiO2. Déi véi tong hop dung dich
nano Ag, sir dung NaBHs 9 mM (30 mL) dé khir ion Ag* trong AgNO3 2 mM (120
mL) vé dang Ag®, dung dich hdn hop phan tmg duoc dit trén may khudy tir & tée do
350 vong/phut trong 2 gid. St dung phuong phap khir héa hoc cac hat nano bac trén
bé mait nano TiO2 dé thu duoc vat liéu nano TiO2-Ag. Cu thé: phan tan 0,4 g nano
TiO, trong 100 mL nudc cit bang may siéu 4m trong 5 phut; tiép d6 chuyén cdc phan
ng sang may khudy tir va bo sung thém 5 mL NaBH4 0,1 M. Hoa tan 5 mL dung
dich AgNO3 0,1 M vao hdn hop nay, khudy lién tuc & toc d6 350 vong/phut trong 2
gio. Cudi cung, thém 100 mL natri alginat 1% (w/v) va khudy & téc d6 500 vong /phut
trong 24 gid tiép theo dé tao thanh vat liéu composite nano TiO,-Ag trong alginate
(Hinh 2.4).
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| TiCl, | [NHEDH]
Hat nano Hat nano
TiO, Ag
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[ Hat nano TiO,-Ag J

Dung dich nano TiO,-Ag
trong alginate

Hinh 2.4. So d6 tong hop chat quang xuc tac TiO2-Ag.
= Danh gia dac trung vit liéu
St dung phuong phap phd hong ngoai bién d6i Fourier dé phan tich cau trac
phan t¢ cua TiOx-Ag trong khoang budc song 400 - 4000 cm?
(Shimadzu FTIR Spectrometer 8000 series, SHIMADZU, Japan). Bén canh
d6,cAu tric tinh thé ctia cac hé nano tong hop ¢ trén ciing duoc kiém tra bang thiét bi
Bruker D8-Advance (Bruker, Hoa K¥) v&i nguén birc xa Cu-Ko (A = 1,5406 A), cong
sudt 35 KV, gbc quét 20 tir 30° dén 70°, bude nhay 0,02°/4s. Tiép d6, ap dung phuong
phap Rietveld dé danh gia dac tinh chi tiét cua vat liéu. Ham luong Ti va Ag trong
vat liéu TiO2-Ag dugc xac dinh thong qua phan tich quang pho phat xa plasma ghép
nbi khbi phd ICP-MS (ICP Mass Spectrometer, Nexion 2000, PerkinElmer, Hoa K¥).
Phén tich quang phd UV-vis thyc hién bang may quang phé UV-6300PC (VWR,
Radnor PA) c6 tac dung xac dinh sy thay ddi trong cac tinh chat quang hoc cua vat
liéu nano TiO2-Ag so v&i TiO2 va Ag. Su phan bd kich thuéc va do 6n dinh ciia cac
hat nano duoc kiém tra bang phuong phap tan xa anh sang dong (DLS, Dynamic light
scattering) trén thiét bi Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument, Vuong
qudc Anh). Hinh thai ciia vat liéu duoc kiém tra bang kinh hién vi dién tir quét phat
xa truong (FESEM; Hitachi S-4800, Nhat Ban) va kinh hién vi dién tir truyén qua
(TEM; hé théng JEOL JEM-1010 hoat dong & 120 kV).
2.2.3. Tich hop vit liéu nano TiO»-Ag trén chit mang EC
Chat mang EC duoc rira voi nuéce va sy khd ¢ 60 °C trong 5 gio dé loai
bo bui ban va tap chat. Chuan bi cac dung dich TiO2-Ag c6 nong d6 Ti khac
nhau (20.000, 25.000, 30.000 hoic 35.000 ppm). B6 sung EC vao cac cdc thay
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tinh chira dung dich TiO2-Ag da chuan bi véi ty 18 khéi lugng EC so véi thé
tich dich 1a 1:2. Trong qua trinh tich hop TiO2-Ag lén EC, cdc thi nghiém chira
hai thanh phan nay duoc trén may lic vai tbe d6 100 vong/phat. Sau 6, 12 hoic
18 gid, loc tach chat mang khoi dung dich va siy khd ¢ 60 °C trong 5 gid. ham
luong Ti va Ag da tich hop trén vat liéu EC (TiO2-Ag/EC) duoc xac dinh bang
phuong phéap phan tich quang phd phéat xa plasma ghép ndi khéi phé ICP-MS.
Dua trén két qua thu duoc, so sanh dé lya chon dugc diéu kién nong d6 dung
dich TiO2-Ag ban dau va thoi gian tich hop phi hop sao cho dat dugc hiéu qua
tich hop cao nhat.
2.2.4. Panh gid kha nang xir Iy é nhiém ciia vt ligu nano TiO»-Ag/EC
Trong nghién ciru ndy, cac thi nghiém kiém tra hoat tinh cua vat lidu quang

xuc tac dugc trong diéu kién chiéu sang mat troi. Thi nghiém dugc thyc hién tai Vién
Cong ngh¢ sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé¢ Viét Nam (toa do
21°02'57.2"N 105°48'06.8"E) trong thoi gian tur thang 7-9/2024, cudong d0 anh sang
va nhiét d6 trong khoang 70 — 100 klux va 30-35 °C.
2.2.4.1. Kha nang tiéu diét vi khudn gday bénh

Trong nghién ctu nay, vat liéu TiO2-Ag/EC duoc sir dung dé danh gia
hoat tinh tiéu diét mot s loai vi khuan gay bénh gom: V. harveyi VTCC 70222,
Vibrio parahaemolyticus VTCC 910192 va Escherichia coli ATCC 25922.
Sinh khdi cac chung nay duoc hoa riéng ré trong nuéc mudi sinh Iy vé tring
(NaCl 0,9%) dé thu duoc cac dung dich vi khuan c6 mat ¢6 106 CFU/mL. Tiép
dén, bd sung tirng hat vat liéu TiO2-Ag/EC vao mdi binh thuy tinh trong sudt
chira 5 mL céac dich vi khuan da chuan bi. Binh thi nghiém b6 sung vat liéu EC
khéng tich hop TiO2-Ag duoc coi 1a dbi chitng Am. Sau 2 gio chiéu sang dudi
anh nang mat troi, thu mau kiém tra mat do vi khuan con lai trong binh dé xac
dinh hiéu qua diét khuan cua vat liéu theo cong thuc:

N
A= LogN, — LogN, = Log(ﬁo)
t

trong d6, A 1a hiéu qua diét khuan cta vat liéu TiO2-Ag/EC; Nova Nt an luot 13 mat
d6 vi khuan trong mau trudc va sau xir ly boi TiO2-Ag/EC.

Sau moi thi nghié¢m, vat liéu TiO2-Ag/EC duogc rira nhe véi nudc va dé kho tu
nhién & nhiét d6 phong trong khoang 24 gid va st dung lai trong dot thir nghiém tiép
theo. Thi nghiém dugc 13p lai trong 7 chu ky theo phuong phap mo ta & trén dé danh

gia su On dinh trong hoat tinh trc ché€ vi khuan cua vat li¢u.
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Hinh 2.5. So d6 thi nghiém danh gia kha ning trc ché vi khuan gay bénh cua vat liéu
TiO2-Ag/EC.
2.2.4.2. Kha nang phan huy khang sinh
a. Xdc dinh hiéu suat phin hiy khang sinh béi vat liéu TiO2-Ag/EC

Kha nang quang xuc tac phan huy khéng sinh cua TiO2-Ag/EC dugc danh gia
v6i ba loai hop chat gom: Tetracycline (TET), Oxytetracycline (OTC) va Rifampicin
(RIF). Trong d6, d6i vdi mdi loai khang sinh, dung dich phan tng dugc chuan bj &
cac nong d6 (10, 20 va 30 ppm) va pH (3, 5, 7 hay 9) khac nhau. B6 sung 3 g vat liéu
TiO2-Ag/EC vao 30 mL dung dich khang sinh, khudy tir nhe trong bong téi 30 phit
dé dat duogc trang thai can béng hép thy, sau d6 dat binh phan ting du¢i 4&nh sang mat
troi trong 4 gid. Theo thoi gian thi nghiém, thu miu dich va kiém tra ndng d6 khang
sinh TET, OTC va RIF con lai bang phép do quang hoc lan luot tai bude song UV
354,352 va 335 sau 1, 2, 3 va 4 gio. Trong mau ddi chirng am, vat liéu EC khong
chtra TiO2-Ag duoc bd sung thay cho TiO2-Ag/EC. Hiéu suat phan huy khang sinh
duoc xac dinh theo cong thirc:

Co—C,

Hiéu suit (%) = x100%

0

trong d6, Co 12 ndong d6 khang sinh tai thoi diém bat dau thi nghiém va Ct 1a ndng do

khang sinh con lai trong binh phan tng tai thoi diém t.

N 1

EC  TiO,-Ag/EC

Hinh 2.6. So d6 thi nghiém d4nh gia kha nang phan huy khang sinh ctia vat liéu TiO»-
Ag/EC.
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Bén canh hiéu suit xtr Iy, dong hoc qua trinh phan hity ctia mdi loai khang sinh
thir nghiém duoc xac dinh bang cach ap dung mé hinh dong hoc béac 1 (pseudo-first-
order (PFO) kinetic model) v&i biéu thuc:

ntY = ke
n( =

trong d6, k 12 hing sb tbc d6 phan Gmg phan huy khang sinh
b. Xac dinh anh hwéng ctia dung dich khang sinh sau khi phan hiy béi vat liéu
TiO2-Ag/EC dén sinh truwéng cia vi khuén

Sinh khéi vi khuan Lactobacillus acidophilus va Vibrio parahaemolyticus
VTCC 910192 vé6i ndng d6 10° CFU/mL dugc bd sung (2% v/v) vao cic ong
eppendorf chira 100 pL mdi trudng tuong tng cho mdi chung vi khuan 1a MRS va
LB. Tiép d6, dung dich khang sinh TET, OTC va RIF (10 ppm, pH 7) sau khi phan
huy boi TiO2-Ag/EC, ky hiéu 1a TETTa, OTCra Va RIFTa, dugc pha loang st dung
moi truong MRS hodc LB dé bo sung lan luot bd sung vao ting dng vi khuan da
chuan bi sao cho dat cac ndong do khang sinh khac nhau 13 0, 5, 10, 15, 20, 25 va 30%
v/v (Hinh 2.7).

Quang xtic tic Ouang phin truc tiép

Khang sinh (10 ppm, pH
Photocatalysis 8 (10ppm, pH'7) Photolysis

+Ti0,-Ag/EC EC+

TETys, OTCr, hojic RIF

(0 5% 10% .. 30% ) (0 5% 10% ... 30%] (0 5% 10% .. 30% ]

TTT 7 TS0 0 TUD O
L | ] - . T

v W Y v W v

L. acidophilus L. acidophilus L. acrdophdm

= _%ﬁ — %__:_'.’ — = E%’ ?‘_;__'.’ ‘%ﬁ — e&?

JYT ¥ OTHY T SR

v Vv v v v Vv v

V. parahaemolyticus 4 pamhaenm!_} ticus V. parahaemolyticus

Hinh 2.7. So d6 thi nghiém kiém tra anh huéng cia dung dich khang sinh sau khi
phan huy boi vat liéu TiO2-Ag/EC dén sinh trudng cta vi khuan.

DPong thoi, trong thi nghiém nay, cic éng vi khuan bb sung: (1) — dung dich
khang sinh dugc quang phan boi anh sang khi bo sung vat liéu EC khong chira TiO,-
Ag, ky hiéu 1a TETec, OTCec va RIFec hodc (2) — dung dich TET, OTC va RIF &
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ndng d6 10 ppm, pH 7 ciing dugc chudn bi dé so sanh anh hudng cta cac dung dich
TETta, OTCra V& RIFTA so v6i dung dich khang sinh gbc va dung dich TETec,
OTCec va RIFec dén sinh trudng cua vi khuan (Hinh 13). Trong d6, dng thi nghiém
ma vi khuan dugc sinh truéng trong moi truong khong bo sung khang sinh dugc coi
13 d6i chtrng Am. Mo hinh thi nghiém dwoc thé hién trong Hinh 10. Sau 24 gi¢ duoc
nudi trong tu 4m 35 °C, thu mau do d6 duc cua dich vi khuén tai budc song 600 nm.
Céc 6ng thi nghiém c6 bd sung khang sinh ma tai d6 c6 gia tri OD600 nm khéc biét,
nho hon dang ké (p < 0,05) so véi mau dbi ching am thi ndng d6 khang sinh trong
ong dugc coi 1a ndng d6 t6i thiéu dé we ché vi khuan.

2.2.4.3. Khd nang xi¢ ly hop chit hitu co

a. Anh hwéng ciia nong do COD ban dau dén hiéu suat xir Iy ciia TiO2-Ag/EC

+ Dung dich COD gdc ¢6 nong d6 twong duwong 250 mg/L dugc chuan bi bang
cach bd sung thirc an cho tdm (Tomboy, Skretting Viét Nam) vao moi truong nudc
v6i ty 18 0,07% w/v sau d6 tién hanh khir tring [151].

+ St dung dung dich COD gbc nay tao ra cac moi trudng md phong nudi thuy
san c6 murc 6 nhiém hitu co khac nhau (25, 50 va 100 mg/L).

+ B0 sung vt liéu TiO2-Ag/EC véi ty 18 10% w/v vao mdi dung dich COD da
chuan bi va dat dudi anh sang mat troi trong thoi gian 8 tiéng/ngay (khung gid tir
8h30 sang dén 16h30 chiéu).

+ Thu mau dich dé kiém tra ndng d6 COD con lai trong méi trudng sau mdi 8
gid chiéu sang theo phwong phap mé ta boi LaPara et al. (2000) [152].

+ Hiéu suat 1am giam COD dugc tinh theo phuong trinh:

Co—C;

Hiéu suit (%) = C
0

x 100%

trong d6, Co 1a ndng d6 COD tai thoi diém bt dau thi nghiém va Ct 1a néng d6 COD
con lai trong binh phan tng tai thoi diém t.
b. Anh huéng ciia ty 1§ vt li¢u TiO2-Ag/EC bo sung dén hig¢u suit xir Iy

+ Chuan bj 6 cc dong thiy tinh trong sudt, mdi cde duge bo sung 1 lit dung
dich c6 nong do COD 100 mg/L.

+ B6 sung cac ty 18 khac nhau (0,5; 1, 2,5; 5 va 7,5% w/v) cta vat liéu TiO,-
Ag/EC vao mdi cbe rdi tién hanh qua trinh quang xuc tic phan huy dudi anh sang
mat troi.

+Thu mau dich dé kiém tra nff)ng do COD, amoni, nitrit con lai trong moi
truong sau mdi 8 gio chiéu sang. Dua trén két qua thu dugc dé Iya chon ra nong do

bd sung vat liéu quang xuc tac phu hop dé dat dwoc hiéu qua phan hiy COD cao.
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2.2.5. Nhém phwong phdp lwa chon cdc chiing vi khuéin chuyén héa nito phit hop
dé tich hop trén vit ligu EC
2.2.5.1. Lam giau nhom vi khudn khir nitrat

Thi nghiém lam giau duoc thuc hién dua trén phuwong phap mod ta baoi
Motamedi et al. [153]. B6 sung 10 mL mau nudc nudi tdm da thu thap vao 90 mL
mdi truong BSM (pH~ 6,5-7) chira 10 mgN-NOa/L, binh nubi vi khuan duoc suc khi
N2 dé loai O, day kin bang nit cao su, khuay tir lién tuc dé dao tron méi trudng, nudi
& 35 °C trong 6-7 ngay. Glucose (2 g/L) duoc dung lam ngudn cacbon chinh trong
moi trudng BSM dé hd trg sy sinh truong caa vi khuan. Sau khi 1am giau, mau dich
nudi dugc pha lodng 102, 102, 103, 10 va 10°° lan trong lo penicillin va ciy trai 1&n
moi truong BSM thach (agar 2%). Sau 72 gio tiép theo, ting khuan lac vi khuan xuat
hién trén bé mat thach duoc phan tach va nudi cay riéng ré trén cac dia thach méi dé
thu duogc chung sach.
2.2.5.2. Danh gia kha nang khir nitrat/nitrit cua cdc chung vi khudn phén lap

= Khd néng khir nitrat/nitrit trong diéu kign yém khi:

Kha nang khir nitrat/nitrit trong diéu kién yém khi cua cac ching vi khuan phan
lap duoc tién hanh bang phwong phap twong tu nhu di néu & trén, tuy nhién, cac binh
thi nghiém trudc khi nudi cay dugc suc bang khi N2 trong 15 pht va bit kin bang nat
cao su dé tao ra moi truong thiéu oxy. Sau 7 ngay, do nong do nitrat/nitrit con lai
trong dich nudi ciy dé xac dinh hoat tinh khir nitrat/nitrit trong diéu kién yém khi cua
vi khuan.

= Khd néng khir nitrat/nitrit trong diéu kién hiéu khi:

Kha ning khir nitrat hiéu khi cua cac chung phan lap dugc danh gia bang céach
cay chuyén riéng ré 1 mL sinh khéi méi chung vi khuan da phan 1ap (~108 CFU/mL)
vao 9 mL méi truong BSM chira 20 mgN-NOs/L. Glucose (2 g/L) dugc sir dung lam
ngudn cacbon chinh trong moi trudng. Ngoai ra, dé xac dinh hoat tinh loai bo nitrit
cua vi khuan, cac thi nghiém tuong tu ciing dwoc tién hanh trong d6 ngudn nito
NaNO; duoc thay thé bing NaNO.. Céc binh thi nghiém chira vi khuan nay duoc dat
trong diéu kién nhiét do 35 °C, tdc do lac 150 vong/phit. Sau 72 gio nudi, sy sinh
truong cua té bao vi khuan dugc xac dinh dya trén gia tri OD tai budc séng 600 nm
(UV-1601, Shimadzu, Nhat Ban). Bé do ham luong nitrat va nitrit con lai, cac mau
dich nudi cdy duoc ly tam & téc 6 10.000 vong/phut, trong 5 phut, sau d6 phan tich
theo phuwong phap Grisses va Salicylate [154].
2.2.5.3. Xdc dinh hinh thdi va vi tri phan logi ciia vi khudn khir nitrat

Dé quan sat hinh thai té bao cac chung vi khuan khr nitrat da phan 1ap, khuan
khuén lac ctia mdi ching duoc dua vao 50 uL nudc da khir tring va nho 1én miéng
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silicon (kich thuéc 5 mm x 5 mm, Namkang Hi-Tech Co., Ltd). Cac miu duogc lam
kho ¢ nhiét d6 phong trude khi phéan tich bang kinh hién vi dién tir quét (SEM)
(Hitachi S-4800 High-Resolution Scanning Electron Microscope).

Xac dinh vi tri phan loai chung bang phuong phéap sinh hoc phan ti sir dung
gen 16S rRNA: DNA tong s6 ciia mdi chung vi khuan ciing dugc tach chiét bang Bo
kit Power Soil Isolation Kit (Mo Bio) theo huéng dan cua nha san xuit. Poan gen
16S rRNA véi kich thuée khoang 1500 bp duoc khuéch dai bang cach sir dung cip
méi  27f/1527r (27f 5> GAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°; 1527t 5
AGAAAGGAGGTGATCCAG CC 3’) va giai trinh ty tai Phong thi nghiém trong
gen (IBT, VAST). Trinh tyr 16S rRNA cua cac ching vi khuan khir nitrat phan 1ap
trong nghién ctru nay duoc so sanh do twong dong véi trinh ty gen cuia cic ching vi
khuan c6 quan hé gan giii v6i ching bang phan mém CLUSTALW. T do, sir dung
chuong trinh MEGA 6.06 dé xay dung cy phat sinh loai ciia ctia cic ching vi khuan
khtr nitrat nay.
2.2.5.4. Pdanh gid anh hwéng ciia diéu kign méi trwong dén khd néng loai bé nitrit
cia vi khudn

Céc thong s6 khac nhau bao gdm d6 min (0, 15, 20, 30, 40 %o), nhiét do (4,
20, 30, 35 va 40 °C) va cac nguén cacbon (glucose, lactose, saccharose, natri axetat
va natri citrat) 1an luot duge st dung lam diéu kién nuoi céy cua cac chung vi khuén
dé danh gia anh huong ciia chiing ddi voi hoat tinh loai bé nitrit ctia vi khuan. Poi
chimg am tinh trong mdi thi nghiém 1a mau chi chira moi truong da khir tring ma
khong bd sung thém sinh khdi vi khuan. Nong do nitrit ban dau trong méi truong 1a
20 mgN/L. Thi nghiém duoc lap lai ba 1an theo phuong phap da mé ta & muc 2.2.5.2.
2.2.5.5. Phuwong phdap nhupm Gram va danh gida khd nang tao mang sinh hoc ciia
vi khudn

*  Phwong phdap nhupom Gram

Céc chung vi khuanduoc hoat hoa qua dém trén méi trudng MPA va duge nhuém
Gram theo mo ta cua Gilligan et al.[155].

= Ddnh gid khd ning tao mang sinh hoc ciia vi khudn

Kha ning tao mang sinh hoc (biofilm) ctia cac ching vi khuan dugc phat hién
dya vao sy bat mau cia tim tinh thé trén cac 6ng eppendorf va duoc dinh luong khi
do d6 hap thu & budc song ODszo. Gid trji ODs7o ti 16 thuan v6i kha ning tao biofilm
ctia cac ching vi khuan [156].
2.2.5.6. Phwong phdp dinh gid tinh déi khdng lin nhau ciia cdc chiing vi khudn
chuyén héa nito nghién civu

Cac chung vi khuan duoc cdy 18n cung dia petri chtra méi truong thach K1 b
sung ngudn carbon hitu co natri axetat. Cac duong cay vi khuan dugc vach sao cho
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duong cy cua chung nay gan st vai vach cdy cua cac chung con lai nhung khong
cham nhau. Pia thach sau d6 dugc  trong ti 4m & nhiét do 35 °C trong 2-5 ngay. Sau
thoi gian nudi, trong truong hop cac chung vi khuan cé tinh d6i khang 1an nhau s&
hinh thanh nén ving &c ché xung quanh cac vach cay tai diém giao cat, dong thoi
khong c6 sy xuét hién cuaa vi khuan trong viing nay [157].

2.2.6. Phwong phdp tich hop cic nhém vi khuin chuyén héa nito trén vit liéu

Phuong phap tich hop vi khuan chuyén hoa nito trén vat liéu EC_Alg N dugc
thuc hién theo thir tu cac budc dudi day:

Chuén bi sinh khéi vi khuan oxi hoa amoni (bao gdm Nitrosomonas sp. PD60,
Nitrosomonas sp. PD58), vi khuan oxi hoa nitrit (bao gdm Nitrobacter sp. 2 NM,
Nitrobacter sp 5 NM) va vi khudn khir nitrat (Bacillus sp. ST20 va Bacillus sp. ST26)
trén cac moi truong twong tmg K1, K2 va K3; tiép theo phdi tron dich sinh khdi cac
nhém vi khuén tao thanh theo ty lé 1:1:1 dé dat dugc mat do vi khuan téng ) tuong
duong 10° CFU/mL. Ba loai vat liéu mang EC, EC_Alg va EC_Alg N dugc dua vao
hén hop dich sinh khéi va nuéi tinh trong 48 — 72 gio & 35 °C dé vi khuan tao mang
tich hop trén vat li€u, sau do loc tach vat li¢u va lam kho ¢ nhiét d§ phong trude khi
str dung trong cac thi nghiém tiép theo.

Vit liéu tich hop vi khuén tao thanh duoc rira nhe véi nuée cit roi nghién vun
va bo sung (1 g) vao 9 mL nudc cat khir triung, lac 70v/phut, trong 15 phut. Sau do,
dung dich dugc pha lodng t&i han va cay trai trén ba loai méi truong thach K1, K2 va
K3 dé dém sb luong khuan lac twong Gmg véi cac nhom vi khuan oxi hoa amoni, oxi
hoéa nitrit va khir nitrat tao thanh (CFU) [158]. Thanh phan cta cac moi trudong K1,
K2 va K3 dugc dé cap trong muc 2.1,

Ngoai ra cac manh vat liéu EC dd nghién vun tich hop vi khuan dé duoc dugc
sdy nhe ¢ 37 °C trong 2 gio, sau d6 ¢b dinh trén gia d& mau va phi mot 16p Platinum
(Pt) mong dé quan sat hinh anh té bao vi khuan bang kinh hién vi dién ttr quét (Hitachi
Ltd. S-4800 Ibaraki, Nhat Ban).

2.2.7. Pdnh gid khd ndang chuyén héa amoni, nitrit ciia vit ligu da tich hop vi
khudn chuyén héa nito
2.2.7.1. Anh hwéng ciia néng dé amoni, nitrit ban dau dén hiéu sudit xir Iy

Vit liéu EC da tich hop vi khuan (duong kinh ~ 1 cm, ning 1 g) duoc bo sung
vao binh thi nghiém chira 10 mL mai trudng, ham luwong amoni va nitrit dugc bo sung
dong thoi (ty 18 1:1) v&i cac ndong do nito khac nhau 10, 30, 40 va 60 mg-N/L. Binh
thi nghiém bo sung vat liéu EC khong tich hop vi khuan duoc sir dung lam ddi ching

am. D6i chimg duong 14 cac dich hdn hop vi khuan nitrat hoa va vi khuan khi nitrat
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c6 ndng d6 vi khuan tong s twong duong bod sung vao méi truong dé so sanh hiéu
suit chuyén héa nito caa vi khuén & dang tu do va dang da dugc tich hop trén vat
lidu. Xac dinh cac thanh phan amoni, nitrit con lai trong méi trudng theo phuong
phap Phenate va Griess [159], [160] tai thoi diém bat dau va sau 24 gio theo ddi.

MOi thi nghiém dién ra trong 24 gid nhu md ta & trén duoc coi la mot chu ky st
dung cua vat lieu. V&i muc dich danh gia kha nang tai st dung vat liéu tich hop vi
khuan trong xir Iy 6 nhiém nito, cac loai vat liéu di sir dung trong chu ky thir nhat
duogc tach ra khoi méi trudng cii va chuyén vao méi trudng méi dé tiép tuc xac dinh
hiéu suét chuyén héa amoni, thi nghiém dugc kéo dai qua sau chu ky. Trong thi
nghiém nay, méi truong duoc bd sung dong thdi amoni va nitrit véi ty 1& 1:1 dé dat
nong do nito 10 mg-N/L.
2.2.7.2. Danh gia hoat tinh loai bo amoni va nitrit cua vit lieu EC_Alg N tich hop
vi khudn chuyén héa nito trén mé hinh 50 lit

Vatliéu EC_Alg N d tich hop vi khuan (1% w/v) dugc dwa vao bé thi nghiém

s6 1 ¢6 chtra 50 L nudc nudi thu tap tir hd nudi tom thé chan tring Litopenaeus
vannamei & tinh Bac Liéu, Viét Nam. Dich sinh khéi vi khuan nitrat hoa va vi khuan
khir nitrat (6 dang ty do, dugc coi la dbi chung duong) ¢6 mat do té bao tuong duong
v6i vi khuan da tich hop trén vat liéu EC_Alg N ciing dugc bd sung vao bé thi nghiém
sb 2. Hoat dong cua hai bé thi nghi¢m dugc chia thanh ba giai doan lién tiép nhau,
mdi giai doan kéo dai trong 7 ngay. Amoni ((NH4)2S04) va nitrit (NaNO2) dugc bo
sung thém vao mdi bé phan tmg sao cho dat tong ndng do nito ban dau 1a 40, 100 va
200 mgN/L (ty 18 N-NH4*/N-NO2 1a 1: 1) 1an luot trong cac Giai doan I, II va IIL
Nong d6 NHa4*, NO2 va NOs™ dugc do vao ngay 1, 3 va 7 cia mbi giai doan bang céac
phuong phap Phenate, Griess va Salicylate tuong rng.
2.2.8. Phuwong phap thur nghiém tich hop vi khudn khir nitrat trén T 102-Ag/EC
2.2.8.1. Anh huéng ciia TiO>-Ag/EC dén sinh trwong ciia vi khudn khi nitrat

Trong nghién ctu ndy, ba loai vat liéu gdom EC nguyén ban (ky hiéu EC),
EC chua TiO2-Ag (ky hiéu TiO2-Ag/EC) va EC chira TiO2-Ag dugc pha thém
I6p polymer chitosan (ky hiéu (TiO2-Ag)c/EC)) da duoc sir dung dé danh gia
hoat tinh khang khuan cua chung d6i voi vi khuan gay bénh V.
parahaemolyticus VTCC 910192 va vi khuan kht nitrat Bacillus sp. ST20,
Bacillus sp. ST26. Sinh khéi vi khuan gay bénh V. parahaemolyticus VTCC
910192 va vi khuan khu nitrat Bacillus sp. ST20, Bacillus sp. ST26 duoc hoa
riéng r& trong nudc mudi sinh 1y vo tring (NaCl 0,9%) dé thu duoc cac dung
dich vi khuan cé ndng d6 10° CFU/mL. Tiép theo dich sinh khéi cua méi loai
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vi khuan duoc chia vao nhiéu binh thi nghiém (5 mL/binh), mdi binh duoc bd
sung thém 1 loai vat liéu EC cé chtra chat quang xGc tac va chiéu sang bang
dén halogen (Tungsten, 400 W) dé mé phong su kich thich cua anh sang kha
kién dén vat liéu quang xudc tac. Binh thi nghiém chwra dich vi khuan nhung
khéng bd sung thém vat liéu duoc st dung 1lam dbi chirng &m. Sau 2 gid chiéu
sang, thu mau xac dinh ty 1é séng caa mdi chung vi khuan theo cdng thuc:

Ty lé song (%)

_ Mat do vi khuin trong binh xtr ly v&i vat liéu chka TiO, — Ag

= - B 3 x 100%
Mat d6 vi khuan trong mau doi chirng °

2.2.8.2. Tich hop vi khudn khir nitrat Ién vt liéu TiO2-Ag/EC

Dich sinh khéi vi khuan khir nitrat, Bacillus sp. ST20 va Bacillus sp. ST26
v&i mat do khoang 108 CFU/mL duoc phdi tron voi ty 1é 1:1, sau do natri alginat
(0,5% w/v) duoc phan tan vao hdn hop vi khuan nay & téc d6 75 vong/phut
trong 2 gio dé tao thanh dung dich ddng nhét. Céc vat liéu, bao gdm EC nguyén
ban, TiO2-Ag/EC va (TiO2-Ag)c/EC duoc dua vao hdn hop dich vi khuan/natri
alginat da chuan bi va nudi tinh ¢ 35 °C trong ta am. Trong thi nghiém nay, vat
liu EC nguy@n ban déng vai tro 1a dbi chimg duong dé danh gia tac dong cua
cac hat nano TiO2-Ag trén TiO2-Ag/EC va (TiO2-Ag)c/EC dén kha ning ddng
tich hop vi khuan khu nitrat caa vat liéu. Sau mdi 24 gid, thu mau cac vat liéu
dé xac dinh anh huong cua thoi gian tich hop dén mat d6 vi khuan va hoat tinh
loai bo nitrit cua vat liéu dong tich hop tao thanh. Phuong phap kiém tra mat
do vi khuan da tich hop trén vat liéu dugc thuc hién theo mé ta tai muc 2.2.6.

Vit liéu dong tich hop vi khuan va chat quang xuc tac TiO2-Ag (~ 1 g vat
liéu) duoc thém vao binh thi nghiém thé tich 15 mL chira 10 mL méi truong
c6 ndng do nitrit 5 mgN/L va nudi ¢ 35 °C. Binh thi nghiém chua vat liéu khdng
tich hop vi khuan duoc str dung 1am dbi ching am. Sau 3 ngay, thu mau kiém
tra ndng do6 nitrit con lai trong moi truong bang phuong phap Grisses [159] va
tinh hiéu suat xu ly nitrit caa mai loai vat liéu thir nghiém.
2.2.9. Phuong phdp hoa hoc
2.2.9.1. Dinh lwong amoni trong nwoc lg theo phwong phdap Phenate [154]

Phuong phap xéac dinh dya trén nguyén tic tao phtrc hop mau xanh dam véi
gifra amoni véi thude thir chtra hypochlorite va sodium nitroprusside.

Héa chdt. Dung dich phenol: tron 11,1 mL dung dich phenol néng (89%) véi
ethyl alcohol 95% (v/v) dén thé tich cudi cung 13 100 mL; dung dich sodium
nitroprusside 0,5% (w/v), dung trong chai mau sdm dé t6i da 1 thang; dung dich
alkaline citrate: hoa 200 g trisodium citrate va 10 g NaOH trong nuéc khir ion dén
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thé tich cudi cung 14 1 lit; dung dich sodium hypochloride 5% (san phim thuong mai);
dung dich oxy hoa: tron 100ml dung dich alkaline citrate v&i 25 mL dung dich sodium
hypochloride, chuin bi hing ngay; dung dich chuin gbc N-NH4 1 g/L.

Hon hop phan tmg chtra 1 mL dung dich phenol, 1 mL dung dich sodium
nitroprusside, 2,5 mL dung dich oxy ho4. Phan tmg bat ddu bang viéc bd sung mau
nghién ctru chira amoni, lic déu. Phan tng két thuc it nhét trong 1 gid va do d6 hap
thu Ass0. Lugng amoni trong mau nghién ctru tinh dugc dua vao dd thj chuén st dung
dung dich chuian N-NHg 1 g/L.

Ham lugng NH4* trong dung dich nghién ctru duoc tinh theo cong thuc:

[NH4*](mg/L)= [ODmau.1/ODchuin. Nong d6 chuan (mg/L)]. P6 pha lodng.
2.2.9.2. Dinh lugng nitrit trong nwd'c theo phwong phap Grisses [154]

Ham lugng NO2™ dugc xac dinh dya trén phan ing tao mau héng cua NO2 voi
thudc thir Grisses.

Thuéc thir: Grisses |: Hoa tan 0,5 g axit sunfanilic vao 150 mL axit acetic 5N.
Griss 11: Hoa tan 0,5¢g a-Naphtylamin vao 50ml nuéc cat, bd sung 150 mL axit acetic
5N. B4o quéan trong tu lanh.

Tién hanh: Thém 0,05ml Griss | va 0,05 mL Griss IT vao 5 ml dung dich mau
nghién ctru, sau 10 phut phan tng két thic do do hap thu & As. Cuong d6 mau ty 18
thuan véi néng do nitrite. Lugng nitrite c6 trong mau nghién ciru tinh dugc dua vao
d6 thi chuén str dung dung dich N-NO2 5 mg/L.

Ham luong NO> trong dung dich mau dugc tinh bang cong thirc:

[NO2] (mg/L) = [ODmau.1/ODchuan. NOng d6 chuan (mg/L)]. Po pha loang.
2.2.9.3. Dinh lugng nitrat trong nwdc theo phwong phdp Salycilate [154]

Phuong phap nay dua trén phan @ng mau caa NOs™ va hop chét brucine tao
phtrc hop mau vang cé kha niang hap thy anh sang ¢ bugc song 420 nm.

Thuéc théz: Sodium salycilate 0,5%, H2SO4 98%, NaOH 30%, NaOH 2,5%,
nudc Cat.

Tién hanh: Lay 10 mL mau nghién cttu cho vao cdc dot (coc s, v = 25 mL).
Thém 1 mL dung dich sodium salycilate 0,5%. Pun nhe cho dén khi can va dé ngui
dén nhiét phong. Thém 1 mL H2S04 98%, dé nguoi dén nhiét ¢6 phong. Thém 8 mL
nudc cat, dé ngudi dén nhiét do phong. Sau d6 thém 7 mL NaOH 30% va 9 mL NaOH
2,5%.

Néu trong dung dich c6 NOs™ s& xuét hién mau vang chanh. Cudng do mau ti
1& thuan véi ham luong NO3™ trong dung dich. Sau 20 phit phan @ng két thic do do
hip thu & budc séng 420nm. Cuong do mau ty 18 thuan véi ndng do nitrate. Luong
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nitrate ¢ trong mau nghién ctu tinh duoc dya vao d6 thi chuan sir dung dung dich
N-NOs 5 mg/L.

Ham lugng NO3™ dugc tinh theo cong thuc:

[NOs] (mg/L)= [ODmiu.1/ODchuin. Nong do chuan (mg/L)]. B pha lodng

2.2.10. Phwong phdp xir Iy thong ké

Trong nghién ctu ndy, céc thi nghiém duoc thuc hién l3p lai ba lan. Két qua
s6 liéu duoc trinh bay dudi dang trung binh + SD (n = 3). Kiém dinh T-test duoc st
dung dé xac dinh sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké cua cac két qua thu duoc giir cac
mau thi nghiém (p < 0,05).
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Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Ché tao vit liéu EC (Expanded clay) va EC cai tién
3.1.1. Ché tao vit ligu EC

Trong nghién citu nay, vat liéu EC dugc ché tao thdng qua qué trinh nhiét phan
hon hop dat sét va vo trau. Viéc st dung hai loai nguyén lidu san co tai cac viing ndng
nghiép & Viét Nam s& gidp tiét kiém chi phi san xuit hon so véi cac nguyén liéu tong
hop nhan tao. Trong qua trinh ché tao, su d6t chay thanh phan hitu co ton tai trong
Vo trau cling vdi su gidn no cua dat sét ¢ nhiét do cao 1200 °C va ha nhiét nhanh s&
tao nén vd s cac khoang rong bén trong vt liéu nhu da trinh bay & phan vat liéu va
phuong phap. Kich thudc caa cac 16 rong nay s& dugc cb dinh khi vat lidu duoc 1am
nguoi nhanh.
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Hinh 3.1. Hinh dang bé ngoai (a), cdu trac bén trong (b), do thi BET (c) va phan bd

kich thudc 16 rdng cta vat liéu EC da ché tao (d).

San pham chat mang EC tao thanh cé hinh tron bau duc véi trong luong trung
binh 1,2 + 0,35 g (Hinh 3.1 a). Phép do Brunauer-Emmett-Teller (BET) cho
thay vat liéu EC c6 dién tich bé mat riéng 4,4 + 0,12 m?/g va kich thude 16 rdng l1a
25,1 + 0,05 nm vai thé tich khoang 0,027 + 0,005 cm3/g. S liéu phan tich phu hop
V6i cac dic diém hinh thai quan sat duoc trén EC thdng qua chup anh hién vi dién tir
FESEM (Hinh 3.1 b). Mac du, so véi nghién cau caa Dutra et al., vat liéu EC da ché
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tao co dién tich bé mat riéng nho hon gié tri 7,02 m#/g cua gdm ceramic, nhung viéc
tang duong kinh 156 x4p tir 1,84 nm 18n 25,1 + 0,05 nm trén vat liéu EC la mét dic
diém co loi dé tao diéu kién cho viéc tich hop hat quang xuc tac TiO2-Ag hay cac
nhom vi khuan xir Iy méi truong 18n vat lidu [161]. Theo phan loai cia IUPAC [162],
duong dang nhiét hap phu cua EC thudc dang hap phu H3 (Hinh 3.1 ). Kha ning hap
phu cua vat liéu EC ting dan theo ap suét twong dbi P/Po va lugng hip phu dao dong
tir 1,95 dén 22,95 g/cm?® STP (s6 phan tir khi chiém trong 1 cm? & diéu kién nhiét do,
ap suat thuong). Khi 4p suat twong ddi vuot qua 0,9, cac dudng cong hap phu ting
nhanh, cho thay su hién dién cua sb luong lon céc 16 rdng trong vat liéu EC [163].
Thong qua két qua khao sat dic trung tinh chét vat liéu, c6 thé thay rang hat
EC duoc ché tao ¢6 cau trdc rdng véi nhiéu 16 x6p phan bd déu, gitip ting dién tich
bé mit tiép xtic. Pac diém nay rat phi hop cho viéc tich hop vi khuan hoic céc hat
nano quang xUc tac, tao diéu kién thuan loi cho céc qua trinh xir Iy sinh hoc va quang
hoa phan huy chat 6 nhidm. Bén canh do, tinh ndi caa hat EC gilp ching duy tri trén
bé mat nudc, tir d6 toi wu hoa kha ning tiép xUc Vi oxy va anh sang, day 13 hai yéu
t then chét trong céc qua trinh oxy héa sinh hoc va quang xuc tac. Pidu nay dac biét
c6 ¥ nghia trong moi truong nudi thuy san, noi can két hop ca vi sinh vat va chat
quang xuc tac dé xir Iy cac chat & nhidm hitu co ciing nhu cac hop chat nito v6 co doc
hai nhu amoni va nitrit.
3.1.2. Cii tién vdt liéu EC tich hop cdc dwong chit dwéi dang nano (EC_Alg N)
Hién nay, nhiéu loai vat liéu ty nhién hay tong hop di nghién ctu 1am gié thé
cho su bam dinh cua vi sinh vat dé ang dung trong céc hé thdng xu 1y nuée sinh hoc,
trong d6 cac polyme tu nhién nhu chitosan, alginate dang dugc st dung rong réi trong
nhiéu md hinh xt 1y nudc thai. Tuy nhién, bén canh tac dung c6 lgi, cac polyme tu
nhién nay rat nhay cam véi dung mai hitu co, chi 6n dinh trong pham vi pH hep va
c6 d6 bén co hoc thap. Do cau trlic ciia chiing dé dang bi pha v& trong qua trinh st
dung [164]. Mat khac, cac chat mang nhua thuong thiéu cau tric x6p 1am giam hiéu
qua bam dinh caa vi khuan 18n vat liéu. So sanh hiéu qua loai bo nito ctia cac vat liéu
khac nhau trong hé thong loc nho giot (trickling filters system), Lekang et al. (2000)
da chang minh hiéu qua xir 1y cao, dat dén 100% khi st dung vat liéu EC so véi khi
st dung chat mang nhya nhu vong Kaldnes hoac vong Norton chi dat hiéu suét lan
luot 1a 80% va 60% [165]. Thong thuong, thoi gian can thiét dé vi khuan oxy hoa
nitrit c6 thé tich hgp maot cach ty nhién trén bé mat chat mang sé mat 30-45 ngay
[166]. Khi vi khuan tiép xdc véi bé mat vat liéu, ching sé& tiét ra cac polymer ngoai
bao tao thanh mang sinh hoc gitp dé dang bam dinh trén bé mat vat liéu [167]. Do
d6, trong xtr Iy nuéc thai, vat liéu mang vi khuan 1y tuong khong chi can c6 bé mat
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phu hop dé tang cuong kha ning tich hop vi khuan ma con can phai c6 cau tric hop
Iy dé bao vé mang sinh hoc vi khuan truée ap lec nuée. Ngoai ra, cac nghién ciru cho
thiy thanh phan dudng chét 1a yéu té quan trong anh hudng dén su sinh truéng va
hinh thanh mang sinh hoc cua vi khuan [168, 169, 170]. Vi vay, bén canh viéc tao ra
loai vat liéu mang vi khuan c6 cau tric bén viing, thi viéc tich hop thém dudng chit
can thiét vao ciu trac d6 1a mot diém nhan can duoc cha ¥ dé hd trg qué trinh hinh
thanh mang sinh hoc va tuong tac véi méi tredng bén ngoai caa vi khuan.

Pé dat dugc muc dich néu trén, nghién cau cia chung toi hudng dén viéc ché
tao loai vat liéu EC, c6 dic tinh dang x6p, nhiéu 16 rdng dé c6 thé tang kha ning gin
vi khuan 18n vat liéu, ddng thoi con c6 thé ndi va dé dang tai s dung. Cac vat EC
nay con duoc cai tién bang cach phu thém hdn hop alginate tich hop thém cac dudng
chét dang nano, thich hgp cho viéc tich hop vi khuan nitrat hda va khir nitrat 1én do.
EC déng vai tro 1a cau tric nén ting cudng do virng chic cua chat mang, trong khi
alginate va cac dudng chat nano thiét yéu cé vai tro quan trong trong viéc hd trg su
hinh thanh mang sinh hoc va bam dinh cuaa vi khuan, tir d6 c6 thé 1am ting hiéu qua
xtr Iy moi truong 6 nhiém cua vat liéu khi sir dung.

3.2.1. Ché tgo dwéng chit nano nhim tich hop trén vit liéu EC

Mot sb nghién citu goi Y rang viéc bd sung ngudn cacbon trén gia thé s& hd tro
su sinh truong cua vi khuan tich hop [171], [172]. Do d6, natri axetat dong vai tro 13
ngudn cacbon b sung di duoc két hop trong dung dich dudng chat nano dé tich hop
Ién vat liéu EC. Bén canh d6, d6i véi nhém vi khuan nitrat héa va khir nitrat, cac hop
chat nito vo co s& duoc vi khuan chuyén héa nham muc dich thu nang lugng. Trong
qua trinh xur Iy 6 nhidm, cac hop chit nito trong méi trudng nudc s& dong vai tro 1a
ngudn nito chinh hd tro sy phét trién caa vi khuan. Tuy nhién, dé han ché tinh trang
thiéu ngudn nito trong thoi gian bao quan san pham hay giita cac chu ky sir dung, hop
chat nito ciing duoc tich hop trén EC dé hd tro sy ton tai caa vi khuan sau khi tao
mang sinh hoc bam dinh trén vat liéu.

TOm lai, dé tao duoc vat liéu mang vi khuan hay goi cach khac la tich hop vi
khuan chuyén héa nito 1én vat liéu dat hiéu qua tdi wu thi: i) vat lidu dugc sir dung la
dat sét gian no két hop véi trau nung & nhiét do cao 1én téi 1200 °C, rdi ha nhiét do
nhanh dé tao cau trac 18, xp rdng; ii) vat liéu duoc tich hop cac dudng chat N, P, K
va ngudn cacbon duéi dang phan tan déu trong dung dich gel alginate.

Hinh 3.2 a cho thay sy xuét hién cila cac peak dic trung cia alginate (duong
mau do) va dung dich dudng chat thong thudng (duong mau xanh 14 cay) trén phd
FTIR. Khi hdn hop cac dudng chat dugc két hop véi polymer alginate tao thanh dung
dich nano, céac peak dic trung cho dao dong hda tri -OH, C-H (sp®) va C-O-C cua
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alginate dd chuyén t&i c&c vi tri twong ung 1a 3327 cm®, 2937 cm?, va 1017 cm'™..
Trong dung dich dudng chat thong thudng, dao dong hoa tri d6i xting cua lién két P-
O trong phan tir PO4*, va dao dong bién dang mit phang cua phan tir NH4* dugc dic
trung boi dai hap thu & cac vi tri 1an luot 1a 617 cm™ va 1401 cm. Cac peak dic
trung nay ciing dugc xac dinh trong phd FTIR cua dung dich dudng chit nano tai vi
tri 569 cm'! va 1403 cm™. Nhitng két qua nay da ching minh sy két hop caa hdn hop
dung dich dudng chit thong thudng va alginate dé tao ra dung dich dudng chat nano.
Anh FESEM cho thay vat liéu nano thu duoc c6 dang hinh cau, duong kinh trung
binh khoang 136,7 nm (Hinh 3.2 b, c).
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Hinh 3.2. Phd FT-IR cua alginate, dung dich dudng chat théng thuong, va dung dich
dudng chat nano (a); anh FESEM (b): phan bé kich thudc (c), thé Zeta (d) va hinh
anh mo phong cau tric cia cac hat dudng chat nano trong dung dich alginate.

Trong cac nghién ciru vé vat liéu nano, thé zeta thuong duoc ding lam phép
do lyc day tinh dién giita cac Iop dién tich bao xung quanh mét hat nano lo lang.
Trong thuc nghiém, hé phan tan nano c6 gia tri tuyét dbi cua thé Zeta trong khoang
30 va 60 mV la hé c6 sy 6n dinh cao nho luc day gitra cac tiéu phan nano tich dién
cuing dau gitp ching khé két dinh véi nhau. Khi gia tri nay nhé hon 15 mV biéu thi
d6 phan tan kém bén viing cua céac hat nano trong hé. Béi véi dung dich dudng chat
nano tao thanh trong nghién cau nay, gia tri thé Zeta do dugc dat gia tri -39,9 mV cho
thiy d6 6n dinh tuong dbi tot ciia dudng chat nano hinh thanh (Hinh 3.2 d).



54

3.2.2. Tich hgp dudng chét nano 1én EC

Vit lieu EC ¢6 cau tric rong, dang x6p bén trong va bén ngoai dugc tao thanh
boi qué trinh nhiét phan hdn hop dét sét va trau. Qua trinh nung néng hdn hop nay &
nhiét d6 cao 1200 °C s& khién dét sét truong nd cling véi su ddt chay cua thanh phan
trau tao nén céc 15 rdng trong ciu tric cua EC. Tiép d6 qua trinh lam ngudi nhanh s&
cb dinh céu trac rdng x6p cua EC véi kich thudce cac 15 rdng tao thanh trong khoang
10 — 20 um (Hinh 3.3).

Dé tich hop dudng chét nano da chuin bi 1én EC, vat liéu duoc nhing chim
trong dung dich dudng chat, dudi tac dong caa khudy tir cac mach alginate dai mang
dudng chat nano s& bao boc tao thanh “16p mang” phu 1én vat liéu EC cai tién (ky
higu EC_Alg_N).

Hinh 3.3. Pac trung vat liéu EC cai tién: Anh hién vi dién tir (SEM) bé mat ngoai
(a); cau triic bén trong (b) cua vat liéu; hat dudng chat nano tich hop trén vat lidu (c);
pho EDX thé hién thanh phan nguyén t6 bé mat vat lieu EC cai tién (EC_Alg_N) (d).

Phan tich EDX cho thay sy xuat hién ciia cac thanh phan nguyén t6 K (1,8%),
N (2,28%), P (0,09%) va C (1,71%) trén bé mat vat liéu EC_Alg_N da dugc tich hop
dudng chat nano. Ngoai ra, dat sét va triu la nhitng nguyén lidu giau khoang chat
[173], [174]. Do d6, nhiéu thanh phan nguyén té khac nhau bao gém O (41,58%), Si
(12,88%), Fe (26,91%), Mg (0,61%), Ca (0,39%), S (0,18%), Al (11,56%) va Ag
(0,01%) cting duoc phat hién trén EC_AIlg_N (Hinh 3.3, Bang 3.1). Nguoc lai, cac
nguyén té N, P va C khong dugc phat hién trén vat liéu EC nguyén ban (Bang 3.1).
Dua trén cac két qua duoc trinh bay, cd thé xac nhan dudng chat nano da duoc tich
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hop thanh cong Ién vat liéu EC nguyén ban dé tao thanh vat liéu cai tién EC_Alg_N
tich hop dudng chit.

Bang 3.1. Thanh phan nguyén t bé mit caa EC nguyén ban va EC cai tién tich hop
dudng chat nano (EC_Alg_N).

. Ngu’yén Ty Ié thanh phan nguyén to bé mfjut
to EC nguyén ban (EC) EC tich hop dwong chat (EC_AIlg_N)
1 O 57,43% 41,58%
2 Al 14,31% 11,56%
3 Si 13,54% 12,88%
4 Fe 11,92% 26,91%
5 K 1,52% 1,80%
6 Mg 0,89% 0,61%
7 C - 1,71%
8 N - 2,28%
9 S - 0,18%
10 Ca - 0,39%
11 Ag - 0,01%
12 P - 0,09%
13 Ti 0,39% -
Tong 100% 100%

Nhu vay, trong nghién ctru nay da ché tao duoc hai loai vat liéu gém: (1) vat
liéu EC nguyén ban c6 dic tinh réng dang xdp, nhe ndi trén mat nude phi hop dé tich
hop lam ting hiéu qua chit quang xtc tac trén vat lidu, va (2) vat liéu EC bién doi
phu 16p alginate c6 chira thanh phan dudng chat (N, P, K) va ngudn cacbon, ky hiéu
la EC_Alg N, can thiét dé kich thich sy sinh trudng, tao mang sinh hoc cia nhom vi
khuan chuyén hoa nito khi tich hop trén vat liéu. Do d6, hai loai vat liéu nay (EC va
EC Alg N) s& duoc sir dung trong cac nghién ctru tiép theo dé l1an luot t6i uu cac
quy trinh tich hop TiO2-Ag va vi khuan trén vat liéu, nham tao ra cac san pham tng
dung trong xur ly moéi trrong nudc nuoi thuy san.

3.2. Tich hop TiO:-Ag trén EC va danh gia hoat tinh vat li¢u
3.2.1. Tong hop chit quang xiic tic TiO2-Ag

Céac hat nano TiO2-Ag duogc tong hop bang phuong phap khir hda hoc
hat nano bac trén bé mat TiO,. Trong d6, cac hat nano Ag véi kich thudc nho
khoang 25,29 + 3,61 nm c6 thé d& dang nhin thay trén bé mat cac hat TiO2 c6
kich thudc 16n 98 + 11 nm (Hinh 3.4, Bang 3.2). Do su khac biét vé do tuong
phan gitta TiO2 va Ag nén & hinh chup hién vi dién tir truyén qua TEM, c4c hat
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Ag duoc quan sat thiy 1a cac dém den chong 1én nén TiO2 [175].

Hinh 3.4. Anh kinh hién vi dién tt FESEM cua TiOz (a), Ag (b), TiO2-Ag (c) va anh
TEM cua TiO2-Ag.
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Hinh 3.5. Phd FTIR (a), nhidu xa tia X (b) va phd hdp phu UV—Vis (c) cua cac vt
liéu quang xuc tac TiOz va TiO2-Ag.

Trong phan tich quang phé hong ngoai bién d6i Fourier (FTIR), khi bi
chiéu sang boi tia hdng ngoai, mdi loai vat liéu s& kha niang hap thu anh sang
dac trung khac nhau, dua trén nguyén 1y nay dé xac dinh cu tric cua vat liéu
duoc phan tich [176]. Trén phd FTIR cua TiO2 xuat hién cac peak tai vi tri 601
cm™va 667 cm™ lan luot dic trung cho céc lién két Ti-O va Ti—-O-Ti (Hinh 3.4
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a). Cac dinh hap thu twong ung nay cua Ti-O ciing duoc tim thay trong phd
FTIR cua TiO2-Ag, tuy nhién su dich chuyén cac dinh peak dén vi tri 597 cm’
1 yva 652 cm-1 cho thay su c6 mat cia Ag trong mau va sy hinh thanh lién két
Ag-TiO. [177, 178, 179]. Bén canh d6, phd FTIR cua TiOz-Ag ciing chira CAc
dinh dic trung cua polymer alginate tai 3219 cm™, 1652 cm™ va 1338 cm?,
tuwong wrng véi dao dong hoa tri ctiia cac nhém -OH, C=0 va C-O-C [180]. Céac
diém dic trung trong phé FTIR nay chung minh nghién ctru nay da téng hop
thanh cbng vat liéu TiO2-Ag phén tan trong alginate [181, 182].

Dé cung cap thém théng tin vé cau trac tinh thé, thanh phan hoa hoc va
tinh chat vat ly cuaa cac loai vat liéu quang xuc tac da tong hop, phan tich nhiéu
xa tia X ciing dugc ching téi tién hanh véi mau TiOz, Ag va TiO2-Ag. Trong
phan tich nay, mau vat liéu bot dugc chiéu boi chum tia X va do 1éch caa chum
tia tgi so vai tia nhidu xa dic trung cta moi loai vat liéu ma co thé xac dinh
duoc thanh phan cau tric cua n6 [183]. Két qua do phd nhiéu xa tia X (XRD)
ctia TiO2 dugc trinh bay tai Hinh 3.5 b hién thi mot sb peak c6 cuong d6 manh
O 20 = 25,290; 37,85¢; 48,06°; 53,91°; 55,11°; 62,6° va 68,73° twong ttng VOi
cac mit phang tinh thé (101), (004), (200) va (215) cua TiO2 dang anatase
(JCPDS 78-2486). Cung véi d6, cac dinh nhiéu xa cia Ag & goc 260 1a 38°, 44°
va 64° trong tng V4i cdc mat phang tinh thé (111), (200) va (220) (JCPDS 4-
0783) [184]. Sau khi bién tinh TiO2 véi Ag, cac dinh dic trung nay cua Ag
ciing dugc xac dinh trong gian d4 nhidu xa cua vat liéu TiO2-Ag. Tuy nhién,
do ty Ié pha tap Ag trong TiO2-Ag tuong d6i thap (khoang 5%) nén mat sé dinh
dac trung khac cua Ag bi che khuét trong phé nhiéu xa tia X cua TiO2-Ag (Hinh
3.5 b, Bang 3.2). Nhiing két qua nay ciing gop phan khang dinh thém su hién
dién 6n dinh cua Ag trong TiO2-Ag ma khéng pha v& ciu tric tinh thé TiO
[47], [185], [186].

Trong nghién ctu nay, TiO2 dugc bién tinh véi Ag nham “chuyén dich”
vlng hap phu anh sang cua vat liéu TiO2-Ag sang vung kha kién. Do d6, phd
hap phu UV-Vis cua hai loai vat liéu TiOz va TiOz2-Ag di duoc do trong dai
budc séng tir 300 dén 900 nm. Hinh 3.5 ¢ thé hién cac hat nano TiO2 c6 do
hap thu cuc dai ¢ budc séng 460 nm, twong tng Véi niang lugng ving cam la
2,3 eV. Trong khi d6, TiO2-Ag thé hién mot dinh hap thu & 410 nm tuong @ng
vai dinh cong huang plasmon bé mat cua Ag [184], cho thay Ag da duoc két
hop vao TiO2-AgNP, diéu ndy phi hop véi két qua TEM va SEM. Khi bién d6i
TiO, véi Ag, hiéu tng cong huéng plasmon bé mat cua Ag ciing gitip dich
chuyén ngudng hap thu cua TiO: tir 460 nm sang 700 - 800 nm, thudc ving
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anh sang kha kién, ¢ TiO-Ag. Su thay d6i nay da gitp “giam” ning luong
viing cam cua TiO2-Ag xudng 2,0 eV (Hinh 3.5 ¢).

Phan tich khdi phé - plasma cam tng (ICP-MS) cho thdy ham luong Ag
chiém khoang 4,01 + 0,09% trong hdn hop TiO2-Ag (Bang 3.2). Ngoai ra, phan
tich DLS va quan sat trén anh hién vi dién tir cho thiy cac hat nano TiO2-Ag
c6 hinh thai dong nhat véi kich thuéc trung binh 1a 458,90 + 18,51 nm va thé
zeta -43,70 = 1,12 mV, ching minh tinh 6n dinh cuaa vat liéu nano tao thanh
(Bang 3.2).

Bang 3.2. Phan bd kich thudc, thé zeta va ndng d6 cac thanh phan cua vat liéu TiO»,
Ag va TiO2-Ag.

Kich thuée (nm) Thé Zeta (mV) Nong dé (ppm)

TiO; 97,75 + 11,06 47,2 + 6,42 4976,82 + 45,20

Ag 25,29 + 3,61 -35,51 + 13,10 185,49 + 14,63
TiO2-Ag 458,90 + 18,51 -43,70 + 1,12 Ti: 4852,51 + 23,72

AgQ: 194,58 *+ 6,29

3.2.2. Tbi wu qua trinh tich hgp TiO:-Ag trén EC

Trong mot sé nghién ciru trude day cac phuong phap nhu xir Iy & nhiét do cao,
phun phu dung dich keo (sol-spray), ma dién (electrodeposition), ling dong/két tua
h6a hoc pha hoi (chemical vapour deposition) hay nhung-phu (dip-coating) thuong
duogc sir dung dé ché tao ra cac vat liéu tich hop chat quang xuc tac [187]. Trong do,
ki thuat ma dién cho phép hinh thanh mét hozc nhiéu 16p mang chira chat quang xuc
tac voi do day c6 thé duoc kiém soat trén cac vat liéu c6 cau tric hinh hoc phac tap
[188]. Dunlop et al. (2008) di (ng dung k¥ thuat nay dé tao nén 16p phu cua TiOz
trén bé mat vat liéu ban dan dudi tac dung cua dong dién, sau do tién hanh nung nong
vat liéu & 500 °C trong 1 gio dé tang tinh 6n dinh cua vat liéu tao thanh [189]. Bén
canh d6, xtr 1y nhiét ciing 1a mot trong nhing phwong phap phd bién va tién dung
dugc dung gitp tich hop truc tiép TiO2 & dang bot 1én chat mang thay vi can tao ra
TiO2 trong dung dich keo nhu cac phuong phap khac. Nhiét d6 nung cao khoang 400
°C dong thoi tao nén hiéu tng chuyén hoa TiO, dang anatase sang rutile, dang ton tai
6n dinh hon cua TiO2 [190]. Tuy nhién c6 hiéu qua qua cao nhung viéc lya chon cac
k¥ thuat trén dé ché tao vat liéu EC tich hop TiO2-Ag sir dung 1am sach méi truong
nuéc trong cac mo hinh nudi thuy san ngoai thyc té 1a chua phu hop, boi chung doi
hoi dau tu cac thiét bi hién dai vai chi phi ln.

Trong nghién ctru cua ching toi, vat liéu nano TiO2-Ag sau khi hinh thanh
dugc phéan tan déu trong dung dich polymer alginate. Thong qua budc tong hop nay,
cac mach dai caa polymer alginate s& bao quanh cac hat nano TiOz-Ag, diéu nay
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khong chi gitip ting d6 6n dinh cua hé vat liéu ma con dong vai trd quan trong trong
qua trinh tich hop TiO2-Ag 1én chat mang EC sau nay. Bai vi, khi EC duoc dua vao
cac dung dich nano da chuan bi, dudi tac dong khudy dao lién tuc trong qué trinh tich
hop, mach alginate c6 dinh céc hat nano TiO2-Ag sé tiép tuc bao quanh EC. Cling Véi
d6, cu trac géom nhiéu 16 rdng cua EC ciing tao ra cac vj tri neo dau phu hop cho hat
nano TiO.-Ag (Hinh 3.6).

‘ Mach polymer alginate ’

T W
. o & ‘ °

TiO,-Ag

\

° |

{ Chit mang EC J tich hop trén EC
(TiO,-Ag/EC)

" Vit ligu TiO,-Ag J

Hinh 3.6. So d6 mo ta qua trinh thich hop vat lidu quang xdc tac TiO2-Ag 1én chat
mang EC d¢é tao thanh vat liéu TiO2-Ag/EC.

Do vay khi ting nong d6 dung dich TiO2-Ag sir dung tir 20.000 ppm dén
35.000 ppm (tinh theo ham luong caa Ti) véi thoi gian tich hop ting tir 6, 12 dén 18
gio thi s6 luong hat nano c6 thé lap day vao cac 16 rong trén bé mat EC ciing duoc
tang 1én twong (ng. Néu xét trong cling mot ndng do TiO2-Ag, vat lidu duoc tich hop
sau 18 gio c6 ham luong Ti cao hon déng ké so vai khi tich hop ¢ 6 hay 12 gio. Ham
luong Ti dat dén 755,85 + 28,53 ppm trén vat liéu Ag/ECis-20k, trong khi gié tri nay
chi & muc 524,32 + 63,21 ppm trén TiO2-Ag/ECe-20x. Bé€n canh do, ty 1€ Ti duoc tich
hop trén EC ciing ting dan theo nong d6 chit quang xUc tac sir dung. Ham lwong cao
cua Ti & mirc 864,63 + 6,79 va 1198,60 + 42,39 ppm lan luot do duoc trén vat licu
TiO2-Ag/EC1s-25k V& TiO2-Ag/EC1s-30k khi ting ndng d6 TiO2-Ag ban dau st dung 1én
25.000 va 30.000 ppm. Tai ndng d6 TiO2-Ag ban dau la 35.000 ppm, hiéu suat tich
hop chét quang xdc tac 1én chat mang EC dat cao nhat, lic nay mat do Ti trén EC dat
mtc “bdo hoa” chi sau 12 gio, dat dén 2503,95 + 35,80 ppm va khong ting déng ké
khi kéo dai thoi gian tich hgp 1€n 18 gio (Hinh 3.7, Bang 3.3). Hinh anh cac hat nano
TiO2-Ag trén chat mang EC c6 thé dugc quan sat bang kinh hién vi dién tir truong
FESEM ¢ cac muc do phong dai khac nhau (Hinh 3.8).
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Bang 3.3. Anh huéng cia ndng d6 dung dich TiO2-Ag ban dau va thoi gian tich hop

dén ham luong Ti, Ag tich hop trén chit mang EC.

Ti (ppm) Ag (ppm)
EC nguyén ban 38,94 + 5,32 -
Nong dd Ti trong Thoi Ky hiéu vat liéu Ham lwgng Ti Ham lwgng Ag
TiO2-Ag gian tao thanh (ppm) trén EC (ppm) trén EC
6h TiO2-Ag/ECe-20k 524,32 + 63,21 154,47 £ 24,74
20 000 ppm 12h TiO2-Ag/EC12-20k 597,26 + 20,40 132,63 + 37,65
18 h TiO2-Ag/EC1s-20k 755,85 + 28,53 133,66 * 8,12
6h TiO2-Ag/ECe.25k 685,36 + 10,06 306,71 + 63,58
25 000 ppm 12 h TiO2-Ag/EC12-25¢ 814,33 +30,11 116,71+ 2,76
18 h TiO2-Ag/ECi1s.25k 864,63 + 6,79 226,00 + 39,93
6h TiO2-Ag/ECe-30k 631,09 + 89,44 354,75 £ 34,21
30 000 ppm 12 h TiO2-Ag/EC12-30k 957,00 + 52,95 405,17 £ 52,73
18 h TiO2-Ag/ECi1s-30k 1198,60 + 42,39 350,73 + 34,85
6h TiO2-Ag/ECe.35k 1691,25 + 19,02 793,5 £ 92,62
12 h TiO2-Ag/EC12-35 2503,95 * 35,80 961,62 + 54,55
35 000 ppm
18 h TiO2-Ag/ECi1s.35k 2584,51 + 49,52 332,45 + 23,85
3000
o
= 2500
.C —~
S £ 2000
- o
I_ S—r
> 8 1500
O ~
= <G 1000
E et
g 500
0
hs 8 - P o LS
oy .. 6~ O LS
"Gy, , S q,@gm@@rﬁ’& S
P, P dich TiO2-A9
oA ang dd dung &
) (pP

Hinh 3.7. Anh huéng cta thoi gian va ndng d6 dung dich TiO2-Ag st dung dén hiéu
qua tich hop TiO2-Ag 1én vat liéu EC.



Hinh 3.8. Anh FESEM hat nano T
dai 5k (a), 10k (b) va 25k (c).

Kaur et al. cling c6 cac nghién ctru twong ty Vé Viéc ti wu qua trinh tich hop
cuia chat quang xuc tac TiO2 18n céc hat dat sét (clay beads) nham tao ra vat liéu phan
hay hop chat thudc diét ndm carbendazim, tuy khong xac dinh dugc chinh xac ham
luong Ti da tich hop trén vat liéu mang, nhung tac gia da két luan can dung nong do
TiO, ban dau 14 20.000 ppm va lap lai qué trinh tich hop 2 lan véi thoi gian tong cong
la 24 gio thi d6 day 16p TiO2 trén chat mang dat cao nhat va khong ting 1én du ting
s6 lan tich hop. Vé&i nghién cau cia chung toi, ham luong Ti dat mic bao hoa nhanh
hon khi chi sau 1 1an tich hop vai thoi gian 12 12 gio va nong d6 st dung TiO2-Ag
ban dau 1a 35.000 ppm. Diém khac biét ndy cd thé do TiOz-Ag dugc phan tan déu
trong alginate va khuay dao lién tuc cting chat mang EC trong qua trinh tich hop thay
vi dé tinh trong mdi truong nudc nhu phuong phap duogc Kaur et al. (2018) miéu ta.
Hon nita, vat liéu mang dugc Kaur et al. sir dung c6 kich thudc 16 rong la 0,382 nm,
nho hon so vai gia tri do duoc trén EC (25,1 + 0,05 nm) [191].

Nhu vay, két qua trong nghién ctu nay cho thay hiéu qua tich hop TiO2-Ag
trén chat mang phu thudc dong thoi vao dac tinh, nong do cia TiO.-Ag va dic diém
cau triic ctua ban than chat mang d6. Trong d6, nong do TiO2-Ag ¢ mic 35.000 ppm
va thoi gian tich hop 12 gio l1a phil hop dé dat dugc ham luong Ti cao nhat trén EC.
3.2.3. Danh gia kha nang wng dung xw ly moi truwong cua vit liéu TiO»-Ag/EC
3.2.3.1. Hoat tinh irc ché vi khudn gdy bénh

Dua trén khao sat cac cong trinh cong bd tir nam 2002 dén 2023, Suyamud et
al. (2024) chi ra rang trong 11 nuéc Pong Nam A, Viét Nam, Malaysia va Thai Lan
1a ba nuréc c6 nhiéu cong trinh cong bd nhat vé sy xuat hién ciia vi khuan khang khang
sinh. Dic biét, cac gen khang khang sinh thuong xuét hién pho bién & ba chi vi khuan
gdy bénh 1a Escherichia coli, Aeromonas va Vibrio [192]. Tai Viét Nam, 86 mau vi
khuan Vibrio phan 1ap tir mdu nudc & cac ving nudi thay san (tai Nam Dinh; Hai
Phong; Quang Ninh; Ninh Binh va Thai Binh) c6 ty 1¢ khang khang sinh dat t&i 100%,
98.,84%, 84,88% va 69,77% tuong ing ddi voi ampicillin, amoxicillin, streptomycin
va oxytetracyline [193]. Pung trudc tinh trang khang thudc dién ra ngay cang nhiéu,
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néu tiép tuc lam dung khang sinh trong qué trinh phong tri bénh c6 thé gay ra nhiéu
hé luy nghiém trong cho chinh méi trudng sinh thai va con ngudi. Dé phat trién khang
sinh thé hé méi doi hoi rat nhiéu thoi gian va théng qua quy trinh kiém nghiém nghiém
ngit trude khi duge dua ra thi truong. Vi vy, trong nhimg nim gan day, vat liéu
quang xuc tac dd duge nhidu nha nghién ctru quan tim bai tac dung tiéu diét vi khuan
gy bénh tot.

Théng thudng TiOz can duoc kich thich bang bude song UV dé cac dién tir di
chuyén tir VB 1én CB hinh thanh cac 15 tréng. Tir d6 kich hoat cac phan tmg oxy héa
khir tao ra cac gbc ROS nhu 05, OH: hay ion OH™. Tuy nhién, trong nghién ctru ndy
khi dugc bién tinh v6i nano Ag, TiO2-Ag c6 thé hap thu budc séng tir 700 dén 800
nm thudc ving kha kién nhu di néi ¢ trén. Do vay, phan Gng quang x(ic tac ctia vat
lidu c6 thé dé dang xay ra khi duoc chiéu sang boi anh sang mat troi, diéu nay dugc
chting minh théng qua két qua thir nghiém tinh khang khuan cua TiO2-Ag/EC dbi voi
3 Joai vi khuan gy bénh pho bién trong nudi thily san gom V. parahaemolyticus
VTCC 910192, V. harveyi VTCC 70222 va E. coli ATCC 25922.

(a) (b)

)
qg7 | — EC TiO2-Ag/lEC § qo7 | m— EC TiO2-Ag/EC
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Hinh 3.9. Kha niang tc ché vi khuan giy bénh V. harveyi VTCC 70222 (a), V.
parahaemolyticus VTCC 910192 (b), E. coli ATCC 25922 (c¢) cua vat liéu TiO»-
Ag/EC va hiéu suat diét khuan twong tmg cua ching (d).
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Bang 3.4. So sanh hi¢u suét tiéu diét vi khuan gay bénh cua vat li¢u TiO2-Ag/EC véi

vat liéu quang xtc tac tong hop trong nghién ctru khéc.

Ngudn Néng ag VK Thoi gian Hi¢u qui Tai liéu
Vit lidu Sin ban diu ! f, Loai vi khuén feché VK |
g (CFU/mL) Xy Log(No/Ny) 0
7,7x108 | Lan 1 V. harveyi VTCC| 6,0Log
EC tich 8,9x10% | Lan7 70222 3,2 Log Nehidn ci
. 1cT.((),rp Anh séng | 8,0 x10° | Lan 1 120 ohit V. parahaemolyticus 5,1 Log 7g lenhc,lru
VOU - MO matwoi [7,.8x10°0 | Lan7 P VTCC 910192 29Log | o chng
Ag/EC < toi
7,2x10% | Lan 1 . 5,8 Log
E. coli ATCC 25922
8,2x10% | Lan 7 2,5 Log
. be¢ E. coli 2-3Lo
Chat mang en : 9
ach  men Xenon S. aureus 2-3 Log Zhang et al
& .. | (1000 W; 1x106 120 phit | Salmonella 2-3 Log '
tich hop voi N (2022) [194]
TiO2-Ag i Shigella 2-3Log
Khau tr . E. coli 3,7 Lo Ahmed et
au ] an,g. Anh sang . : ! g
dugc phu véi it 10° 18 gio S. aureus 3.34 Lo al. (2022)
29% TiO, sLire ' A0 105
Ti ich Y i
thztréntlcélt Den UV- em;?lre(;cli
Vi . .
P A O ~ 107 180 phit | E. coli 267Log |7
liétu  nhya 356 nm) (2017)
HDPE [196]
VE -
ang  film beén UV- Xie et al
cellulose , .
A (max ~ 1x 107 360 phat | E. coli 5,2 Log (2019)
actetac chua 356 nm) [197]
TiO2
Mang film Skorb et al.
chira TiaUV 7,2 x 10* 10 phat P. fluorescens 2,48 Log (2008)
TiOzAg/Ni [198]
. Jeong et al.
Manh lué6i | Bé -
ha,nN. /T.gm Ae“ w 1% 107 30phut | E. coli 517 Log | (2021)
1/ 11
pt 2 [199]
beén
Ti0s Xenon
122 OB hia 5% .
bién tinh véi UV-A va 6 Log Venieri et
Co va Mn 0.1% UV- 1,5 x 108 60 phut K. pneumoniae al. (2017)
(Mn/Co:TiO B') [200]
2) - -
Anh sén
s d 3 Log
mat troi

Sau 2 gio dat dudi anh sdng mat troi, té bao vi khuin nhanh choéng bi bat hoat,
mat do vi khuan con lai sau xur 1y giam manh tir 10° CFU/mL xuéng 7, 68 va 12
CFU/mL, tuong ung voi hi¢u suét khang lai ba loai vi khuan trén lan luot 13 6,0; 5,1
va 5,8 Log (No/Nt). Trong nghién ctru ctia Zhang et al. (2022), TiO2-Ag ciing duoc
tich hop trén chat mang véi vat liéu la gach men ceramic dé danh gia kha nang trc
ché E. coli, tuy nhién vé&i ciing thoi gian xir Iy 2 gio, vat liéu nay chi dat dugc hiéu
qua diét khudn 2- 3 Log(No/Ny), thap hon nhiéu khi so sanh véi vat liéu TiO2-Ag/EC
(Hinh 3.9, Bang 3.4).
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Pé danh gia do 6n dinh cua TiO2-Ag/EC, sau mdi thi nghiém, vat liéu duoc
rua nhe voi nude khur trung, lam khé & nhié¢t do phong trong 24 gid trudc khi dugc
tai sir dung trong cac dot thi nghiém tiép theo. Két qua cho thay sau bdn lan tai sir
dung, kha ning trc ché vi khuan V. parahaemolyticus VTCC 910192 va V. harveyi
VTCC 70222 cua TiO2-Ag/EC duge duy tri ¢ mirc cao, véi hiéu sut khang khuan
dat trén 4 Log(No/N¢) (Hinh 3.9 d). Theo Joost et al. (2015), trong qua trinh quang
xuc tac, cac gbec ROS tic dong 1am pha v sy toan ven té bao vi khuan, khién cac
thanh phan noi bao bi ro ri ra bén ngoai. Mic du TiO2 6 thé tiéu diét toan bo vi khuan
sau 20 phut chiéu sang, nhung cac manh v té bao van c6 thé duoc quan sat dudi kinh
hién vi dién tr & thoi diém 60 phat [201]. Su ton tai ctia cac manh v té bao trén bé
mit ngan can qua trinh hap thy anh sang ciing nhu che lap céc vi tri hoat dong (active
site) ctia chat quang xtc tac, gay giam hiéu qua khi tai st dung vat liéu nay [202,
203]. Do d6, sau khi su séng ctia té bao bj tc ché boi TiO2, thoi gian phan ung can
duogc kéo dai thém dé TiO2 phan hiiy hoan toan nhimng thanh phan té bao nay, dong
thoi nung nong vat liéu ¢ nhiét do cao, stir dung song si€éu am hay dung dich bazo la
cac phuong phap pht hop dé phan hity/giai hdp phu nhitng tap chat lién két v6i chat
quang xUc tac trong qué trinh xtr 1y, tir d6 giup tai tao bé mit vat lidu cho lan st dung
tiép theo [204]. Khao sat ctua Cao et al. (2000) cho thiy, hoat tinh phan huy chat 6
nhiém toluene ctia TiOz chi ¢6 thé duoc phuc hoi khi vat liéu duge nung nong ¢ nhiét
d6 420 °C, nhiét d6 nay cho phép ddt chay toan bd cac hop chit hitu co trung gian
hap phu trén TiO2 trong qua trinh xir 1y [205].

Nghién ctru ctia ching t61 nham muc dich ché tao ra vat liéu c6 hiéu qua khang
khuan cao, voi quy trinh st dung don gian dé c6 thé ap dung ¢ nhiéu mé hinh nudi
thity san khac nhau ciing nhu khong mudn bi anh huéng bai cac hop chat ngoai lai
khac s& lam anh huong dén chat luong thity san. Nén thay vi stir dung cac hoa chat
hay thiét bi phtc tap thi sau mdi thi nghiém vat liéu ndi EC tich hop TiO2-Ag dugc
dua ra khoi moi truong xir 1y va phoi kho ¢ nhiét 6 thuong trong bong tdi trude khi
sir dung cho dot kiém tra tiép theo. Két qua da cho thiy, sau bay lan sir dung, hiéu
qua khang khuan cua TiO-Ag/EC giam dan tir 5,1 — 6,0 xuéng con 2,5 — 3,2
Log(No/Nt), nhung TiO2-Ag/EC van c¢6 kha ning tiéu diét vi khuan gay bénh tir mat
d6 ban dau ¢ 10° CFU/mL xubng xap xi 10° CFU/mL sau 2 gid xtr 1y trong lan sir
dung thir 7. Kha nang diét khuan nay tuong twong v6i mot sd vat liéu nhu mang film
chira TiO2/Ag/Ni, nano Co/TiO2 hay nano TiO2 bao boc trong mang film cellulose
acteate duogc tong hop trong cac nghién ciru khac (Bang 3.4). Trong thuc té qua trinh
nudi thity san, nong do vi khuan gay bénh thuong dao dong & ngudng ~10* CFU/mL
[206], thap hon so véi mat d6 vi khuan gay bénh ban dau thir nghiém trong nghién
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clru nay, nén khi duoc ap dung voi thoi gian chiéu sang dai hon, vét liéu TiO2-Ag/EC
dugc ky vong van c6 thé tiéu diét hiéu qua nhanh chong mam bénh trong moéi truong
nudi thuy san.

3.2.3.2. Kha nang phan hiiy khang sinh

a. Anh hwéng ciia nong d9 khang sinh va pH méi truong dén hiéu suit phan hiiy
cua vat liéu

Khang sinh da tir 1au dugc sir dung dé phong ngira va diéu tri cac bénh nhiém
khuan cho vat nuéi thity san tir trén khép thé gi6i. Theo thong ké ctia Cuc Thu y, mdi
nam c6 dén 2.000 tin thude diét khuan duoc nhap khéu vao Viét Nam. Khao sét cta
Dang et al. (2015) cho thiy tir nhitng ndm 2011 c¢6 dén 72% sb trang trai nudi tom va
c4 & ving Pong bang Song Hong va Pong bang Song Cau Long dung it nhat mot
loai khang sinh trong qua trinh san xuat [22]. Nong d6 khang sinh ton du trong mai
treong nudc nudi thuy san thuong & mic ng/L [207]. Sy tich tu cua khang sinh du
thira trong moi truong dan dén su xuat hién cia cic gen va vi khuan khang khang
sinh trong thuc pham thily san, ddy 1a mbi nguy hiém 16n d6i véi sirc khoe con ngudi
va nhiéu loai dong vat khac.

Chinh vi vay, trong nghién ctru nay, vat li¢u TiO2-Ag/EC bén canh dugc danh
gia kha ning trc ché vi khuan gay bénh, ciing duoc sir dung thir nghiém dé phan hiy
mot s loai khang sinh pho bién dung trong nudi thuy san 1a Tetracycline (TET),
Oxytetracycline (OTC) va Rifampicin (RIF). Trong qua trinh xir 1y, vat liéu TiOo-
Ag/EC duoc bd sung vao dung dich khang sinh va dé tinh trong bong tdi 30 phut dé
dat dugc trang thai can bang hip phu (adsorption equilibrium) trude khi bat dau qua
trinh quang xtic boi anh sang mat troi. Gia tri pH moi truong va nong do khang sinh
ban dau 13 cac yéu té quan trong anh hudng dén hiéu suat phan huy khang sinh. Do
d6, d6i véi mdi loai khang sinh, hiéu suat xtr 1y ctia TiO2-Ag/EC dugc danh gia ¢ bon
gia tri pH (3, 5, 7 va 9) v6i ba muc ndng d6 (10, 20 va 30 ppm) khéac nhau.

TiO2-Ag thudng c6 diém ding dién (pHpz) tai 6,6; do vay vat lidu c6 bé mit
tich dién duong khi pH moi truong nho hon pHpze va nguoc lai. Trong khi d6, TET
va OTC 1a céac chat ludng tinh (chat dong thoi co kha ning cho va nhan proton H*)
bdi trong cdu triic cia chung ton tai ciia cac nhom chirc nhu dimethylammonium
(C4), phenolic diketone (C10 - 12) va hé tricarbonyl (C1 - C3). Piém khac biét duy
nhat vé cau trac gitta TET va OTC nam 6 vj tri C5 chira thém nhom OH ddi véi OTC.
Diéu nay khién TET va OTC c6 céc gié tri pKa gan nhu twong duong nhau, pKa 3,27
- 3,30; pKa2 7,32 - 7,68 va pKaz 9,11 - 9,69 (Hinh 3.10).



Hopchdt & R pk, pk. K,

TC H H 330 7.68 9.69

oTC HO H 327 732 91l

Hinh 3.10. Cau trac phan tr va cc gia tri pKa cta khang sinh Tetracycline va
Oxytetracycline [208].

Vi pH < 3 hay > 9, luc nay TET, OTC va TiOz-Ag mang dién tich cing du,
tao ra lyc day tinh dién giita khang sinh véi chat quang xuc tac. Khi pH tang tir 3 1én
7, do tich dién duong bé mit cua TiO2-Ag giam xudng, cung v6i d6 TET va OTC &
trang thai trung tinh nén lyc day tinh dién gitta hai thanh phan nay giam dan. Tir do,
hiéu qua phan huy TET va OTC d4 ting tir 86,9 — 89,6% & pH 3 1én dén 92,3 — 95,1%
& pH 7 voi ndng d6 khang sinh ban dau 13 10 ppm. Nghién ctru ctia Sun et al. (2021)
cho thay cac gdc ROS c6 thoi gian ton tai ngan nén dé bi phan hay khi di chuyén ra
xa bé mit chit quang xac tac [209]. Do vay su lién két ctia cac chat 6 nhidm gin bé
mit TiO2-Ag/EC s& giup ting toc do va hiéu suit phan tng quang xtc tac. Di voi
pH moi trudng trong khoang 7 dén 9, hop chét khang sinh va TiO2-Ag cling mang
dién tich Am, tuy nhién d¢ tich dién cta hai thanh phan nay c6 thé con thip nén hiéu
suat phan hity khang sinh vin duy tri & muic cao & 94,6 va 97,8% lan lugt tuong tng
v6éi TET va OTC (Hinh 3.11, 3.12).

Khang sinh Rifampicin (RIF) ciing c6 cau tric hda hoc gom mot s6 nhom ion
héa nhu nhom hydroxyl va vong piperazine nitrogen (vong hydrocarbon no cé hai
nguyén tir N ¢ vi tri d6i xrg nhau) tao nén hai gié tri pKa1 V& pKaz twong tmg & 1,7
va 7,9 [210]. Nhu vay voi 3 < pH < 5, phan tir RIF ¢ trang thai trung hoa vé dién.
Thém vao d6, TiO2-Ag ¢6 pHpze & 6,6 nén khi pH méi truong di gan dén gia tri pH 5
do tich dién duong trén bé mit TiO-Ag giam dan giup cho RIF co thé lién két t6t
hon vé&i TiO2-Ag dé dat hiéu suat phan hily khang sinh cao nhét 14 95,7% & pH nay.
Phan {mg quang phan huy RIF bj rc ché nhiéu khi pH méi trudng ting cao. Tai pH
7, 76,7% nodng do khang sinh RIF ban dau (10 ppm) c6 thé duoc chuyén hoa sau 4
gio xir Iy, nhung gi tri ndy giam xudng con 69,9% & pH 9 (Hinh 3.13, 3.14).
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Hinh 3.11. Hiéu suat quang x0c tac phan hiy Tetracycline (TET) boi vat liéu TiO»-
Ag/EC (Pudng mau vang) va quang phan hiy truc tiép khang sinh boi anh sang mat
troi (Puong mau xanh) ¢ diéu kién pH va nong do khang sinh ban dau khac nhau.
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Hinh 3.12. Hiéu suit phan huy Oxytetracycline (OTC) bai vat liéu TiO2-Ag/EC

(dudng mau cam) va quang phan huy truc tiép khang sinh béi anh sang mat troi

(dudng mau xanh) & diéu kién pH va ndng d6 khang sinh ban dau khac nhau.



68

PH 3 PH 5 pH7 pH9
RIF =10 ppm

RIF = 20 ppm

hay RIF (%)

4t phan

éu sua

100

Hi

Thoi gian (gio)

Hinh 3.13. Hiéu suét phan huy Rifampicin (RIF) bai boi vat liéu TiO2-Ag/EC (dudng
mau d6) va quang phan huy truc tiép khang sinh boi anh sang mat troi (dudng mau
den) & diéu kién pH va nong d6 khang sinh ban dau khac nhau.
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Hinh 3.14. Su thay d6i mau séc ciia

khang sinh RIF (10 ppm, pH7) khi phan huy boi
vat li¢u TiO2-Ag/EC.

Dong thoi véi sy dién ra ctia qué trinh quang xtc tac boi vat lidu TiO2-Ag/EC,
ba loai khang sinh thir nghiém ciing dugc quang phan huy tryc tiép (photolysis) khi
tiép xuc v6i anh sang mat troi. Dudi tac dong ciia cac photon anh sang, ciu trac hoa
hoc ctia khang sinh c6 thé truc tiép bi bién d6i hodc chiing truyén niang lugng hap thu
duoc cho cac hop chat khic va trd lai trang thai khong kich thich ban dau [211].
Thong qua qué trinh truyén nang lugng nay cac gc ROS dugc tao ra va quay tré lai
thuc hién phan ng phan hiy khang sinh (Hinh 3.15).
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Hinh 3.15. Su phan huy cua cac hop chat khang sinh thong qua qua trinh quang phan
(photolysis) va quang xuc tac (photocatalytic) [212].

Sy hap thu photon truc tiép tir 4nh sang thuong xay ra dbi véi cac hop chat
chtra nhiéu lién két no va khong no xen k& nhau nhu trong cau triac ciia TET, OTC va
RIF [213]. Trong nudi thuy san, pH moi truong thuong dugc duy tri ¢ khoang 7,8 téi
8,5 [61]. Do vy khi danh gi4 hiéu suit quang phan hiy truc tiép ctia khang sinh &
diéu kién pH 7 hay 9, két qua cho thay ning luong anh sang mit trdi chi phan huy
duogc 53,7 dén 63,6% ddi voi TET va OTC ¢ nong d6 bd sung ban dau 1a 10 ppm
(Hinh 3.11, 3.12). Hiéu sut xir Iy giam xubng dudi 50% khi ndng d6 khang sinh ting
1én 20 hay 30 ppm. Két qua nay twong déng v6i nghién ctru ctia Dai et al. cho thiy
hiéu qua quang phan truc tiép cua TET thap hon dang ké khi so sanh v&i thi nghiém
st dung chat quang xuc tic [214]. Mit khac, RIF kho bi phan huy trong méi truong
khong chira vat lidu TiO2-Ag/EC, ngay ca & ndng do khang sinh thip 10 ppm (pH 7),
chi 15,7% ham lugng RIF ban dau duoc loai bo dudi tac dong ctia anh sang mat troi
sau 4 tiéng xtr Iy, nhung hiéu suat nay dat dén 76,7% trong binh thi nghiém co chira
TiO2-Ag/EC. Mau sic khang sinh RIF trong cac mau d6i chtng (khong bo sung TiO»-
AQ/EC) ciing khong co su thay doi nhiéu so vi thoi diém bat dau, trong khi d6 mau
nau do6 cta RIF (10 ppm) nhat theo thoi gian xir Iy trong mau bd sung vt lidu quang
xuc tac (Hinh 3.14). Két qua twong tu ciing duoc dua ra trong nghién ciru cua
Zambrano et al., mot s loai khang sinh nhu tetracycline, ciprofloxacin, sulfadiazine
va sulfamethoxazole can thoi gian tir 100 dén 240 gio dé phan huy hoan toan khi
duoc chiéu xa véi tia UV-C, trong khi do, néu moi truong b6 sung TiOg thi chi sau
3,5 dén 15,6 gio da loai bo dén 99-100% lugng khang sinh ban dau [215]. Cac phan
tich nay da khang dinh vai tro quan trong cua vat liéu TiO2-Ag/EC trong viéc nang

cao hiéu qua xtr 1y cac chat khang sinh 6 nhiém.
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b. Nghién ciru dong hoc qua trinh phan hiy khang sinh cia TiO:-Ag/EC

Dé khang dinh thém su phu thudc cta phan tmg phan hay ba loai khang sinh
boi vat liéu TiO2-Ag/EC vao pH ctia méi trudng, bén canh danh gia vé hiéu suat xur
Iy, dong hoc qué trinh phan hiy nay ciing duoc ching toi tién hanh nghién ciru dwa
trén mo hinh dong hoc bac 1 (pseudo-first-order (PFO) kinetic model). Gia tri R? cho
tat ca cac mo hinh dat tir 0,87 dén 0,99 cho thdy sy phi hop ctia mé hinh dong hoc
nay trong mo ta két qua thi nghiém (Bang 3.5). Hang sb toc d6 phan tng phan hiy
(k) cua TET, OTC va RIF & noéng do 20 ppm trong cac diéu kién pH khac nhau duoc
trinh bay tai Hinh 3.16 va Bang 3.5. Trong d6, hang sb k cia TET va OTC ting tir
5,45 x 103 va 5,53 x 107 tai pH 3 1én gi4 tri cao nhat 1a 10,83 x 10 va 8,31 x 10°°
tai pH 9 hoan toan tuong dong véi do ting hiéu suat phan hiy tai Hinh 24, 25 cia hai
khang sinh nay trong diéu kién bazo. Nguoc lai, ddi voi RIF, khang sinh nay co thé
dugc phan hay t6i wu trong méi truong acid nhe & pH 5 véi gia tri k dat cao nhét 1a
9,23 x 103,

b
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Hinh 3.16. Pong hoc qua trinh phan hay TET (a), OTC (b), RIF (c) voi ndng do ban
dau 20 ppm & cac pH khac nhau sir dung vt liéu TiO2-Ag/EC duéi anh sang mit troi;
so sanh hang s6 tbc do phan tmg (k) ctia ba loai khang sinh ¢ pH 9 (d).
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Bang 3.5. Hing s6 toc to phan ung (k) va gia tri R? cua qué trinh phan hay khang

sinh sir dung vat liéu TiO2-Ag/EC dudi anh sang mat troi.

Oxytetracycline Tetracycline Rifampicin

Kk R2 Kk R2 Kk R?
pH 3 545 x 103 0,99 |553x103%| 0,95 | 4,92x1073 0,97
pH 5 5,71 x 10’3 0,98 |6,24x103%| 0,98 9,23 x 103 0,87
pH 7 6,40 x 107 090 |730x103%| 0,99 | 4,58x1073 0,92
pH9 | 10,83 x 1073 0,99 |831x103%| 0,98 3,45 x 1073 0,95

c. Xac dinh dgc tinh cia dich khang sinh sau phan hiy béi TiO2-Ag/EC

Trong nudi thily san, cac chung vi khuin c6 loi thudc chi Bacillus va
Lactobacillus thuong duoc bd sung vao méi trudng hay thirc dn ctia vat nudi dé kich
thich tiéu héa, sinh trudng ciing nhu ning suit thu hoach. Tuy nhién, nghién cua
Blandino et al. (2008) cho thiy cac khang sinh vancomycin, ampicillin, cefotaxime
va erythromycin & murc <2 mg/L d4 c6 thé tc ché sinh trudng cta cac ching vi khuin
¢6 loi thudc chi Bifidobacterium spp. [216]. Pic biét d6i v6i Lactobacillus, ddy 1a
nhom vi khuan Gram 4m, khong c6 kha ning sinh bao tir nén sinh truéng cua chiung
dé bi 4nh hudng boi cac tac nhan tir mdi trudng bén ngoai. Do vay, ba mau khang
sinh TET, OTC va RIF (ndng d6 ban dau 10 ppm, pH 7) sau khi dugc phan hay boi
TiO2-Ag/EC, k¥ hiéu lan luot 1a TETTa, OTCra, RIFTA, dd dugc ching t6i kiém tra
v6i ching vi khuan c6 lgi Lactobacillus acidophilus LB va chung vi khuan gay bénh
V. parahaemolyticus VTCC 910192 va so sanh v6i mau khang sinh gbc ban dau trudc
khi xtr 1y, két qua thu dugc s& gitp dwa ra nhan dinh vé hiéu qua lam giam doc tinh
khang sinh ban d4u sau bi quang héa phan hiy boi TiO2-Ag/EC.

Céc dung dich khang sinh dugc bo sung vao mdi trudng nudi khudn & cac ndng
do khac nhau (0, 5, 10, 15, 20, 25 va 30% v/v), sau 24 gio nudi céy, sinh trudng cua
vi khuan trong mau duoc xac dinh théng qua gia tri ODeoo nm. Ban d6 nhiét tai Hinh
30 thé hién sy khac biét o rét vé kha nang c ché sinh trudng cua mau khang sinh
truée (TET, OTC va RIF) va sau phan hity boi vét liéu EC thong thuong (gdm TETec,
OTCec, RIFec) hay TiO2-Ag/EC (g6m TETta, OTCra, RIFTA).

TET va OTC 14 hai hop chét thugc nhém khéng sinh Tetracycline véi cau tric
hoa hoc gom nhiéu vi tri tao phirc véi cac ion kim loai nhu hé p-diketone (C11, 12),
nhom enol (C1, 3) va carboxamide (C2) [217]. Phurc hop gitta khang sinh nhom nay
v6i ion Mg?* déng vai trd quan trong gitip chung lién két va ngan can hoat dong tong
hop protein cua tiéu don vi ribosome 308, tir d6 tao nén hoat tinh khang khuan cua
hop chat. Do vy, & nghién ciru hién tai, vi khuan L. acidophilus LB di bi tic ché
hoan toan khi bd sung TET va OTC ¢ ndng d6 5% (tuong dwong véi 0,5 mg/mL),
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tang liéu khang sinh 1én 10% ciing gitp bat hoat cac té bao vi khuan giy bénh V.
parahaemolyticus VTCC 910192. Tuy nhién, diém dic biét 13 hai ching vi khuan nay
c6 thé sinh trudng tot trong moi trudng chira TETta VA OTCra O tit ca ndng do thir
nghiém tir 5 dén 30%. Tai ham luong bd sung 30%, gia tri ODsoo ctia L. acidophilus
LB va V. parahaemolyticus VTCC 910192 trong miu TETta v OTCra cao tuong
duong so véi mau doi ching am (khong chira khang sinh). Trong khi, néu khang sinh
chi dugc quang phan bdi d&nh sang mat tro1 ma khong c6 mat TiO2-Ag/EC, ky hiéu 1a
TETec va OTCec, hoat luc khang khuan cia dung dich sau xir Iy cling giam hon so
v6i mau khang sinh ban dau, nhung véi ndng d6 bo sung TETec va OTCec ¢ 15% da

trc ché sy phat trién cua hai chung vi khuan thir nghiém (Hinh 3.17).

L. acidophilus V. parahaemolyticus
Néng d6 khang sinh bé sung Néng d6 khang sinh b sung

0 5% 10% 15% 20% 25% 30% 0 5% 10% 15% 20% 25% 30%

TET 0,964 0,054 0,048 0,040 0,064 0,048 0,077 TET 0,432 0,243 0,066 0,065 0,048 0,060 0,067
TETec 1,083 0,666 0,089 0,065 0,040 0,045 0,063 TETec 0,447 0,274 0,074 0,043 0,074 0,038 0,080
TETia 1,055 1,129 1,139 1,085 1,179 1,054 1,107 TET1a 0,463 0,525 0,507 0,495 0,483 0,539 0,512
0 5% 10% 15% 20% 25% 30% 0 5% 10% 15% 20% 25% 30%

oTC 1,178 0,044 0,057 0,070 0,073 0,067 0,058 oTC 0,520 0,221 0,062 0,046 0,044 0,048 0,074
OTCrc 1,143 0,718 0,305 0,069 0,065 0,040 0,056 OTCec 0,514 0,529 0,249 0,066 0,044 0,025 0,042
OTCrs 0,989 1,140 1,137 1,239 1,088 1,086 1,141 OTCry 0,470 0,524 0,516 0,637 0,540 0,527 0,524
0 5% 10% 15% 20% 25%, 30% 0 5% 10% 15% 20% 25% 30%

RIF 1,231 0,046 0,065 0,063 0,070 0,058 0,058 RIF 0,492 0,072 0,072 0,064 0,058 0,048 0,066
RIFgc 1,145 0,079 0,067 0,073 0,068 0,056 0,066 RIFgc 0,485 0,148 0,053 0,033 0,025 0,038 0,042
RIFa 1,204 1,213 1,078 1,145 1,051 1,117 1,118 RIFs 0,512 0,511 0,569 0,5%0 0,520 0,559 0,553

Hinh 3.17. Anh huéng cta cac dung dich khang sinh gdc (TET, OTC va RIF); khang
sinh duoc quang phan tryc tiép boi anh sang mat troi (TETec, OTCec va RIFec) va
khang sinh dugc quang xuc tac phan huy baoi vat ligu TiO2-Ag/EC (TETta, OTCra
va RIFTA) dén sinh truong (thé hién qua gia tri ODeoo sau 24 gio nudi khuan).

Yuan et al. (2011) goi ¥ gbc ROS (H20;) c6 thé tan cong pha v céac lién két
hoa hoc cia OTC va chuyén héa chiing thanh cac san pham thir cdp nhu don gian
khong ddc hai nhu 1, 4-benzenedicarboxylic acid, 4-oxopentanoic acid, propanedioic
acid, hydroxymalonic acid, glycerin va mot s6 aliphatic acids khac [218]. Tuy nhién,
san pham trung gian ctia qué trinh quang héa tryc tiép (photolysis) OTC c6 mdt so
nhom chirc thay ddi so v6i hop chat khang sinh gc nhung van con chira cau trac
tetra-phenyl nén chung dé dang thim thdu qua mang ciia nhom vi khuan phét sang
[219]. Do vay, trong nghién ctru cua ching t6i sau 4 gi¢ xu ly, khi trén 92% ham
luong TET va OTC da bi phan hay, diéu nay khién cho mau TETta va OTCra sau xtt
Iy khong con kha ning e ché sinh trudng ciia vi khuan L. acidophilus LB va V.
parahaemolyticus VTCC 910192 trong nong do thir nghiém. D6i véi mau dbi ching
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bd sung vat liéu EC khong chira TiO2-Ag, TET va OTC chi bi quang phan m6t phan
b1 anh sang mat troi, voi hiéu SUAt xir 1y khang sinh dat lan luot dudi 57,5 va 64,0%
(Hinh 24, 25), nén luong khang sinh ton du trong mau TETec vd OTCec ngin can
sinh truéng cua vi khudn ngay khi bd sung & ndong do 10 - 15%. Két qua tuong ty
cling thu duoc dbi v6i khang sinh RIF, cac té bao vi khuan L. acidophilus LB bj e
ché hoan toan & nong do 5% RIFec, nhung lai c6 thé sinh trudng binh thuong trong
moi trudng bd sung 30% RIFTA.

3.2.3.3. Khd nang phén hiiy hop chit hivu co (COD)

a. Anh huéng ciia ndng do COD dén hiéu suit xir ly

Trong qui trinh nudi mot vu tdm, theo Wang et al. (2023) cho rang chi 21-24%
N va 10-13% P trong thirc n duoc tom sir dung cho sinh trudéng, phan con lai ling
dong xudng day ho va theo thoi gian s& gay nén 6 nhiém hiru co [4]. Qua trinh phén
huy cac hop chat hitu co s& hinh thanh cac hop chat nito vo co nhu amoni, nitrit, néu
ham luoc cac hop chat nay vuot qua qui dinh cho phép sé& tro thanh cac hop chat doc
hai. Chinh su xuat hién cta cac chat 6 nhiém nay lam suy giam kha niang mién dich
clia vat nudi, ting nguy co lay lan cta dich bénh va day 1a tinh trang dan dén nguoi
nudi trong thity san lam dung khang sinh dé phong va diéu tri bénh. Vi vay, xt 1y 6
nhiém hitu co c6 thé dong vai tro quan trong gitp han ché su phat sinh ctia nhiing tac
nhéan 6 nhiém khéc.

Dua trén co ché phan tng quang xuc tac nhu trinh bay & phan tong quan tai
lidu, vat liéu TiO2-Ag/EC & cac nghién ctru trude day da chirng minh ¢ thé phan hay
hiéu qua mot s6 loai khang sinh tong hop va tiéu diét vi khuan gy bénh. Vi muc
dich ung dung chung trong xur 1y 6 nhiém méi trudng nude nudi tom, tiép ndi cac
nghién ciu trudce, vat lidu nay tiép tuc duge nghién ciu thir nghiém kha niang phan
huy hop chat hitu co hinh thanh tir thirc 4n thily san trong mé hinh phong thi nghiém.

Dé tao ra moi truong c6 ndng dd6 COD cao md phong su 6 nhiém hitu co trong
h6 nudi thuy san, theo Zainol et al. (2022), mot luong thic an thity san (khoang
0,07%) c6 thé dugc thém vao méi trudng nude, sau d6 tién hanh khir tring [151]. Do
d6, phuong phéap tuwong tu da duoc ching toi 4p dung dé tao ra dung dich c6 ham
lugng COD tuong duong 250 mg/L tr thic an nudi tom cong nghi¢p (Tomboy-
Skretting Viét Nam), tir 6 pha lodng dé tao ra cac moi trudng c¢6 mirc 6 nhiém hitu
co khac nhau (25, 50 va 100 mg/L) nham danh gia hi¢u suét loai bd COD cua vt liéu
TiO2-Ag/EC.

Két qua thé hién tai Hinh 3.18 cho thdy trén 92,9 + 0,7% ham luong COD ban
dau 25 mg/L c6 thé duge TiO2-Ag/EC loai bo sau 32 gid dudi anh sang mit troi. Khi

tang nﬁ“)ng do COD 1én 50 va 100 mg/L, hi€u suét van duogc duy tri & muc cao, dat
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trén 86% tai thoi diém 40 gio. Su quang phan huiy truc tiép (photolysis) hop chat hitu
co boi anh sang mit troi ciing dugc ghi nhan ¢ nghién ctru ndy, nhung hiéu suit chi
& mirc thap dudi 25,5% & ca ba ndng d6 COD thir nghiém. Trong thi nghiém nay, kha
nang loai bo COD xéc dinh dya vao ham lugng cua toan bo cac hop chét hiru co trong
moi trudng trude va sau xir 1y. Trong khi trude ddy doi véi thi nghiém phan hay
khang sinh, hiéu suat xir Iy duoc tinh trén do giam ndng do cua hop chét khang sinh
gbc ma chua xét dén su hinh thanh va chuyén héa clia cac san phim trung gian sau
phan mg. Do vay, khi so sanh két qua ciia hai thi nghiém nay, TiO2-Ag/EC c6 kha
nang phan hity khang sinh nhanh hon (trong 4 gid) so v6i phan hily hop chét hitu co
(trong 32-40 gio).
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Hinh 3.18. Anh hudng cta cac ndng d6 COD ban dau khac nhau: 25 mg/L (a), 50
mg/L (b) va 100 mg/L (c) d&én hiéu sudt phan huy cac hop chit hitu co cta vat liéu
TiO-Ag/EC.

Hién nay, vat liéu quang xuc tac ciing dugc nhiéu nha nghién ciru quan tam sir
dung dé xir Iy 6 nhim COD trong cac mdi trudng khac nhau. Nghién ctru cia Munien
et al. (2023) da chimg minh khi chiéu sang béi tia UV voi ndng do TiO2 600 ppm c6
thé loai bd 25,88% ham lugng COD trong nudc thai sinh hoat [220]. Hiéu qua xu ly
COD trong nudc thai cong nghiép dat dén 94,5% & nghién ctru ciia Orojlou et al.
(2022) khi ting nong do TiO2 st dung 1én 2.000 ppm. Dbi véi nghién ciru cia chiung
t6i, vat liéu TiO2-Ag/EC dugc ché tao véi ham lugng Ti tich hop trén EC & khoang
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2.500 ppm [221]. Nhu vay khi bo sung TiO2-Ag/EC & ty 1¢ 10% w/v vio dung dich
xtr Iy thi ¢6 thé wdc luong duoc ndong do chat quang xdc tac (tinh theo Ti) c6 trong
moi truong chi dat muc twong duong 250 ppm. Tuy nhién, trong moéi trudng nuodi
thiy san, ndng do COD thudng thap hon so vé6i gia tri COD thuong thdy & nude thai
cong nghiép (ndng d6 ~ 1.000 mg/L) [221], [222]. Vi viy, du str dung & ndng do thap,
TiO2-Ag/EC van dat dugc hiéu suat loai bo COD cao trén 86% & ca ba ndng d6 COD
thir nghiém (25, 50 hay 100 mg/L)

b. Anh huéng ciia ty 18 vat liéu TiO2-Ag/EC sir dung dén hiéu suat xir Iy

Tai mo hinh thr nghiém ban dau, vat liéu TiO2-Ag/EC véi ty 1€ 10% w/v ¢o
thé loai bo dugc 86,2 + 2,5% ham lugng COD & 100 mg/L, nhung chit mang EC ¢
tinh chat ndi, vi vay khi ap dung ty 1¢ bd sung nay vao thyuc té ¢ thé khién vat liéu
TiO2-Ag/EC ndi bao phu phén 16n dién tich mat hd nudi. Do vay, chung t6i huong
dén danh gia anh huong cia cac ty 1& bd sung TiO2-Ag khac nhau (0,5; 1; 2,5; 5 va
7,5% w/v) dén hiéu qua xir Iy COD (100 ppm) nham tim ra luong b sung thap nht
c6 thé sir dung ma van duy tri duoc hiéu suat xir 1y, day c6 thé 13 yéu t6 quan trong
gitip giam thiéu mot phan chi phi vy nuoi.

Hinh 3.19 thé hién khi ting ty 1& TiO2-Ag/EC sir dung tir 0,5 1én 2,5% w/v thi
ham luong COD con lai sau xir 1y giam tir 33,6 + 5,5 xudng 18,4 + 3,1 mg/L tuong
ung vo1 hiéu suét loai bd COD dat cao nhét 1a 82,7 + 2,0% sau 40 gio chiéu sang.
Tuy nhién, hi¢u suét nay c¢6 xu hudng giam xuéng 65,2 + 6,7% néu luong vat li¢u
quang xUc tac trong moi trueong tang 1€n 5 va 7,5% w/v. Zhang et al. (2020) cling chi
ra chit quang xtc tic KBNNO ([KNbO3]o.o-[BaNiosNbos03—3]0.1) & ndong do 1.800
mg/L c6 thé loai bé 44% ham lugng thudc nhudém methyl blue nhung hiéu sudt phan
g nay khong thay d6i dang ké trong truong hop KBNNO sir dung ¢ ndng do 2.000
mg/L [223]. Piéu nay c6 thé duoc giai thich boi khi mat d6 chat quang xuc tac nho,
lugng photon dugc hip thu va chuyén héa sinh ra gbc ROS thip, do d6 hiéu suét phan
g phan huy khong cao. Néu vat liéu TiO2-Ag/EC dugc bd sung thém vao moi
truong, luc nay dién tich bé mat hap thu photon 16n gitip cai thién hiéu qua quang xuc
tac. Nhung khi ty 18 TiO2-Ag/EC tang dén gia tri nhat dinh ma dién tich bé mat bé
phan g khong doi, cac hat vat liéu nay co thé che khuét lam giam su hap thy anh
sang cta nhau khi cting ndi trén bé mat, tir d6 hiéu qua xir Iy khong ting twong (g
v6i su ting cua s6 khdi lwong chét quang xtic tac sir dung.

Bén canh do6, trong nghién ctru ctia chung t6i, su xuat hién cta hai hop chét
NHs* va NO; ciing dugc xac dinh v6i ham lugng ting dan theo thoi gian phan tmg
(Hinh 4). Binh phan mg chira 2,5% w/v TiO2-Ag/EC ¢6 hiéu suat phan huy chat hiru
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co tot nhat khién ndong d6 NH4* va NO;” hinh thanh dat mirc cao 1an luot 13 18,7 + 1,2
va7,9+0,2 mgN/L.
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Hinh 3.19. Anh huéng cua ty 1¢ TiO2-Ag/EC bé sung: 0,5 (a); 1 (b); 2,5 (c); 5 (d) va
7,5% w/v (e) dén hiéu suat phan hiy hop chét hitu co.

Trong nudi thity san, ngudn thirc dn cong nghiép st dung thudng c6 thanh
phan protein thd chiém ti 25% - 40% ham lugng dinh dudng, cao hon so véi thirc
an duoc st dung cho dong vat nudi trén can (gia cam, lon va gia stc) [224]. Do viy,
qua trinh quang héa dé phan huy axit amin trong protein c6 thé din dén hinh thanh
céc san pham cudi cung 1 hgp chat amoni, nitrit hay nitrat. Day cling 1a van d¢ dang
lo ngai duoc nhidu nghién ctru chi ra khi tmg dung chat quang xtc tac dé phan hay
nhimg hop chit hitu co chira nguyén té nito trong cdu trac hoéa hoc cia ching
(nitrogen-containing organic compounds) [225, 226]. Két qua nghién ctru cia Low
et al. (1991) cho thiy, amoni va nitrat 12 hai san pham ludn xuét hién khi TiO2 phan
huy mot s6 hop chit nhu n-pentylamine, piperidine, pyridine, phenylalanine,
desipramine, thioridazine, penicillamine, isosorbide dinitrate, 4-nitrocatechol, 2,4-
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dinitrophenol, cyclophosphamide, 5-fluorouracil, atrazine, ethylenediaminetetracetic
acid va tetrabutylammonium phosphate (Hinh 3.20) [219].

Theo 1y thuyét, amoni va nitrit c6 thé tiép tuc dugc TiO2-Ag oxy héa/khir thanh
khi nito phan tir, nhung trong diéu kién nudi thity san c6 pH dao dong trong khoang
7,8 — 8,5 thi hai hop chat nito vo co ndy ton tai cht yéu & dang NHs va NO2", khé hap
phu 1én bé mat mang dién &m ciia TiO2-Ag do luc day tinh dién. Boi vay, can c6 sy
ké hop ciia nhiéu bién phap dé c6 thé dong thoi xir 1y hidu qua tinh trang 6 nito phat
sinh tir qua trinh phan hay hop chit hitu co trong hd nudi thiy san.
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Hinh 3.20. Co ché hinh thanh amonia tir hop chat n-Pentylamine khi bi quang phan
huy boi TiO2[226].

3.3. Tich hep cic nhém vi khuén chuyén héa nito trén EC_Alg_N va dé4nh gia
hoat tinh cua vat li¢u
3.3.1. Lwa chon cdc chiing vi khudan khir nitrat/nitrit trong diéu ki¢n hiéu khi dé
tich hop trén EC_Alg N
3.3.1.1. Pdnh gid khd ning khir nitrat/nitrit ciia vi khudn

Phuong phéap phan huy sinh hoc (Bioremediation) 1a qué trinh stir dung cac con
duong chuyén hoa cta vi sinh vat dé phan hity cac hop chat gay 6 nhiém trong moi
truong. Pé dap tmg nhu ciu ngdy cang ting vé xir Iy 6 nhidm nito trong hé théng nuodi
trong thuy san, cac nghién ctru cho dén nay van ludn dé cip dén viéc loai bo cac hop
chat 6 nhidm nay bang con duong xir Iy sinh hoc ap dung céng nghé nitrat hoa va khir
nitrat. Vi khuan nitrat hoa (cha yéu thudc chi Nitrosomonas va Nitrobacter) cé thé
chuyén d6i amoni (NH4") thanh nitrit (NOz) nhd céc enzyme ammonia
monooxygenase (AMO), hydroxylamine oxidoreductase (HAO) va tiép d6 str dung
enzyme nitrit oxidoreductase (NXR hay NOR) dé oxy héa nitrit thanh nitrat trong
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diéu kién hiéu khi. Trong khi d6, qué trinh khir nitrat dwoc tiép dién trong diéu kién
ky khi duéi tac dong tir hé enzym reductase cta vi khudn khir nitrat di dudng dé tao
thanh cac san pham lan luot 1a NO2, NO, N2O va N2 [227]. Su khac biét vé nhu cau
st dung oxy ctia nhom hai nhom vi khuan nay dit ra kho khin khi 4p dung chung dé
loai boé amoni, nitrit trong moi trudng nudi thuy san thuong xuyén dugc suc khi. Do
d6, nghién ctru vé viée lua chon cac ching vi khuén c6 kha ning loai bo nitrat/nitrit
hiéu khi nén dugc tip trung dé don gian héa qua trinh xtr 1y truyén thng [228].

Trong nghién ctu ndy, miu nudc thu thap tir hd nudi tdm thé chan tring
Litopenaeus vannamei tai Bac Liéu, da dugc lam giau va da phan lap dugc nam chung
vi khuan Ky hiéu la ST3, ST18, ST20, ST26 va ST32. banh gia kha nang khur nitrat
cua 5 chung vi khuan nay trong diéu kién yém khi bang cach dua cac sinh khdi vi
khuan nudi trong dich mai truong da duoc suc khi N2 dé loai bo O, roi day kin nip.
Két qua thé hién tai Hinh 3.21 cho thiy chi c6 sy xuat hién cua bot khi trong dng
durham trong 6ng thi nghiém chua sinh khéi hai chung vi khuan ST20 va ST26, cac
chang con lai khéng nhin thay. Biéu nay ching to 2 chung vi khuan ST20 va ST26
c6 kha nang khtr nitrat dé chuyén hoa thanh cac san pham dang khi trong diéu kién
yém khi. Hiéu suat loai bo nitrat cua hai chung vi khuan ST20 va ST26 dat tir 68—
81% sau 7 ngay nudi (Hinh 3.22 a). Qua trinh khtr nitrat bao gém budc khir nitrit, do
d6 hai chung nay duoc kiém tra thém kha ning loai bo nitrit trong diéu kién yém khi.
Két qua (Hinh 3.22 b) cho thay, véi ndng do nitrit ban dau 20 mg-N/L, ca hai chung
déu loai bo dugc téi 77% sau 7 ngay nudi. Nhu vay, ST20 va ST26 dugc xéac dinh 1a
céc chang vi khuan cé thé khir tryc tiép nitrit trong diéu kién yém khi.

Trong méi treong nudi thay san thudng xuyén duoc suc khi dé cung cép du
oxy cho sinh truéng cua vat nudi, do d6 dé ung dung trong xir Iy & nhidm thuc té,
hudng téi muc tiéu phan lap duoc cac chung vi khuan cé kha ning loai bo nitrat/nitrit
trong diéu kién hiéu khi. Tién hanh thir nghiém trong diéu kién nudi lac (Hinh 3.22c)
cho thay hiéu suat loai bo nitrat cia ST20 va ST26 & diéu kién hiéu khi vuot troi hon
so véi yém khi. Cu thé, sau 72 gio nudi, ham luong nitrat con lai chi & mac 0,57 va
0,21 mg-N/L, thap hon nhiéu so véi 6,30 va 3,60 mg-N/L trong diéu kién yém khi.
Trong khi d6, cac ching ST3, ST18, ST32 gan nhu khong thay doi ham luwong nitrat,
duy tri & mic tuong dwong mau dbi chizng am (khoang 19,5 mg-N/L). Song song véi
viéc danh gia kha nang khir nitrat, thi viéc khu nitrit ciing duoc tién hanh trong diéu
kién hiéu khi, két qua & Hinh 3.22 d da cho thay ST20 va ST26 c6 hiéu qua cao trong
viéc loai b nitrit, dat hiéu suat lan lugt 95,2% va 97,0%, cao hon han so vé&i cac
chung con lai.

Nhu vay két qua thu duoc da chiang minh, hai chang vi khuan ST20 va ST26
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1a vi khuan kht nitrat/nitrit trong diéu kién yém khi nhung c6 kha ning loai bo duoc

nitrat/nitrit trong diéu kién hiéu khi.

i&géi

qu chat ni to
d ng khi

U.ﬁ

Hinh 3.21. Sy hinh thanh hop chit nito dang khi trong qué trinh khir nitrat cia cac
chang vi khuan phan 1ap trong diéu kién yém khi.
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Hinh 3.22. Hoat tinh khir nitrat/nitrit cua céc chung vi khuan trong diéu kién yém khi
(a, b) va hiéu khi (c, d).

S6 liéu dwoc trinh bay duwdi dang gid tri trung binh + SD (n = 3). Ky hiéu “*” thé hién cho sw khdc biét c6 y
nghia thong ké (p < 0.05) cua cac mau thi nghiém so voi doi ching.

Trong céc trang trai nudi thuy san, ao nudi thuong dugc suc khi dé hd tro su
phat trién ctia dong vat [229]. Tuy nhién, qua trinh khir nitrat thuong dién ra trong
diéu kién thiéu oxy trong khi oxy lai 13 thanh phan can thiét trong qué trinh oxy héa
amoni thanh nitrat, do dé hoat dong khur nitrat ky khi s€ bi Urc ché béi su hién dién

ctia oxy. Hon nira, con dudng khtr nitrat hoan chinh duogc chia thanh bn buéc theo
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trinh ty tham gia cua cac enzyme nitrat reductase (NAR), nitrit reductase (NIR), nitric
oxide reductase (NOR) va nitrous oxide reductase (NOS) [230, 231, 232]. Mot sb vi
khuan dugc bao cdo rang qua trinh khir nitrat ctia chiing chi dung lai ¢ sy tao thanh
nitrit ma khéng tao thanh cac san pham nito dang khi bai hé gen cuia chung thiéu trinh
tu ma hoa cho cac enzyme nhu NIR, NOR hay NOS [233, 234], hién tuong nay la
mot trong nhitng nguyén nhan khién nitrit bi tich tu trong méi trudng. Bén canh do,
Zhao et al. (2018) da chi ra rang tbc d6 khur nitrat cua chung Pseudonomas stutzeri
XL-2 giam khi xuat hién oxy véi tbc do lac trong nudi cay vi khuan dugc dit 90
vong/phit hodc 150 vong/phat [235]. Hoat tinh khir nitrat ciia cac vi khuan khac nhu
Pseudomonas stutzeri 1-6 va Acinetobacter sp. 2-2 ciing bi trc ché & mirc oxy 13 10,68
mg/L [236]. Nghién ctru cua chung t6i di cho thiy hai ching vi khuan ST20 va ST26
c¢6 kha ning loai bo nitrat trong ca moi truong thiéu oxy va ¢ oxy, nhu vay s& gilp
chung phu hop tng dung trong nhiéu loai mé hinh xtr Iy khac nhau, dic biét s& khong
bi anh hudng trong qué trinh xi Iy tai cac ddm ao nudi thuy san, noi bat budc phai co
guong quay cung cap oxy cho dong vat thay san. Bén canh dé, cac chung ST20 va
ST26 khong chi ¢ thé sir dung nitrat ma con c6 thé str dung nitrit lam chat nhan dién
tir, do d6 chi can xuat hién nitrit trong méi trueong 1a chang c6 thé chuyén hoa nitrit
thanh céc dang hop chét nito khac. Nhu vay ST20 va ST26 di duoc lya chon cho céac
nghién ciu thi nghiém hiéu khi tiép theo dé danh gia kha ning chuyén hoa nito cua
chung trong cac diéu kién moéi truong khéc nhau.

3.3.1.2. Xdac dinh vi tri phdn loai cua vi khudn khir nitrat lwa chon

Sy khéc biét vé hinh dang khuan lac va hinh thai té bao cua hai chiing ST20 va
ST26 duoc phat hién bang cach quan sat sy sinh truéng cia ching trén moi truong
thach va dudi Kinh hién vi dién tar quét (Hinh 3.23). Cac khuan lac ST20 va ST26
Xuat hién c6 mau vang kem, nhung ST20 c6 dudng kinh khoang 2 mm trong khi cac
khuan lac ST26 c6 duong kinh 16n hon khoang 5 mm. Cac té bao vi khuan cua ca hai
chung déu cé dang hinh que, véi té bao ST26 ¢ bé mat min hon té bao ST20.

Phan tich céc trinh ty gen 16S rRNA cua ST20, ST26 va so sanh vai dir liéu
trén ngan hang gen NCBI cho thay hai chung phan lap nay c6 do tuong dong cao Voi
ca hai loai Bacillus anthracis va Bacillus cereus. That vay, ST20 c6 su twong dong
lan luot 12 98,39 va 98,18% véi cac chung Bacillus anthracis ATCC 14578 va
Bacillus cereus JCM 2152. Ty I¢ phan trim twong dong cua trinh ty gen 16S rRNA
ctia ST26 voi hai chiing tham chiéu trén giam nhe xudng con 97,22 va 97,05%. Viéc
st dung trinh tu gen 16S rRNA dé xac dinh phan loai vi khuan tir 1au da duoc cac
nha khoa hoc &p dung rong réi [237], tuy nhién cac nghién ciu cho thay trinh ty 16S
rRNA c6 kha niang phan biét kém ddi véi mot sb chi va loai co quan hé gan giii nhu
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Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus globisporus va Bacillus psychrophilus
[238]. Do do, trong nghién ctru nay, ST20 va ST26 da dugc dinh danh la Bacillus sp.
ST20 va Bacillus sp. ST26 (Hinh 3.24). Trinh tu 16S rRNA cua ching c6 thé dugc
truy cap trén co sé dit liéu NCBI sir dung ma sé OL475391.1 ddi véi chiung ST20 va
0L475392.1 dbi véi ching ST26.

b

Hinh 3.23. Hinh théi khuan lac va té bao vi khuan ST20 (a, b); ST26 (c, d)

— Bacillus sp. ST20 (OL475391.1)

62
Bacillus anthracis ATCC 14578T (NR041248.1)

100

Bacillus cereus JCM 2152T (NR113266.1)

99 —— Bacillussp. ST26 (OL475392.1)

Bacillus aerophilus 28KT (AJ831844.2)
100 ;[LBaciﬂus subtilis BCRC 10255T (NR116017.1)
94

Bacillus licheniformis ATCC 14580T (NR074923.1)

Sporosarcina globisporaNBRC 16082T (NR113837.1)
100| Sporosarcinapsychrophifa ATCC 23304T (NR118965.1)

94! Sporosarcina psychrophilaNBRC 15381T (NR113752.1)
—————— Rhodospirillum rubrum ATCC 111707 (NR074249.1)

E Pseudomonas aeruginosa ATCC 101457 (NR114471.1)
100 Pseudomonas stutzeri LMG 11199T (NR041715.1)
| —

0.050

Hinh 3.24. Cay phat chiing loai cia vi khuan ST20 va ST26

3.3.1.3. Anh huwong cua diéu kién moi truong dén kha nang loai nitrit ctia vi khudn

Két qua nghién ctru anh huéng cua diu kién méi truong dén kha ning loai bo
nitrit cia vi khuan ST20 va ST26 chi ra rang hai chung vi khuan nay cd thé thich &ng
t6t véi cac didu kién dd man va nhiét 6 thuong duoc ghi nhan tai cac ving nudi thay
san nudc lg. That vay, Hinh 3.25 a cho thiy do man < 15%o 1a diéu kién ti uu cho
hai chang vi khuan kht nitrit nay. O nong do NaCl 15%., khi bd sung riéng ré sinh
khdi vi khuan ST20 va ST26 vao méi truong nudi, ham lugng nitrit giam tir 20 mgN/L
xudng lan luot 0,6 mgN/L va 0,9 mgN/L, twong wng vai hiéu suét loai bo nitrit 13 97
va 95,5% sau 72 gid. Hiéu qua loai bo nitrit caa ching van duy tri trén 75% khi nong
d6 NaCl ting 1én dén 20%o. Nhung khi d6 man thir nghiém & muac 40%o NaCl, thi
nitrit chi giam khoang 37,6%.



a _ b
- - -
2 25 == BCam > 25 | == DCam
> — sT20 S === ST20
g = ST26 = == ST6
— 201 = 5 e X e ~ 20{ = = % [T & =
© ®© = -
[ 1 * c *
g 15 . . 8 15 ] .
£ 10 Z 10|
= * = 10 .
<«O- ¢
T 5 * * 7 '8 5 |
o *
c * * ¥ ’—'—‘ g’ * * *
le) <
Z 0 : : ‘ ‘ : 2 o0 : : : : :
0 15 20 . 30 40 4 20 30 35 400
Nong do NaCl (%) Nhiét @6 (°C)
C —_
|
2 25 | == bBbCam
o C— ST20
S 1 ST26
— 201 = m* I = =
< E
5 15 | ]
o
£ 10 |
c
*
;8. 5 . * . . *
2 o 2
g 0 !:T

Acetate Citritate Glucose Lactose Saccharose
Ngudn cacbon

Hinh 3.25. Anh huang cua nong 6 NaCl (a), nhiét do (b) va ngudn cacbon sir dung
(c) dén hiéu suat loai bo nitrit cia ST20 va ST26.

S6 liéu dwoc trinh bay dwdi dang gia tri trung binh + SD (n = 3). Ky hiéu “*” thé hién cho s khac

biét c6 y nghia thong ké (p < 0.05) czia cac mau ther nghiém so véi dai chig.

Trong nghién ciru anh hudéng cua nhiét do, dit liéu thé hién & Hinh 3.25 b cho
thay, kha nang chuyén hoa nitrit cia ST20 va ST26 6n dinh & nhiét do tir 30 - 35 °C
Véi hiéu suat cao nhat twong tng 13 94,5% d6i véi ST20 va 93,3% ddi voi ST26 ¢ 35
°C. Nhiét d6 tang 1én 40 °C da anh huong dén hoat tinh khi cua ca 2 chung vi khuan
nay, trong d6 ST20 bi anh huong nhiéu hon so v&i ST26, kha nang khir nitrit cua
chang chi dat lan luot 1a 38,5 va 64,7%. O 4 °C va 20 °C ndng do nitrit trong moi
truong chira ST20 va ST26 gan nhu khong thay doi so voi dbi ching am.

Bén canh d0 man va nhiét do, nguén cacbon ciling dong vai trd quan trong
trong sy phat trién va hoat dong cua vi khuan khu nitrat. Nguon cacbon sir dung trong
nghién ctru nay la glucose, natri axetat, lactose va saccharose. So liéu trinh bay trong
Hinh 3.25 ¢ di thé hién anh huong cua cac ngudn cacbon khac nhau dén hoat tinh
chuyén hoa nito ctia ST20 va ST26. Trong s6 cac ngudn cacbon tha nghiém, glucose
dugc cho la ngudn cacbon thich hop nhat cho sinh truong ciing nhu hoat tinh cua
ST20 va ST26, hiéu suat loai bo nitrit cao nhat cua hai chang vi khuan nay dat hon
93%. O c4c nguon cacbon khac nhu actate, saccharose hay lactose mac di hiéu qua
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loai bo nitrit thu duoc thap hon so véi ngudn glucose, nhung van dat hiéu suat trén
72,5%. Di véi natri citrat, He et al. (2015) ching minh rang, chang Pseudomonas
putida Y9 c6 thé loai bo luong nito tdng s6 cao hon trong mdi trudng chira nguon
cachon nay [239], tuy nhién, natri citrat lai khong c6 tac dong tét dén hai chung vi
khuan ST20 va ST26, hoat tinh chuyén héa nitrit caa chung trong méi trudng chua
natri citrat chi dat dudi 20% sau 72 gid nudi cdy. Mat khéc, Peng et al. (2007) lai cho
thiy tbc d6 khur nitrat cua hé théng xir Iy nuée thai ting tir 3,2 1én 9,6 hoic 12
mgN/(gVSS x h) khi thém methanol, ethanol hoac axetat trong moi truong [240].
Nhitng két qua nay cho thay kha nang khir nitrat khac nhau cua tirng chung vi khuan
phu thudc vao ngudn cacbon sir dung trong méi trudng nudi.

Trong nghién ctru ctia chung t6i, glucose dugc thém vao moi treong nhu mot
nguon cacbon bén ngoai dé thay thé cho cac hop chat giau dinh dudng nhu pepton,
ca0 nAm men hodc cao thit nham muc dich kiém tra xem vi khuan cé thé st dung
thanh phan cacbon don gian dé hd tro su sinh trudng va hoat tinh chuyén héa nito
cua ching hay khdng. Tir d6, c6 thé tiét kiém chi phi hon khi cung cap glucose thay
Vi cac hop chat c6 gia thanh cao ké trén trong qua trinh nhan nuéi sinh khi vi khuan
quy md Ién hay dung trong hé thdng xtr Iy nuéc thai thuc té. Ngoai ra, sir dung ngudn
cachon thay thé nay ciing c¢6 thé 1am han ché nguy co giy 6 nhiém hitu co thir cap
khi vi khuan khong thé sir dung hét luong dinh dudng duoc cung cip boi cac hop
chat peptone, cao thit hay cao nAm men ké trén.
3.3.1.4. Pdanh gid khd nding tao mang sinh hoc ciia cdc chiing vi khudn nitrat héa,
khur nitrat

Trong qua trinh nitrat hoa, amoni dugc oxy hoa thanh nitrit va cubi cing thanh
nitrat bai vi khuan oxy héa amoni (AOB) va vi khuan oxy hoa nitrit (NOB). Tuy
nhién, sy tich ty nitrit cd thé xay ra khi vi khuan oxy hda nitrit khéng thé oxy hoa
toan bo lugng nitrit hinh thanh [241]. Do d6, su két hop giita vi khuan nitrat hoa voi
vi khuan khtr nitrat/nitrit c6 thé lam tang hiéu qua xir Iy cac hop chat nito 6 nhiém,
ngan ngira su gia ting dot bién ciia ham lugng NOy trong méi truong. Trong nghién
ctru nay, két qua nhan dugc tir Hinh 3.26 cho thay, hai chang vi khuan khir nitrit
Bacillus sp. ST20, Bacillus sp. ST26 khdng c6 hién twong ddi khang sinh truéng véi
c4c chung vi khuan oxi héa amoni (PD58, PD60) va vi khuan oxy héa nitrit (2NM,
5NM). Do vay, chiing cd thé ton tai chung trong cing mot moi trudng dé thuc hién
dong thoi quéa trinh xir Iy amoni va nitrit.

Mat khac, dir li¢u tai Bang 3.6 chi ra sau ching vi khuén lva chon c6 kha nang
tao mang sinh hoc thé hién théng qua sy ting cta gia tri ODs7o theo thoi gian va dat

cao nhét sau 4 ngay nudi cdy. Mang sinh hoc ciia vi khuan 1a sy hinh thanh 16p
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polymer ngoai bao, c¢6 tac dung bao vé chiing khoi nhitng tac dong tiéu cuc cua diéu
kién ngoai canh [242, 243]. Ngoai ra, sy hinh thanh mang sinh hoc 14 co s& dé vi
khuan d& dang bam dinh vao bé mit chit mang [244].

Hinh 3.26. Kha nang d6i khang vai nhau cia vi khuan nitrat hoa va khir nitrat

Bang 3.6. Kha ning tao mang sinh hoc cta cac chang vi khuan

ODs7o
Chung
Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3 Ngay 4
Vi khuén oxy | PD 58 0,12 + 0,03 0,15 + 0,01 0,32 + 0,05 0,41 +0,01
hoa amoni PD 60 0,09 + 0,03 0,18 + 0,05 0,23 + 0,01 0,30 + 0,09
Vi khudn oxy | 2NM 0,07 + 0,04 0,10 + 0,02 0,19 + 0,01 0,25 + 0,02
hoa nitrit 5NM 0,14 + 0,01 0,14 + 0,02 0,16 + 0,03 0,29 + 0,04
Vi khuin ST20 0,58 + 0,06 0,49 + 0,01 0,54 +0,08 0,89 + 0,16
Khr nitrit ST26 0,27 + 0,02 0,29 + 0,08 0,36 + 0,07 0,33+0,13

Céc nghién ctru da ching minh hiéu qua tuyét voi cua viée sir dung vi khuan
¢d dinh so vé6i vi khuan dang tu do trong xtr Iy nudc 6 nhiém [245, 246]. Zhao et al.
(2020) da chang minh rang viéc st dung vi khuan nitrat héa - khir nitrat hiéu khi
Klebsiella sp. KSND cb dinh trén chat mang chitosan lam ting hiéu qua loai bo nito
Ién 90,1%, trong khi hiéu qua cta vi khuan dang tu do chi dat 87,7% [247]. Hon nita,
trong nghién ctru cua Hill et al. (2008) qua trinh ¢ dinh dong thoi vi khuén nitrat hoa
va khtr nitrat trén chat mang canxi alginate da dat dugc hiéu qua loai bo nito cao hon
nhiéu so v&i viéc c6 dinh riéng vi khuan nitrat hoa [76]. Vi vay, trong cac thi nghiém
tiép hiéu qua chuyén hoa ddong thoi amoni, nitrit khi két hop vi khuan nitrat hoa
(PD58, PD60, 2NM va 5NM) véi vi khuan khir nitrat (ST20 va ST26) s& kiém tra dé
danh gia tiém nang ing dung ctia chung trong xtr Iy 6 nhiém nito vo co tai viing nudi

thuy san.
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3.3.2. T6i wu diéu kién tich hgp vi khuan chuyén héa nito trén EC_Alg N

Nhém vi khuan nitrat hoa (gdm ching Nitrosomonas sp. PD58, Nitrosomonas
sp.PD60 va Nitrobacter sp. 2NM, Nitrobacter sp. 5NM) va nhém vi khudn khir
nitrat/nitrit (gdm ching Bacillus sp. ST20, Bacillus sp. ST26) c6 kha ning tao mang
tdt va khong ddi khang 1an nhau nén chung duoc lya chon dé tich hop trén ba loai vat
liéu chit mang khac nhau gdbm: EC nguyén ban (EC), EC dugc phu thém 16p polyme
alginate (EC_Alg) va EC cai tién duoc phu thém 16p polyme alginate ¢ chira thanh
phan dudng chit dudi dang nano (EC_Alg N). Nghién ciru trude d6 da xac dinh nhiét
d6 35 °C 1a phu hop cho su sinh trudng cta cac chung vi khuan, do vay nhiét do nay
duoc str dung khi tich hop vi khuan 1én chat mang. Trong thi nghiém nay, sinh khoi
nhom vi khuan nitrat hoa va vi khuan khi nitrat (ty 18 2:1 v/v) ¢ cac mat do 104, 10°
va 10 CFU/mL duoc st dung dé tich hop trén ba loai chat mang gom EC, EC_Alg
va EC_Alg N theo thoi gian.

Két qua thé hién tai Bang 3.7 cho thay khi dich sinh khéi vi khuin ban dau véi
mat do 10° va 10 CFU/mL duoc sir dung, thoi gian 2 ngay 1a thich hop dé cac nhom
vi khuén nay tao mang sinh hoc va tich hop trén chét mang, dat mat do 10’ CFU/g
EC d6i voi ca ba loai chat mang. Kéo dai thoi gian tich hop 1én 4 ngay khdng lam
thay ddi dang ké mat do vi khuan trén chét mang. Do vay, mat do vi khuén 10°
CFU/mL trong dich sinh khéi ban dau va thoi gian tich hop 2 ngay 1a cac diéu kién
duoc lua chon dé tao ra vat liéu tich hop vi khuén chuyén hoa nito trong céc thi
nghiém tiép theo ctia nghién ciru nay.

Trong diéu kién lua chon trén, két qua chi ra tor Bang 3.7 chi ra chét mang
EC Alg N c6 mat d6 vi khuan tich hop trén vat liéu cao nhat, dat (69 £ 1) x 107, (57
+ 3) x 107 va (430 + 30) x 107 CFU/g, 1an luot twong tng v6i nhém vi khuan oxy hoa
amoni, oxy hoéa nitrit va khur nitrat. O vat liéu EC Alg va EC lam mat do vi khuan
oxi hoa amoni giam déng ké xudng con (3,3 £ 0,3) x 107 CFU/g va (5,6 + 0,6) x 107.
Trong ba loai vat liéu sir dung, chat mang EC nguyén ban c6 kha ning tich hop vi
khuan oxy nitrit va vi khuan khtr nitrat kém nhat. Mat d6 cta hai nhém vi khuan nay
trén EC nguyén ban chi dat 1an lugt 13 (3,2 £ 0.5) x 107 va (19 + 9) x 107 CFU/qg.

Kariminiaae-Hamedaani et al. (2003) ciing str dung vat liéu gém ceramic dé
¢d dinh cac nhom vi khuan xtr Iy 6 nhiém COD, véi mat d6 té bao tich hop chat mang
dat dén 2,9 x 10° CFU/g cao hon so véi trén EC_Alg N [248]. Tuy nhién, trong
nghién ctru cua Kariminiaae-Hamedaani et al. (2003), tac gia da ap dung luc hit chan
khong trong qua trinh tich hgp vi khuan 1én gom ceramic, no dong vai tro “thic day”
su di chuyén cua cac té bao vi khudn vao cac vi tri 10 tréng trén vat liéu, day 1a mot

phuong phap hiéu qua gifip ting hi¢u suét tich hop. Nhung, viéc s dung phuong
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phap nay trong cac mé hinh san xuit 1én hon ngoai thuc té s& gip tré ngai do doi hoi
chi phi ddu tr v& may méc cao hon. Vi viy, trong nghién ciru ctia chiing t6i, dua trén
dac tinh tao mang sinh hoc ty nhién cua vi khuén khi tiép xtc véi bé mat gia thé, té
bao vi khuan s& duogc “bit giit” trong cac 16p mang polysaccharides va tich hop trén
chat mang EC_Alg N. Vit liéu EC nguyén ban tuy cé cau triic rong x6p nhung van
con han ché vé “khong gian cu trd” cho té bao vi khuan [249]. Do d6, khi chudi mach
dai cua polymer alginate dugc dung dé bao boc 1én vat liéu EC dé tao thanh vat liéu
EC Algva EC_Alg N c6 thé da lam ting thém dién tich bé mat chiing so véi EC.

Bang 3.7. Anh huéng ciia mat do vi khuan ban dau va loai vat liéu dén hiéu qua tich
hop vi khuan trén chat mang.

_ Mat @6 vi khuan trén vat liéu sau tich hep
Dich sinh . 7
‘. Thei gian o (x 10” CFU/g EC)
khoi VK . Loai vat liéu - . - - - -
N tich hop Vi khuan Vi khuan | Vi khuan khi
ban dau .
AOB NOB nitrat
EC 1,2+0,2 1,4+0,7 55+39
Ngay 2 EC_Alg 15+0,9 43+0,9 87+24
EC _Alg_N 13+04 18,1+2,6 93+3.3
10* CFU/mL
EC 26+0,3 58+3 11+5,0
Ngay 4 EC_Alg 28+04 232+95 162,8+1,2
EC _Alg_N 33105 39+4,0 294 + 28
EC 56+0.6 32+05 19+9
Ngay 2 EC_Alg 3.3+0.3* 45 + 2% 210 + 60*2
EC_Alg N 69 + 1*P 57 + 3*P 430 + 30*P
10° CFU/mL
EC 6,1+1,1 28+1 35+12
Ngay 4 EC_Alg 40+0,5 20+ 1 230 + 32
EC_Alg N 58 + 13 46 +6,5 419 + 28
EC 4,3+0,27 5+£0,6 26+9
Nogay 2 EC_Alg 4,9+312 39+12 183+ 10
EC Alg_N 34+8 63+19 425 + 83
10° CFU/mL
EC 2,1+£0,3 39+0,7 22+35
Ngay 4 EC_Alg 58+272 38+0,8 149 + 53
EC_Alg N 15+ 9,2 50 + 7,4 402 + 74

86 liéu dwoc biéu dién dwéi dang trung binh £ SD (n=3). Trong cing mét hang, ky hiéu *’ thé hién su khéc
biét c6 y nghia thong ké (p < 0,05) gitta mdt do vi khudn tich hop trén cing 1 logi vt liéu theo thoi gian. Poi
voi hai vt liéu EC_Alg va EC_Alg N, s6 liéu dwoc ky hiéu boi cdc chir cdi khdc nhau ciing thé hién (p < 0.05)

gitta mau.



Hinh 3.27. Anh FESEM cuia té bao vi khuan chuyén hoéa nito khi tich hop trén vat
liéu EC (a), EC_Alg (b) va EC_Alg_ N (c). Miii tén mau xanh va do6 1an luot biéu thi

vi tri ctia té& bao vi khudn va thanh phan dudng chit dudi dang nano trén vat liéu.

Bén canh d6, Purwasena et al. (2019) ciing d3 chi ra rang viéc bd sung céc
ngudn cacbon, nito va phdt pho sé& giup kich thich ting su sinh trudong cua vi khuan
[250]. Cac tac gia dé xuat moi trudng co thanh phan gdom 4,6% mat dudng, 0,48%
diammonium phosphate va 0,5% NPK (dai dién cho hdn hop cac ngudn nito, phdt
pho va Kali) 13 t&i wu cho sy hinh thanh mang sinh hoc cta vi khudn. Salgar-Chaparro
et al. (2020) trudc ddy da bao cao hién tuong ting cudng do bén va d6 day ctia mang
sinh hoc vi khuan trén bé mat thép cacbon khi sir dung méi trudng chira cac thanh
phan dudng chit thiét yéu nhu phdt pho va nito [251]. Mot nghién ciru khac baoi
Zheng et al. (2017) ciing bao céo rang viéc bo sung cac nguyén t6 vi lugng Fe, Mn
vaB ¢ néng d6 1an luot 12 0,12 mg/L, 0,1 mg/L va 0,064 mg/L s€ lam tang tbc do
loai bo amoni va sinh polysaccharides ngoai bao — mot thanh phan chinh ciia méang
sinh hoc, ctia vi khuan nitrat hoa di dudng, Acinetobacter harbinensis HITLi77 [252].

Do vy, su da dang cua thanh phan dudng chét, quan trong nhat 1a sy hién dién
ctia cac hop chat C, N, P, K va cling cac nguyén to vi luong trong gia thé EC_Alg N
dugc tao thanh & nghién ciru ctia chung t6i c6 thé di tao ra moi truong thich hop cho
su hinh thanh mang sinh hoc cua vi khuan nitrat hoa va khir nitrat. Gia thuyét nay
duoc minh ching thong qua két qua kiém tra mat do nhom vi khuan chuyén hoa nito
trén gia thé EC_Alg N cao hon nhiéu so véi gia thé EC nguyén ban va EC_Alg chi
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phu thém 16p polymer alginate. Hinh anh té bao nhém vi khuan chuyén hoéa nito khi
duogc tich hop trén ba loai gia thé ¢ thé duoc quan sat thong qua anh chup duéi kinh
hién vi dién tir SEM trong Hinh 3.27.
3.3.3. Panh gia kha niing xir Iy amoni, nitrit cia EC_Alg N tich hop vi khuin
3.3.3.1. Anh hwéng ciia nong dp amoni, nitrit ban dau dén higu sudt xiv ly ciia vit
lieu EC_Alg N tich hop vi khuin

Bén canh viéc kiém tra mat d6 vi khuan tich hop trén céac loai vat licu EC da
ché tao, hoat tinh chuyén hoa nito chung cling dugc xac dinh va thé hién trén Hinh
3.28. Trong d6, d6i véi cac binh thi nghiém c6 bd sung ndng do nito (bao gdbm amoni
va nitrit véi ty 16 1:1) & muc thap 10 mg-N/L, khong co su khac biét dang ké vé hoat
tinh loai bd nito gitra vi khuan tu do va ¢ dinh. Ham luong amoni va nitrit con lai
trong moi truong sau 24 gio thi nghiém lan lugt nam trong khoang 1,23 - 1,34 va 0,09
- 0,56 mg-N/L (Hinh 3.28 a). Tuy nhién, khi ham lugng nito bo sung ban dau ting
Ién 60 mg-N/L, hiéu suat chuyén hoa ctia vi khuan tu do giam nhanh xuéng dudi 14%
tuong ung voi du luong nito con lai trong méi truong trén 50 mg-N/L (Hinh 3.28 d).
O néng dd nito bd sung ban dau 30 mg-N/L, hiéu suit chuyén hoa nito kha gidng
nhau gitra ba loai chét mang. Ham luong amoni con lai lan lugt 14 2,73 + 0,12; 3,40
+0,29 va 3,81 + 0,38 mg-N/L trong mdi trudng chira vi khuan c6 dinh trén chat mang
EC_Alg_N, EC_Alg va EC (Hinh 3.28 b). Tuy nhién, EC_Alg N c6 hiéu suét loai
b6 nito cao hon so véi chat mang EC va EC_Alg, néu ham luong nito dau vao ting
lén 40 va 60 mg-N/L (Hinh 41 c, d). Hiéu suat loai bo nito cia EC_Alg N dat t6i
91,62 + 0,67%, trong khi 46 EC_Alg va EC chi chuyén héa duoc lan luot 86,40 +
0,21 va 79,87 + 0,30% khi bd sung nong d6 nito ban dau 1a 60 mg-N/L. Yan et al.
(2019) trudc day di bao cdo hiéu suat loai bo nito 13 67,3% cia vi khuan dugc bao
boc trong vat liéu tong hop tir hdn hop polymer polyvinyl va alginate [253], thip hon
so voi hiéu suat dat dugc boi vi khuan tich hop trén EC_Alg N. Hon nita, trong
nghién ciru cua chung t6i ndng do nitrit con lai trong méi trudng sau xtr Iy ¢ mirc
thap dudi 0,36 mg-N/L dbi voi ca ba chat mang. Trong qua trinh chuyén cac hop chat
nito vo co béng con duong sinh hoc, viéc loai bd nitrit co thé duoc thue hién déng
thoi boi vi khudn oxy hoa nitrit va vi khudn khtr nitrat. Do d6, khi dong tich hop hai
nhém vi khudn nay trén chit mang EC s& giup on dinh hiéu suat xir 1y nitrit cho du
ndng do nito bd sung ban dau trong méi trudng ting 1én. Pic biét viée st dung vi
khuan khir nitrat hiéu khi Bacillus sp. ST20 va ST226 trong nghién ctru nay di don
gian hoa quy trinh xt 1y, cho phép loai bo dong thoi amoni va nitrit trong diéu kién
hi¢u khi.
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Hinh 3.28. Kha nang chuyén hoa nito sau 24 gio cua vi khuan tich hop trén vat liéu
khi bo sung cac nong do nito ban dau khac nhau: 10 mg-N/L (a), 30 mg-N/L (b), 40
mg-N/L (c), and 60 mg-N/L (d).

S6 liéu duge trinh bay duwdi dang gia tri trung binh + SD (n = 3). Sé liéu dwroc ky hiéu véi cac chi céi in hoa
(trén cét biéu thi nong dg amoni) va in thurong (trén cét biéu thi nong dg nitrit) khac nhau thé hién su khac biét
¢6 y nghia thong ké (p < 0.05) cua cac mau the nghiém.

Nhiéu nghién ciru cho thay vi khuan nitrat hoa 1a nhom vi khuan ty dudng va
su sinh truong cua chung kha nhay cam véi cac tdc dong cia moi truong. Hoat tinh
chuyén hoa nito ctia vi khuan dé bi anh huong boi sy thay doi cua diéu kién moi
truong nhu ndng dd oxy hoa tan, pH, nhiét d6, nong do amoni va nitrit [254, 255].
Trong nghién ciru cua Pasmionka et al. (2021) ham lugng amoni ¢ mirc khoang 60
mg/L ¢ thé trc ché qua trinh nitrat hoa cho du sinh khdi cta vi khuan da duge bd
sung thém trong hé xur 1y [256]. Do vdy, d6i v6i nghién ciru cta ching toi, khi amoni
va nitrit dugc bd sung ddng thoi vao moéi trudng (ty 16 1:1) dé dat ndong do 60 mg-
N/L c6 thé 12 nguyén nhan gay trc ché 1am giam hiéu suét loai bo nito ctia vi khuan &
dang tu do. Nguoc lai, vi khuan khi duoc tich hop trén chét mang lai cho hoat tinh

nitrat héa va khtr nitrat 6n dinh tot hon so véi vi khuan tir do. Két qua tuong ty khing
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dinh hiéu qua xu 1y 6 nhiém nito cua vi khuén ¢6 dinh cao hon so véi vi khuan lo
ltrng ciling dugc bao cao trong nghién ciru trudc day ctia Zhao et al. (2020) [247].
Nhu viy, cac két qua trinh bay & trén da cho thay loi ich cua viée st dung vi
khuan tich hop trén chit mang trong xir Iy nudce 6 nhiém cac hop chat nito v6 co. Hon
nita, viéc bd sung dudng chit thiét yéu trén chit mang EC_Alg N d3 nang cao mat
d6 vi khuan duoc tich hop trén vat liéu tir 46 gitp ting hoat tinh chuyén héa nito. Do
d6, cac chat mang nay co6 tiém ning ung dung trong viéc giam thiéu sy gia ting cua
céc thanh phan nito vo co doc hai nhu amoni va nitrit trong hé théng nuéi thiry san.
Ngoai ra, nghién ctru nay ciing 1an dau tién bao cdo tac dong ciia dudng chit nano co
chtra thanh phén C, N, P va K dén viéc tang cuong hoat tinh loai bd nito cua vi khuan
nitrat héa va vi khudn kht nitrat véi ndng d6 nito bd sung ban dau 1a 60 mg-N/L. Tuy
nhién, cac nghién ctru sau hon c6 thé duoc thuc hién dé tdi wu hoa néng do cua dung
dich alginate va dudng chat nano dugc st dung trong quy trinh ché tao EC_Alg N
dé dat duoc hiéu qua loai bo nito cao hon
3.3.3.2. Ddnh gid khd ndng tdi sir dung ciia vit ligu EC_Alg N di tich hop vi khudn
chuyén héa nito

Kha ning tai str dung cua vét liéu EC_Alg N d4 tich hop vi khuan chuyén héa
nito 1 mot trong nhitng mdi quan tdm 16n cua ching toi khi ndi dén viée tao ra mot
san pham xtr 1y 6 nhiém than thién véi méi trudng.

Mot s6 nghién ctru trude day da chimg minh kha nang tich hop vi khuan trén
céc vat liéu tir tinh nhu hat nano oxit sét, cac hat nano ¢6 tir tinh sau qua trinh xtr ly
6 nhiém c6 thé duoc phan tach va thu hdi tir méi truong bang cach st dung luc hut
ctia cac khdi nam chdm & quy mo nho hay clia may phét dién tir trudng & mé hinh xir
Iy 16n hon [257, 258, 259]. Tuy nhién, viéc Gmg dung nay van con han ché do kho
khan trong viéc ap dung may tao tur truong trong nha may xu ly nude thai ngoai thyc
té [260], hon nita & cac trang trai nudi thily san, chi phi can thiét dé thiét 1ap hé thong
nay co thé dit ra trd ngai lon cho ngudi nong dan. Vi vay, viéc lgi dung dac tinh ndi
ctia chat mang EC_Alg N dugc ché tao trong nghién ctru ctia chung t6i 1a mot cau
tra 101 don gian nhung hiéu qua dé giai quyét van dé nay. That vay, chat mang
EC_Alg N tich hop vi khudn c6 thé dé dang duogc tach ra khoi méi truong xir 1y bang
cach loc hodc str dung vot luéi va di chuyén dén vi tri bi 6 nhiém can xtr Iy tiép theo.

Trong thi nghiém nay, méi truong duge bd sung nong do nito thap 1a 10 mg-
N/L. Do d6, khong c6 sur khac biét dang ké vé hiéu qua loai bo nito giita ba loai vat
liéu EC, EC_AlgvaEC_Alg N trong vai chu ky dau tién. Nhung khi thi nghiém dugc
tiép tuc kéo dai, vi khuan da tich hop c6 thé dan dan bi tach ra khoéi vat liéu EC va

EC Alg do ¢6 ciu tao chua phu hop, din dén 1am giam hiéu qua loai bo nito caa hai
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loai vét liéu nay, nhung EC_Alg N la noi cu tri phit hop nén 16p vi khuan ngoai bong
ra thi 16p tiép theo lai sinh truéng va bam dinh trén vat liéu. Vi vay, dy c6 thé 1a ly
do dé cai thién kha nang tai st dung cua vat liéu EC_Alg N so v6i hai vat liéu con
lai. Két qua da duoc minh ching tai Hinh 3.29, vat liéu EC_Alg N tich hop vi khuén
¢6 thé duy tri hiéu suét loai bo nito & mirc 83,95 + 0,15% ngay ca sau 6 chu ky xir Iy
(mdi chu ky kéo dai 24 gid). Trong khi d6, hiéu suit xir 1y cua chit mang EC va
EC Alg giam xubng con 61,38 + 0,12 va 75,59 + 1,35% tai chu ky 6.
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Hinh 3.29. Kha ning chuyén héa nito ciia vi khuan tich hop trén vat liéu trong sau
chu ky lap lai.
Sé liéu dwpc trinh bay dusi dang gia tri trung binh + SD (n = 3).

Tom lai, thong qua nghién ctru nay chiing t6i da ché tao duoc chat mang EC
c6 tinh chat n6i va xbp thich hop cho viéc tich hop vi khuan nitrat hoa va vi khuan
khir nitrat nham muc dich xir Iy 6 nhiém nito trong nudc nudi thay san. Két qua thi
nghiém da chimg minh hiéu qua loai bo nito (bao gdbm amoni va nitrit) ctia vi khuan
tich hop trén chét mang EC cao hon so véi vi khuén tu do. Pic biét, nghién ctru cho
thay alginate va cac cht thanh phan C, N, P, K 13 hai yéu t6 quan trong gop phan lam
ting mat do vi khuan va kha ning chuyén hoa nito cta vi khuan khi tich hop trén
EC Alg N. Vatliéu EC_Alg N dat hiéu suét loai bo nito cao nhat 1a 91,62 + 0,67%
v6i ndng do nito bo sung ban dau 1a 60 mg-N/L. Hon nita, chat mang EC_Alg N tich
hop vi khuan c6 kha ning tai str dung tét, duy tri hiéu suat chuyén héa nito & mirc
83,95 £0,15% sau 6 chu ky xur 1y. Do do, vat li¢u EC_Alg N tich hop vi khuén nitrat
hoa va vi khuan khir nitrat ¢6 thé 1 san pham tiém ning dé tmg dung trong xur 1y
nuée 6 nhidm hop chét nito v6 co trong hé thdng nudi thuy san.
3.3.3.3. Danh gia hoat tinh logi bo amoni va nitrite cua vat lieu EC_Alg N tich hop
vi khudn chuyén héa nito trén mé hinh 50 lit

Két qua nghién ctru trude ddy cua ching tdi cho thay viéc tich hop dong thoi
cac nhém vi khuan nitrat héa va khir nitrat trén chat mang EC_Alg N dem lai hiéu



92

qué Xir Iy amoni va nitrit dat trén 90%, cao hon so vai vi khuan dang tu do, vai tong
ham luwong nito bd sung ban dau 1a 60 mgN/L. Do vay, vt liéu tich hop nay duoc
ching tdi tiép tuc thir nghiém danh gia do 6n dinh cua hoat tinh chuyén hoéa nito trén
mé hinh x ly thé tich 50 lit.

Hinh anh hién vi dién t SEM cho thay su xuat hién cua cac té bao vi khuan
chuyén héa nito sau khi duoc tich hop trén bé mat chat mang EC_Alg_N (Hinh 3.30).
Mat d6 tirng nhom vi khuan nitrat hoa va khir nitrat duoc xac dinh bang céach ciy trai
trén tirng loai moi trudng dic trung cho mdi nhém vi khuan. Trong do, sé luong Vi
khuan dat xap xi 10" CFU/g EC_Alg_N dbi voi nhom vi khuan nitrat hoa va 15x10°8
CFU/g EC_Alg_ N d6i véi vi khuan khir nitrat.

) A

Hinh 3.30. Anh chup kinh hién vi dién tir SEM bé mit chat mang EC_Alg N khong
¢6 vi khuan (a), té bao vi khuén khi tich hop trén chat mang EC (b, ¢). Miii tén mau

xanh hudng dén té bao vi khuan.

Pé md phong diéu kién méi trudng nudi thuy san thuc té, cac chat mang tich
hop vi khuan dugc thém vai ty 16 1% wiv vao hé xir Iy chaa 50 1it mau nuéc thu thap
tai ho nudi tdm & giai doan 45 ngay sau khi tha giéng. Ham luong amoni, nitrit cia
mau nude ban dau dugc kiém tra va bo sung thém sao cho téng nong do nito ([N]=
[N-NH4*] + [N-NO2]) trong hé dat lan luot 40, 100 va 200 mgN/L tuong (ng vai 3
giai doan thir nghiém cua hé xu ly.

Két qua tir Hinh 41 cho thay vat lieu EC_AIlg_N c6 kha ning chuyén hoa nito
t6t, loai bo trén 96% ham lugng nito bd sung ban dau & ca ba giai doan thir nghiém.
Dic biét o giai doan 11, hiéu qua loai bo amoni va nitrit lan luot dat dén 97,8 va
98,5% ngay sau ba ngay van hanh dau tién. Hon nita, khdng c6 sy hinh thanh cua hop
chat nitrat trong thoi gian thir nghiém. Tai ngay thir 21, ham lwong amoni va nitrit
con lai trong hé chi & mac 1,44 mgN-NH4/L va 1,20 mgN-NO2/L. Nguoc lai, hé xir
ly bd sung dung dich vi khuan tu do (véi mat d6 twong duong) c6 hiéu suat loai bo
thap hon nhiéu so véi vi khuan tich hop trén chat mang EC_Alg_N, chi 34,5% ham
luong nito duoc chuyén hoéa trong giai doan 1. Tai ngay thir 7 cuia mdi giai doan 11 va
[11, nong d6 amoni va nitrit con lai chiém hon 80% lugng bo sung ban dau (Hinh
3.31).
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Hinh 3.31. So sanh kha ning xir Iy amoni, nitrit trong mé hinh 50 lit cta vi khuan
chuyén hoa nito dang tu do (dudng nét lién) va vi khuan tich hop vat liu EC_Alg N
(duong nét dut) (ty 1¢ bo sung 1% w/v), [N]= [N-NH4*] + [N-NO2].

Trong nghién ctru ndy, cau trac 16 réng cuia EC di giup ting cudng kha ning
bam dinh cua vi khuan trén vat liéu, déng thoi tinh chat ndi cia EC s& lam tang sy
tuong tac cta vi khuan véi oxy khong khi, khién cho qué trinh oxy héa amoni, nitrit
duogc dién ra thuan loi. Doi voi nhom vi khuan khir nitrat, té bao vi khuan c6 thé phan
bd vao cac ving co do sau khac nhau trong cau trac ciia EC tity thudc vao nhu cau vé
nong do oxy can thiét cho sy phat trién ciia ching. Bén canh dé, 16p alginate c6 chira
thanh phan N, P, C va K phu Ién chit mang EC c6 thé déng vai tro vira 1a ngudn cung
cAp dudng chat dong thoi 1a thanh phan giit nude, tao ra moi trudng 4m thich hop cho
su ton tai cua té bao vi khuan trong thdi gian bao quan trude khi st dung. Trong
nghién ctru cua Liu et al. (2020), mang sinh hoc do vi khuan nitrat hda/khir nitrat hinh
thanh ciing dd duoc 4p dung trong hé thdng xtr Iy MBBR (Moving Bed Biofilm
Reactor), dat hi¢u suét loai bé6 amoni va nito téng s6 1an luot 14 88,6 va 76,6% [261].
Tuy nhién, nudc thai tong hop duoc dua vao MBBR c¢6 nong d6 amoni dudi 40
mgN/L, thdp hon so v&i ngudng thir nghiém trong nghién ctru hién tai ciia chiing toi.
Mat khéac, trong qua trinh xtr Iy bé1 EC_Alg N khong phat hién dugce sy hinh thanh
ctia hop chét nitrat, diéu nay cho thdy hai nhom vi khuén nitrat hoa va khir nitrat da
két hop t6t dé loai bo hoan toan cac dang hop chét nito vo co khoi moi truong nude.
Do d6, hiéu suit loai bé nito cao thu duogc trén 96% trong nghién ctru nay la béng
ching ching minh kha ning tng dung vat liéu EC_Alg N tich hop vi khuan

nitrat/khtr nitrat trong viéc xur Iy nuée nudi thiy san bi 6 nhiém nito ngoai thuc té.
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3.4. Thir nghiém dﬁng tich hop vi Khuin Kkhi nitrit trén vat liéu TiO2-Ag/EC

Trong nudi thay san, nhu di nodi ¢ trén ham luong cac hop chat ni to vo co
lubn 1a an sé gay & nhiém moi truong nudi, trong d6 co nitrit. Nong do nitrit cao
thudng do sy oxy héa amoni va khir nitrat dién ra chua hoan toan. Nong d9 nitrit ting
vugt ngudng khong nhiing c6 thé 1am giam kha nang van chuyén oxy trong mau, phéa
v& hé thdng noi tiét [262] ma con kich thich sy phat trién cta ciac nhém vi khuan
gy bénh, dic biét 1a vi khuan thudc chi Vibrio [7]. Nhiéu nghién ctru cho thiy cac
loai tdm nhu L. vannamei, P. monodon, M. rosenbergii va Artemia franciscana khi
bi lay nhiém Vibrio spp. s& gy ra bénh hoai tir gan tuy cap (AHPND) dan dén hién
tuong tom chét hang loat trong vong 30-35 ngay ké tir khi tha giéng [17]. Do do, dé
tao moi trudng an toan cho vat nudi, cac bién phap xir 1y 6 nhiém nito vé co va tic
ché tac nhan gay bénh can dugc két hop dong thoi.

Vit liéu ban dan nhu TiO duoc biét dén rong rdi véi hoat tinh khang
khuan pho rong va kha nang quang phan hay nhiéu hop chat 6 nhiém khac
nhau. Co ché khang khuan chinh caa TiO2 lién quan dén sy hinh thanh cua cac
gdc oxy hoa ty do (ROS) khi chat xuc tac quang nay duoc kich thich boi bai
budc song UV (<400 nm), tir 46 gy ra stress oxy hoa cho té bao vi khuan
[263]. TiO2 thudong duoc bién tinh véi Ag dé “giam” nang lugng ving cAm cua
vat liéu tong hop tao thanh, khién ching dé dang kich thich quang bang anh
sang kha kién va tang hiéu suat diét khuan ciing nhu hoat tinh quang phan hay
[54]. Tuy nhién, mot s6 nghién ctiru cho thay qua trinh loai bo nitrit bang chat
XUc tac quang co thé tao thanh san pham khi N2 hoac hop chat & nhiém NH4*
[72], nhu duoc trinh bay trong phan ng (1) va (2):

NO2 + 8H* 6e" — NH4* + 2H.0 (D
2NO7 + 8H* + 6e" — Nz + 4H.0 (2
HNO2 + H2O 2 H* + NO2” 3)

Theo do, dé tao ra mot phan tr No, can co6 su hién dién cua hai “géc N~
trén bé mat chét xtc tic quang, diéu nay 1am cho ty 1¢ bao phu bé mit cua cac
“gbc N so véi cac “gbe khir’ tré thanh mot trong nhiing yéu té quan trong
kiém soat hiéu suit quang xtc tac. Tugaoen et al. (2017) cho rang ty 1& nay phu
thudc phan 16n vao pH ctia mdi trudng phan g [63]. TiO2-Ag c6 diém dang
dién (pHpzc) xap xi 6,6. Do d6, khi pH méi trudng co gia tri nhé hon pHpzc s&
gay ra sy proton hoda va tao nén su tich dién duong trén bé mat chat xuc tac
quang [56]. Mit khéc, nitrit c6 gia tri pKa 1a 3,3, cho thay dung dich c¢6 pH <
pKa s& khién phan tmg s6 (3) di theo chiéu tao thanh HNO> thay vi NOz [59].
Maic du phén tir trung tinh, HNO2, ¢6 thé duoc hdp phu trén bé mit chit ban



95

din, nhung sy tvong tac s& yéu hon so voi cac ion mang dién tich trai dau nhu
NO2". Vi vay, moi truong c6 pH 16n hon pKa (3,3) nhung nho hon pHpzc (6,6)
ctia TiO2-Ag va c6 thé 1am ting kha ning hip phu NO2 trén bé mait chit xuc
tac quang tich dién duong va cung cap du luong H* dé khir hoan toan NO2
thanh khi N2 [60]. Tuy nhién, yéu cau nay khién viéc ap dung chat quang xtc
tac trong xtr 1y nudc nudi thity san 6 nhiém nitrit tré nén khong thuc té boi hau
hét cac loai dong vat thily san sdng trong pham vi pH tbi wu tir 7,8 dén 8,5 [61].
Tu nhitng dac tinh trén nén trong nghién ctru nay bén canh muc tiéu tich

hop nhém vi khuan chuyén hoa nito trén vat liéu x6p EC_Alg N cai tién dé xir
1y mdi trudng 6 nhiém amoni, nitrit, chiing t6i con huéng dén thir nghiém tich
hop nhém vi khuan khir nitrit trén chat mang EC c6 chira chat quang xtc tac
TiO2-Ag nham tao ra san pham két hop vira ¢6 tac dung trc ché vi khuan gay
bénh d6ng thoi c6 kha ning chuyén hoa loai bo nitrit trong moi trudng nudi
thuy san
3.4.1. Danh gia anh hwong cua vt lieu TiO-Ag/EC dén vi khudn khir nitrit

Pé ting cuong d6 on dinh cua cac hat nano TiO2-Ag trén bé mat cua chat
mang, vat liéu TiO2-Ag/EC duoc tién hanh bao boc trong 16p polymer chitosan,
tao thanh vat liéu mai vai ky hiéu (TiO2-Ag)c/EC. Cac loai vat liéu tao thanh
s& duoc str dung dé danh gia kha niang kha ning @c ché vi khuan gay bénh V.
parahaemolyticus VTCC 910192 ciing nhu tac dong ctia chung dén céc chung
vi khuan khir nitrit truge khi nhém vi khuan nay duoc ddng tich hop trén bé
mit vat liéu chira TiO2-Ag. Trong thi nghiém nay, ba loai vat liéu gdom EC,
TiO2-Ag/EC va (TiO2-Ag)c/EC duoc b sung riéng ré vao cac dung dich chtra
vi khuan gay bénh véi nong d6 ban dau 10° CFU/mL va tién hanh kich thich
bing anh sang kha kién tao ra boi bong dén halogen (400w) trong 2 gid. Nhu
thé hién trong Hinh 3.32 a, vat liéu EC nguyén ban khong cé tac dung diét
khuan dbi véi V. parahaemolyticus VTCC 910192. Nhung vi khuan gay bénh
nay bi tc ché dang ké bai TiO2-Ag/EC, lam giam ty 1& séng s6t xudng con 28,7
*+ 4,5%. Nghién ctru trude day co chi ra polymer chitosan thuong dugc trng
dung trong linh vuc y hoc bdi chiing ciing thé hién hoat tinh khang khuan [264].
Do do, viéc bao phu I6p chitosan trén vat liéu TiO2-Ag/EC da lam tang kha
niang khang khuan cua vat liéu (TiO2-Ag)c/EC tao thanh 1én 99,93 + 0,1%
(Hinh 3.32 a va Hinh 3.33).

Nhiéu nghién ctru da khang dinh kha ning tao mang sinh hoc cta vi khuan
dé khang lai su tac dong cua thubc khang sinh hay cac tac nhan khang khuan
khac nhu ROS. Bén trong 16p mang sinh hoc, sy xam nhap cua cac chat diét
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khuan s& bi han ché, trong khi céc té bao vi khuan c6 thé phan hoa thanh cac
dang khac nhu bao tir dé bao vé tinh toan ven cua té bao [265]. Ngoai ra, su
hién dién cua peptidoglycan trong thanh té bao vi khuan duoc coi 1a mét trong
nhitng hang rao phong vé chung trudce cac tac dong bat lgi cia moi truong séng
[266]. Tuy nhién, két qua kiém tra cho thdy V. parahaemolyticus VTCC
910192 thudc nhédm vi khuan gram am c6é 16p thanh peptidoglycan mong va
kha ning tao mang sinh hoc kém hon so véi hai chung vi khuan kh nitrit thir
nghiém (Hinh 3.34). Vay nén, V. parahaemolyticus VTCC 910192 dé dang bi
tiéu diét bai vat ligu (TiO2-Ag)c/EC. Trong khi @6 chung Bacillus sp. ST20,
thuéc nhom Gram duong, c6 thanh té bao bao chia I6p peptidoglycan day hon
té bao Gram am va thé hién kha niang hinh thanh mang sinh hoc cao nhat trong
sd ba chung vi khuan thir nghiém (Hinh 3.34). Chung Bacillus sp. ST26 ciing
la vi khuan Gram am, nhung lai ¢é hoat tinh tao mang sinh hoc cao hon so voi
V. parahaemolyticus VTCC 910192, nén day c6 thé 1a nguyén nhan gitp chung
ST26 phan nao chdng chiu duoc trude tac dong cua (TiO-Ag)c/EC. Vi vay khi
duoc dit trong diéu kién thi nghiém tuong duwong, cac chung vi khuan khu
nitrat/nitrit gdm Bacillus sp. ST20 va ST26, c6 thé “chéng lai” duoc tac dong
diét khuan cua (TiO2-Ag)c/EC Véi ty 1é séng sot dat 1an Iuot 14 95,70 + 3,26%
va 12,60 + 8,22%. Mic du ty 1¢ séng sot ciia ST26 ¢o thé thap hon ST 20 nhung
hiéu qua xir Iy nitrit cia chang lai cao nén van si dung chang vi khuan nay cho
cac nghién cau tiép ¢ dang da chung (ST20 va ST26) (Hinh 3.33).

(a)
Vi khuan gay bénh
Vibrio parahaemolyticus |\

(b)

Vi khuan khtr nitrat
Bacillus sp. ST26

(c)

Vi khudn khie nitrat e
Bacillus sp. ST20

Péi chirng (-) EC TiO,-Ag/EC  (TiO,-Ag)c/EC
Hinh 3.32. Tac dung cua vat liu EC chira TiO2-Ag dén vi khuan gay bénh V.
parahaemolyticus VTCC 910192 (a), vi khuan khir nitrit Bacillus sp. ST20 (b)
va Bacillus sp. ST26 (c). Bbi chung (-) 1a mau khéng bo sung vat liéu.
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Hinh 3.33. Ty I¢ séng cua vi khuan gay bénh V. parahaemolyticus VTCC 910192
va cac chung vi khuan khur nitrit Bacillus sp. ST20, ST26 khi bi xir Iy bai cac
loai chat mang khac nhau chira chat quang xuc tac TiOz-Ag.

S6 liéu dwoe trinh bay dwdi dang gié tri trung binh £ SD (n = 3). Trén mdi cét sé liéu biéu th; ty 1¢
song cua vi khudn khi bj xiz Iy boi cung mét logi vt liéu, cac ky hiéu chiz cai khac nhau thé hién sir
khac biét cé y nghia thong ké cua ty 1é seng giza cac chung vi khuan thie nghiém (p < 0,05).
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Hinh 3.34. Anh nhuém Gram cua cac ching vi khuan V. parahaemolyticus VTCC
910192 (a), Bacillus sp. ST20 (b), Bacillus sp. ST26 (¢) va kha nang tao mang sinh

hoc ctia cac chung vi khuan nay (d).
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3.4.2. Thir nghiém déng tich hop vi khudn khir nitrit trén vit liéu TiO2-Ag/EC

Hai chung vi khuan khu nitrit, Bacillus sp. ST20 va Bacillus sp. ST26,
da duoc danh gia c6 hiéu suét loai bo nitrit dat 95% sau 72 gio trong diéu kién
c6 oxy. Bén canh d6, chung déu thuoc chi Bacillus 14 nhém vi khuan ky khi tdy
nghi, co6 thé thich ung dé sinh trudong trong moi trudng cd néng do6 oxy thay
doi, diéu nay da duoc ching minh & trén (muc 3.3.1). Do d6, khi duoc tich hop
Ién vat lieu EC c6 tinh chat noi, vi khuan s& duoc tiép xtc véi thanh phan oxy
trong khong khi, tao cho ching diéu kién séng phi hop. Bén canh d6, tuy hai
chung ST20 va ST26 ¢6 ty 16 séng khac nhau khi bi tac dong boi chat quang
xUc tac TiOz2-Ag, nhung viéc sir dung hdn hop cac chung vi khuan trong xir ly
6 nhiém thuong dem lai hiéu qua cao hon so v&i don chung [267]. Vay nén ca
hai chung ST20 va ST26 déu duoc lya chon dé tich hop trén TiO2-Ag/EC va
(TiO2-Ag)c/EC nham danh gia hoat tinh loai bo nitrit caa cac vat liéu tao thanh.

Trong nghién ctru nay, dé tang hiéu qua tich hop va giam thiéu tac dong
ctia cac goc ROS tao ra bai TiO2-Ag dén vi khuan khi nitrit, té bao hai chung
vi khuan nay sé duoc bao boc trong 16p polymer alginate truéc khi tich hop
trén vat liéu (TiO2-Ag)c/EC. Chitosan va alginate la hai loai polymer ty nhién
c6 dién tich trai dau, tan dung dic tinh nay nén sinh khéi vi khuan trong l6p
polymer alginate ciing c6 thé dé dang duoc tich hop 1én vat liéu (TiO2-Ag)c/EC
co6 16p chitosan bao phu bén ngoai nho luc hat tinh dién. S liéu mo ta trong
Hinh 3.34 cho thdy mang sinh hoc do Bacillus sp. ST20 va Bacillus sp. ST26
hinh thanh dat gia tri ODs7o0 cao nhat vao ngay thtr 4 va bat dau bi pha v& vao
ngay tht 5. Dua trén quan sat ndy, qua trinh tich hop cac vi khuan nay trén vat
liéu EC, TiO2-Ag/EC va (TiO2-Ag)c/EC dugc thuc hién trong 4 ngay. Theo do,
s luong vi khuan dugc tich hop trén vat liéu tang theo thoi gian va dat cao
nhét vao ngay thr 4 trén ca ba loai vat li€u thir nghiém (Hinh 3.35 c). Tuy
nhién, c6 su khac biét dang ké vé kha nang tich hop vi khuan giira cac vat liéu
nay (p < 0,05). Tai ngay tht 4, (TiO2-Ag)c/EC c¢6 mat do vi khuan cao nhit 1a
(76,67 + 9,43) x 107 CFU/g, tiép theo giam xudng giam xubng (33,33 + 4,71)
x 107 CFU/g va 5,0 x 107 CFU/g lan luot ¢ vat liéu TiO2-Ag/EC va EC.

Nhitng két qua nay goi y rang su ton tai cua lién két tinh dién giira
chitosan trén bé mat (TiO2-Ag)c/EC va 16p alginate bao quanh té bao vi khuéin
co6 thé da giup ting cuong kha niang “thu hat” vi khuan 16n bé mat vat liéu nay
nhiéu hon so véi vat liéu TiO2-Ag/EC nhung khong 1am anh huong dén sinh
truéng cua cac chung vi khuan nay. Hinh anh FESEM cho thay té bao vi khuan

khir nitrit van con nguyén ven va dugc bao quanh béi 16p mang sinh hoc hinh
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thanh khi ching bam dinh trén vat liéu (TiO2-Ag)c/EC (Hinh 3.35 a, b). Hinh
3.35 d ciing thé hién vi khuan khir nitrit sau khi tich hop vét liéu TiO2-Ag/EC
va (TiO2-Ag)c/EC c6 hiéu suat loai bo nitrit tot dat tir 92,5 dén 95,5%; cao hon
dang ké so véi vat liéu EC chi dat hiéu suat 80,3 + 3,8%.

Vi khuan chuyén
héa nito

(c) 100 VK tich hop tré
ich hop trén — | VK tich hop trén: *
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Hinh 3.35. Anh hién vi dién tc FESEM (a, b) cua vi khuan khir nitrit khi tich hop
trén vat liéu (TiO2-Ag)c/EC; mat do vi khuan (c) va hiéu suat loai bo nitrit (d)
ctia vi khuan trén ba loai vat liéu theo thoi gian tich hop.

Sé liéu dwoc trinh bay duwéi dang gia trj trung binh £ SD (n = 3). Hinh (c): Ky hiéu “*” thé hién si khéac
biét c6 y nghia thong ké (p < 0,05) vé mdt dg vi khudn trén mét logi vat liéu & c&c thoi gian khac nhau, trong
khi d6 cét s6 liéu duwoc ky hiéu béi cac chir cai khac nhau thé hién p < 0,05 gia mdt dé vi khudn cua ba logi
vat liéu tai cing mét thoi gian kiém tra. Cac ky hiéu ngieoc lai duwoc dung ¢ hinh (d) d@é biéu hién sw sai khac
thong ké.

Bén canh d6, thir nghiém so sanh hoat tinh tc ché vi khuan gay bénh V.
parahaemolyticus VTCC 910192 cua TiO,-Ag/EC va TiO,-Ag/EC tich hop vi khuan
Khtr nitrit cling duoc tién hanh. Hai vat liéu néu trén duoc bo sung riéng ré vao dung
dich vi khuan gay bénh (~10° CFU/mL), chiéu sang dudi anh sang mit troi. Sau 2 gio
xt ly, mat do vi khuan gay bénh con lai trong méi trudng duge xac dinh théng qua
phuong phap cdy trai trén moi trudng TCBS dic trung cho nhoém vi khuan thudc chi
Vibrio. Két qua thé hién trén Hinh 3.36 cho thay, vi khuan gay bénh van tan tai, khong
bi anh huong trong mau dbi ching am (khdng chira vat lidu) véi cac khuan lac mau
xanh dic trung c6 thé duoc quan sat thiy trén dia thach TCBS. Trong khi d6, khong
c6 sy xuat hién cua céc té bao vi khuan gay bénh trong cac mau thi nghiém b sung
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loai vat liéu TiO,-Ag/EC hay TiO,-Ag/EC tich hop vi khuan khur nitrit (Hinh 3.36).

Hinh 3.36. So sanh hoat tinh tic ché vi khuan V. parahaemolyticus VTCC 910192
cua vat lidu TiO-Ag/EC (b) va vat liéu TiO2-Ag/EC tich hop vi khuan khir nitrit (c).
Mau déi chiing am (a) gom dich vi khuan khong bo sung vat ligu.

Két qua thir nghiém con cho thay, phuong phép tich hop vi khuan khir nitrit
1én vat liéu str dung trong nghién ctru nay da han ché dugc anh hudng cua céc
gdc oxy hoa tu do sinh ra boi chat quang xuc tac TiO2-Ag 1én su sinh trudng
ciing nhu kha niang chuyén hoéa nitrit cia vi khuan ST20 va ST26; dong thoi
vat liéu nay ciing c¢6 hoat tinh trc ché vi khuan giy bénh tuong duong so véi
vat lidu TiO2-Ag/EC (Hinh 3.36). Nghién ctru gan day vé su két hop giira chat
quang xuc tac va qua trinh phan hay sinh hoc trong cac quy trinh xtr ly nudc
thai dd mang lai két qua kha quan vé&i hiéu qua xtr 1y cao va cach van hanh don
gian [268]. Tuy nhién, ddy mai chi 1a nghién ctru dau tién thir nghiém sy két
hop gitta vi khuan khtr nitrit va TiO2-Ag dé ddng thoi xtr Iy 6 nhiém nitrit va
{rc ché V. parahaemolyticus VTCC 910192 trong mé hinh phong thi nghiém,
do d6 céc nghién ctru tiép theo c6 thé trién khai trén mé hinh nudi tom thuc té
dé danh gia d6 6n dinh va hiéu qua xtr Iy moi trudng ctia vat liéu dong tich hop
nay.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
1. Ché tao thanh cong vt liéu EC (Expanded Clay) tir hdn hop dat sét va triu
bang phuong phap nhiét phén, tao ra vét liéu c6 ciu tric réng, dang xdp, ndi trén mit
nude, va bé mit nham, phu hop cho viée tich hop chit quang xtic tac va vi khudn
chuyén héa nito. Dic tinh ndi giup vat liéu tiép xtc hiéu qua véi anh sang va oxy,

tang hi¢u suat xur Iy trong moi trudong nudc nudi thuy san.

2. Patdiuvu qua trinh tich hgp TiO,-Ag lén EC, tao vat liéu quang xuc tac ndi co
hiéu qua xir Iy cao. Vat liéu vai ty 18 10% (w/v) TiO,-Ag/EC cho hiéu qua trc ché vi
khuan gay bénh cao, 1am giam mat d6 vi khuan gay bénh tir 10° xudng <102 CFU/mL
sau 2 gio chiéu sang va 6n dinh hiéu qua xt Iy duy tri sau it nhat 7 chu ky st dung;
TiO,-Ag/EC con c6 kha nang phan hiy >90% khang sinh TET, OTC (10 ppm) ¢ pH
7-9va 95% RIF & pH 5; dong thoi c6 thé xir Iy COD dat hiéu qua trén 92% (25 mg/L)
sau 32 gio chiéu sang. Duy tri 83% hiéu sudt COD & mé hinh 1 L véi ty 1é bd sung
chi 2,5% (w/v).

3. Piphan lap va tuyén chon dugc cac chung vi khuan khir nitrat/nitrit trong diéu
kién hiéu khi, gop phan nang cao hiéu qua xt 1y nito trong méi trudng nudi thiry san

c6 ham lugng O, cao.

4. Vatliéu EC duogc cai tién bang cach phii 16p polymer alginate chita cac dudng
chat (N, P, K) va ngudn cacbon dang nano, nhiam kich thich sy sinh truéng va hinh
thanh biofilm cta cac vi khuan nghién cau trén bé mit vat liéu. Sau 2 ngdy nudi, mat
d6 vi khuan nitrat hoa va khir nitrat/nitrit hiéu khi tich hop trén vat liéu EC cai tién
(EC_Alg N) ting tir 10° 1én 107 CFU/mL. O ty 18 10% (w/v) EC_Alg_ N c6 kha ning
loai bo 91% ham luogng amoni va nitrit & néng do 60 mgN/L sau 24 gi0, dat hi¢u suat
83% sau 6 1an tai sir dung. O quy md mé hinh 50 L, ty 18 bd sung vat liéu EC_Alg N
& muc 1% w/v van loai bo duoc >96% amoni va nitrit khi tong ndong d6 nito dat 200

mgN/L sau 7 ngay thir nghi¢m.

5. Tich hop thanh cong vét liéu EC mang hat quang xuc tac TiO,-Ag va vi khuan
khir nitrit, tao ra hé vat lieu c6 kha niang wc ché vi khuan gdy bénh V.
parahaemolyticus VTCC 910192 va loai bo dén 95% ham luong nitrit nito 6 nhiém

trong nudc.
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KIEN NGHI

1. DPanh gia kha ning xir Iy cac vn dé vé 6 nhiém hitu co, Grc ché vi khuin giy
bénh, phan huy khang sinh du thira (néu c6) va loai bo hop chét nito v6 co cua cac
loai vat li€u tich hop tao thanh trong mé hinh nuéi toém thé chan tréng ngoai thuc té.

2. Danh gia anh huéng cta thoi gian va diéu kién bao quan dén hoat tinh xir Iy
moi trudng cua EC tich hop chit quang xtc tac vat liéu TiO,-Ag va EC_Alg N tich
hop vi khuan chuyén hoa nito.

3. Nghién ciru chuyén siu vé con duong phan hiy va san pham hinh thanh tir qua

trinh phan huy khang sinh bé1i qua trinh quang xuc tac cua TiO2-Ag/EC.
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