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Toém tit - Nghién ctru ndy da dua ra nhitng két qua dau tién vé su
c6 mit cua vi khuan Escherichia coli (E. coli) trong méi trudng
nudi vi tdo Bold’s Basal medium (BBM) va hinh thanh cac khbi
biofloc vé6i vi tao. Vi sy c6 mit ctia vi khuan E. coli ATCC 85922,
hiéu suét hinh thanh biofloc hay 13 hiéu qua loai thai c4c hat lo limg
trong moi truong dat to1 hon 98% sau ngay thir 05 (1a ngay tinh tur
viéc tha vi khuin vao méi truong nudi cdy tao). Két qua chup tir
kinh hién vi dién tir quét (SEM) ciing cho thay, su bao boc cua E.
coli va vi tio tao thanh mot khdi. Ngoai ra, khi quan sat bing mét
thuong cac khdi bong dugc hinh thanh va ling xudng dudi day binh
nudi cdy. Quan sat bang kinh hién vi dién tir & d6 phong dai 400
lan, két qua ciing cho thdy cac t& bao vi tao két dinh lai véi nhau
thanh timg khéi 6 kich thuée 150 dén 220 pum.

Tur khoa - Biofloc; cong nghé biofloc; vi tao; vi khuén; su két
dinh

1. Pit van dé

Biofloc 1a mét tap hop khdng ddng nhét c4c hat lo limg
va nhiéu loai vi sinh vt lién két voi cac chat cao phan tu
ngoai bao. Biofloc bao gdm vi khuén, tio, dong vat nguyén
sinh, cac manh v& ctia cac phan tir hitu co va cac sinh vat
khéc, 1a ngudn thirc an giau protein duoc hinh thanh do qua
trinh chuyén hoéa thirc an khdng sir dung va phan thanh thirc
an ty nhién trong hé thong nubi khi tiép xtc vai anh sang
mit troi. Mdi biofloc duoc két dinh véi nhau trong mot ma
tran 1ong 1éo ctia chat nhay do vi khuan tiét ra va duoc lién
két boi cac vi sinh vat dang soi hodc lyc hit tinh dién.
C6 thé nhin thay céc bong 16n bang mat thuong, nhung hau
hét ching déu ¢ dang siéu nho. Ngay nay, nhiéu noi trén
thé gioi da ung dung cong nghé biofloc vao nhiéu linh vyc
nhu xir Iy nuwéce thai, thu hoach vi tdo, dac biét la lam thac
an nudi tdm ca nhu 13 mot ngudn cung cép protein thuc vat
(11, [2], [3].

Cong ngh¢ biofloc c6 anh hudéng sau sic den viéc &p
dung san xuat nudi trong thuy san quy mo 16n. Téng cong
mot nira san luong nudi trong thuy hai san 14 tir c4, tiép
theo la cac dong vét thAn mém 2 manh (trai, nghéu, so)
chiém Y san luong, va phan con lai 1a rong bién va tio.
Nam 2007, ¢ nuée ngot da bd sung thém 43% lugng thie
an dong vat bién cho con ngudi tiéu thy [4]. Vi viée ting
ning suit khai thac dong vat bién ngay cang cao,
viée cung cap thc 3 an cho cac néng trai nudi trong hai san
cling doi hoi san xuét véi quy mé rat 1on. Trong khi do,
viéc kiém soét thirc an cdng nghiép nudi tdm ca doi hoi
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bottom of the culture flask. Observed by electron microscopy at 400
magnifications, the results also proved that the microalgae cells
sticked together into blocks of 150 to 220 um in size.

Key words - Biofloc; biofloc technology; microalgae; bacteria;
aggregation

nghiém ngét sur dung heu lugng khang sinh dudi mie cho
phép cua tiéu chuan qudc te khi xuat khau. Do d¢, cac
nghién ctru trong thoi gian gan day da tap trung vao viée
phat trlen cac chién lugc thay thé thirc n bang nguon
cung cap toi thleu bot c& va dau c4, sau do dugc thay thé
bang cAc ngudn protein thay thé va ré hon nhu protein
thuc vat [5], [6].

Vi khuan ¢4 vai trd rat 16n trong co ché hinh thanh cac
biofloc, nhiéu nghién ctu da chirng minh réng, vGi su tao
mang nhay hay la cac cao phan tir ngoai bao ctia vi khuan,
vi khudn c6 thé gin két cac té bao, cac phan tir lo ling trong
céc 16p nay. Céc quén Xa vi sinh vat dugce hinh thanh trong
cac 16p mang nhiy nay bao gdm thyc vat pht du, vi khuén
va tap hop cac chit hiru co dang hat song va chét.
Escherichia coli (E. coli) Ia vi khudn Gram am thuong c6
trong cé4c ao, hd, va dam nudi thuy hai san cling véi cac loai
khac thudéc chi Bacillus, Proteobacterium, va
Actinobacterium [7], [8].

Vi vay, trong bai bao nay, nhom tac gia nghién ctu su
tao thanh cac khdi biofloc cua E. coli ATCC 85922 véi vi
tao C.vulgaris trong mdi truong nudi ciy cua Vi tao.
Nghién ciru nhim huéng dén viée ting hiéu suit thu hdi
cac té bao lo limg kho ling cuia vi tao ma khong can dung
cac phuong phap phan tach vat ly khac nhu ling, loc, ly
tam. Ngoal ra, cOn nham huéng t6i sy tao thanh biofloc
ctia vi khuan va vi tao, mot nguon protein thyc vat ddi dao
c6 trong bé nudi tbm cé4, nham tao ngudn thirc an mai cho
cac bé nudi nay.
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2. Vit liéu va phuong phap nghién ciru
2.1. Vit liéu

E. coli ATCC 85922 dugc thu thap tur ph(‘)ng’vi sinh thude
Vién Cong nghé Sinh hoc, thanh phd Hué. Giong vi khuan
nay duoc nudi tang sinh trong moi trudng trypton soya broth
(TSB, Himedia, An D) véi thanh phan dinh dudng nhu sau:
17,0 g/L tryptone; 3,0 g/L dau nanh chira papaic tiéu hoj;
5 g/L NaCl; 2,5 g/L Dextrose; 2,5 g/L K:HPO4 [9].

Chlorella vulgaris SAG 211-19 (SAG, Germany) dugc
nudi trong mdi trudng BBM ¢ hiéu chinh véi thanh phan
dinh dudng theo Bang 1 [10], [11].

Bing 1. Thanh phdn méi truong dinh didng BBM

Thanh phin Hi‘?mg;;rl_q)’ng Thanh phin Hé.(mgl;rl_q)ng
H3BOs3 11,42 Na:EDTA.2H-0 63,61
MgCl2.4H.0 1,44 NaCl 25,00
CaClz 18,87 Fe2(S04)3.7H20 4,98
KOH 31,00 NazM004.2H20 1,19
Co(NO3)2.6H20 0,49 MgSO4 36,63
K2HPO4 75,00 NaNOs 250,00
CuSQs4. 5H20 1,57 ZnS04.7H20 8,82
KH2PO4 175,00 - -

2.2. Phuwong phap nghién ciru
2.2.1. Nudi cdy vdt liéu ban dau

Gidng E. coli ATCC 85922 dugc nudi trong moi truong
TSB cho t6i khi dat gia tri mat dé6 quang tai budc séng
600nm (OD600) la 0,8 ¢ nhiét do 35 + 2 °C, twong duong
v6i mat do té bao 13 (1,05+0,04) x 108 CFU/mL.

C. vulgaris SAG 211-19 dugc nudi trong mdi truong
Bold’s Basal medium (BBM) vé&i nong do ban dau 12 0,1 g/L
Tién hanh theo ddi gié tri mat do quang hoc ctia moi truong
tai budc song 682 nm (OD682) dén khi khong ddi, sinh
khéi té bao thu dwoc 12 0,8 + 0,25 g/L trong binh tam giéc
250 mL & nhiét d6 phong 25 + 2 °C, v6i mat dé anh sang
trang 1a 150 pmol m2 s [12].

Céc gia tri mat d6 quang cuia cac mau phan tich duoc
xéc dinh trén may do quang phé UV-Vis (Labomed, My).
2.2.2. Bé tri thi nghiém

Qué trinh b tri thi nghiém cd thé khai quat & Hinh 1.
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Hinh 1. So d6 thi nghiém nghién ciru sy hinh thanh biofloc
C. vulgaris duoc cho vao céc ong dong 500ml chira
400 mL thé tich m6i truong BBM v6i nong d6 ban dau la
0,1 g/L, qua trinh nu6i cay dugc thyc hién nhu da mo ta trong
muc 2.2.1 cho téi khi gid tri mat 4§ quang & budc song 682

nm c6 gid tri khong doi theo Muc 2.2.3. E. coli dugc thém
vao cac ong dong nudi cay nay voi nong do & bao ban dau
Ia 108 CFU/mL va chuyén qua cac 6ng dong dé dé quan sat
qua trinh tao biofloc. Qua trinh tao thanh biofloc dugc quan
st hinh théi bang kinh hién vi quang hoc ¢6 d6 phong dai
400 lan va hiéu qua keo tu KT (%) cho t6i khi tat ca té bao
vi tao két tu va ling hét dudi day dng dong.

Tién hanh x4c dinh mirc d6 két tu cia cac huyén phu lo limg
trong mdi trudng nudi cdy, theo Muyc 2.2.3. Céc qua trinh thi
nghiém déu dugc bd tri mau dbi chimg dé so sanh két qua. Mau
ddi chimg 1a mau vi tao dugc nudi ¢ cing diéu kién nhung
khong cho bét ki gidng vi khuan nao vao trong méi truong.
2.2.3. Phuong phap xac dinh hiéu qua keo tu

Dé xéac dinh mat d¢ vi khuan, phuong phap dém khuan
lac duoc sir dung theo Hiép hoi strc khoé cong dong Hoa Ki
[13]. Mat d6 quang do ¢ bude séng 682 nm dugc thyc hién
dwa theo céc phuong phép do ludng t bao vi tao ciia Hadj-
Romdhane va cong sy da cong bd nam 2012 [12]. Vi thé,
hiéu qua két tu cac hat huyén phu lo limg (KT) trong moi
trudng nubi cdy duoc danh gia dua vao cong thirc nhu sau:

KT, % = (1 - 22520 ) x 100
ODeg2BD

Trong d6, ODesz 4 gia tri mat do quang ctia mau phan
tich dugc do & thoi diém khao sat; ODeszep 12 gi tri mat
d6 quang ctua mau phan tich duoc do ¢ thoi diém bat dau
thém vi khuan E. coli vao.

2.2.4. Phirong phap Xac dinh ddc diém hinh thai va danh
gia qua trinh tao khoi biofloc

Vao thoi diém cudi cing cua qua trinh tao biofloc, khi
gia tri mat d6 quang ctia cac mau nude moi truong nuoi cay
dugc 1dy dé do cho gié tri khdng doi thi cac biofloc dugc
thu hoach dé tién hanh phan tich bang kinh hién vi quang
hoc (Olympus, Nhat Ban) & @6 phéng dai 400.

X&c dinh ndng d6 sinh khéi ctia cac mau phan tich theo
phuong phép da duge mo ta trong nghién ctru cia Nguyen
va céac cong su [14]. Phuong trinh twong quan gitta mat do
quang tai budc song 682nm va ndng do g/L cia vi tao duogc
tra ctru theo cac nghién ctru trude da duoc cong bd cua
nhom téc gia [15].

Tién hanh chup SEM cac méu phan tich theo md ta
trong nghién ciru cia Nguyen va cong sy cong bd nim
2018 [16].

2.2.5. Xir ly s6 liéu

Céc mau phan tich dugc 13p lai ti thiéu 03 lan. Két qua
cac thi nghiém duoc biéu thi dudi dang trung binh + SD.
Dit liéu dugc phén tich phuong sai (ANOVA) va kiém tra
su khac nhau c6 nghia theo Fisher sir dung phan mém
Minitab ver 18 (véi mirc ¥ nghia 0.=0,05).

3. Két qua va thio luin
3.1. Két bdng tao biofloc

Vi téo sau khi duoc nudi cdy on dinh dén ngay thir 13
thi gia tri ODes2 CO gid tri thap hon gia tri tang sinh € bao
Vi tao thi duoc cho thém cac t€ bao vi khuan E. coli ATCC
85922. Bt dau tir thoi diém nay, cac mau moi trudng nudi
cay van tiep tuc do dat mat do quang ¢ 682 nm de tinh hiéu
qua két tu hodc loai thai cac hat vi tdo huyén phu KT.
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K&t qua ¢ do thi Hinh 2 cho thy, h¢ s6 KT (%) tang manh
ngay sau ngay thir 2 (la ngay 14 cta qua trinh nudi cay tao)
ctia viéc thém vi khuén E. coli vao méi truong nudi ciy vi tio.
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Hinh 2. Hiéu sudt tao biofloc ciia E. coli ATCC 85922

Tuong ty, két qua tir 6 thi Hinh 2 ciing cho thiy, hiéu qua
thu hoach vi tao khi c6 mét vi khuan sau 03 ngay phat trién (1
ngay 15 ciia qua trinh nudi cdy tao) 16n hon 80%. Va dén ngay
17 ctia qua trinh nudi vi tao, v6i sur ¢6 mat ctia vi khuan E. coli
thi hé s0 KT tinh duoc ¢ gid tri 98% trong khi mau déi chimg
chi cho gia tri nho hon 20%. Véi két qua nay cd thé két luan
rang, Vi sy €6 mit ciia vi khuan E. coli, vi tao 0 kha nang
két khéi v6i nhau va dé dang lang xubng day ciia binh nudi
cay. Theo cong bd ciia Holanda va cong sur vao nam 2021, véi
cong nghé biofloc nghién ctu trén dbi twong la tio
Arthrospira platensis trong hé théng nudi tém thé chan tring
Litopenaues vannamei (L. vannamei), sau 12 ngay nudi vi tao
giéng nay trong hé thong nudi tdm, ndng do vi tao trong céc
khéi biofloc dat dugc 14 0,5+0,59 g/L, di loai dwoc hon 90%
phosphate trong hé thong nudc tha1 [17].

A

It

Ngay thir 3 khi tha
vi khuan E. coli

Ngay dau tién khi
tha vi khuan E. coli

Ngay thir 05 khi tha
vi khuan E. coli
Hinh 3. Qué trinh 7go biofloc quan sat bang mdt thuong
Hinh 3 minh hoa cho quéa trinh két bong tao biofloc
trong cac 6ng dong tr ngay déu tién tha E.coli va 5 ngay
sau do. Co thé thiy, biofloc dugc hinh thanh sau khi thém
glong vi khuén vao trong moi trudong nudi cay vi tdo sau
ngay thir 3 (Ia ngay 15 cua vi tdo nudi trong ong dong). So
v6i mau dbi chimg sau ngay 13 (la ngay dau tién thém vi
khuén vao mau phén tich) tr¢ di, vi tdo roi vao pha chét,
nhung kha nang ling xudng duoi day cua cac té bao vi tao
ciing rat kho khan hon véi mau thém vi khuan.

3.2. Phéan tich hinh thai biofloc va dnh huéng cia qué
trinh tao biofloc dén hi¢u sudt thu hoi Vi tio
3.2.1. Phan tich hinh thai biofloc bang kinh hién vi quang
hoc va kinh hién vi dién tir quét (SEM)

Sau khi cac biofloc ling xudng dudi ddy cua cac ng
dong thuy tinh, moi truong duoc gan tach de thu hoi cac
biofloc. Qua trinh phan tich biofloc budc dau dugc phan tich

bang kinh hién vi quang hoc & d6 phéng dai 400 va trén kinh
hién vi dién tir quét (Scanning electron microscopy -SEM).

Két qua hinh anh chup khdi biofloc va mau vi tao dbi
chimg tir kinh hién vi quang hoc ¢6 d6 phong dai 400 dugc
thé hién & Hinh 4. Két qua Hinh 4A cho thiy, cc té bao vi tao
nudi trong mdi trudng BBM khi khong ¢ mit vi khuén dugc
trai Ién phién kinh Malassez, cc té bao nay riéng 1é trong moi
trudng nudi cay. Trong khi do, Hinh 4B 1a anh chup cua khéi
biofloc giita cac té bao Vi tao va E.coli, cho thiy cac té bao vi
tao két dinh lai voi nhau trong mdi truong BBM, véi su cac
16p mang nhay di lién két cac té bao vi tao tu do trong moi
truong thanh mot khéi biofloc.
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Hinh 4. (A) Hinh dnh ciia Vi tao trong moi truong BBM khong c0 vi
khudn trén phién kinh Malassez; (B) Hinh dnh ciia cac khoi biofloc
duoc quan sat dugi kinh hién vi quang hoc do phong dai 400

Dé thiy rd hon vai tro mbi lién két giira E.coli va vi tao,
khéi biofloc duge chup SEM thé hién & Hinh 5. Két qua
anh chup SEM cho thdy, su gin két cua E. coli véi vi tao
tao thanh khéi két dinh. Két qua ciing cho théy, rat pht hop
v6i cac nghién ctru da dua ra tir trude toi nay khi ni vé co
ché hinh thanh biofloc hozc tao mang sinh hoc cua vi khuin
v6i Vi tao va chat man.

Hinh 5. H|nh anh khéi biofloc duréi kinh hién vi d‘zen tr quet (SEM)

Két qua trén hai Hinh 4 va 5, pht hop véi cac két luan
da duoc chimg minh trong c4c nghién ctru truée day vé
viéc tao thanh biofloc cua vi tao véi nhiéu loai vi khuan
khac nhau nhu nghién ciru ctia Fatimah va cong su nam
2019 da thé hién vai trd cua céc vi sinh vat, dong vat
nguyén sinh trong cac ho nudi tém Iam tang sy gin két cAc
huyén phu lo litng 6 trong hd va tao cac biofloc [18], [19].
3.2.2. Anh huéng ciia qua trinh tgo biofloc dén hiéu sudt
thu hoi vi tdo

Tiép tuc phan tich cac dic tinh cia mau vi tao c6 bd
sung E.coli va mau dbi chung khéng bé sung E.coli, thu
duogc két qua & Bang 2.

Vé sy thay di kich thude khéi biofloc, ket qua cho thay
cac khdi biofloc da dat dugc kich thude nam cha yéu tir
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150-220 um, trung binh dat khoang 220,08 + 7,47 pum, tang
Ién hon 40 lan so voi kich thuéc cua té bao vi tio
(5-10 pum). Tuong ty, cAc két qua nghién ctru ciia Pacheco-
Vega va cong su khi tién hanh thi nghiém trén céac loai
Schizochytrium sp. va Lactobacillus platarum theo cong
ngh¢ biofloc da lam thay d6i chat luong nude ciia hd nudi
t6m chan tring L. vannamei [20].

Bing 2. So sanh hi¢u qud thu héi Vi tdo giita mau phan tich va
mau doi chirmg

Chi tiéu ~V| tdo ciia ~Vi tful cfu}
mau doi chirng | mau phén tich
Kich thuée biofloc (um) | 512+1,19 | 220,08 +7,47
Hiéu suit keo tu (%) 18,03+0,72 | 97,52+1,98
Nong d6 sinh khéi kho (g/L) | 0,81 +0,04 19,05 +0,76

Véi kich thuée khdi biofloc ting Ién cling s& lam tang
kha nang keo tu, ti 1¢ keo tu dat dugc gan 100%, trong khi
mau dbi ching chi dat dugc 18,03%. Tuong tw, néng do
sinh khéi khé thu dwoc tir dung dich huyen phi cua mau
phan tich di tang 1én 19,05 + 0,76 (g/L), x4p xi gip 25 lan
S0 v6i mau ddi chig.

Do do, voi dé xuét tan dung céac chét hiru co dang hat
va cac vi sinh vat khac trong ludi thire dn, su tao thanh cac
biofloc di dwoc &p dung 1am ngudn thirc in tiém niang cho
thuy hai san [18].

4. Két luan

Két qua nghién ctru cho thay, su tao thanh biofloc cua
E. coli va vi tao C. vulgaris trong méi truong BBM da thu
hoi duge hau hét cac té bao huyén phu lo limg trong moi
truong long. Viée két ling cac t& bao vi tao nhd su c6 mat
ctia vi khuan khong nhimng dem lai nhimng thuén lgi trong
qua trinh xtr ly nude, thu hoach vi tao ma con lam thirc an
cho dong vat bién. Cac két qua quan sét bang mit thuong,
hay chup dudi kinh hién vi dién tir, va chup SEM ciing
chtng minh duoc céc khéi biofloc duoc tao thanh.

V6i hé vi sinh vat da dang trong hd nudi tom c4, dic biét
1 sy c6 mat cia vi khuén E. coli trong cac hd nudi tom, nghién
ctru ndy gia dinh sy anh hudng cia vi sinh vat téi qua trinh tao
thanh biofloc. Nghién ctru ciing da chung minh vai tro cta vi
khuan t6i qué trinh két khéi vi tao tao cac biofloc. Vi nhiing
han ché nhu su da dang cua loai vi sinh vat trong mdi trudng
nubi vi tao, cac phan tich vé dic tinh cua céc khéi biofloc, cac
tAC gia d& xuét nghién ctru tiép theo dé co thé cho ra nhimg két
qua duoc xuét ban trong cac bai bao tiép theo.
Loi cam on: C4c tac gia gui 16 cam on dén cac dong
nghiép tai Truong Pai hoc Bach khoa - Pai hoc Pa Nang
da hd trg trong qua trinh tién hanh céc thi nghiém trong
nghién ctru nay. Nghién ctru dugc tai trg bai Quy Phaét trién
Khoa hoc va Cong nghé Pai hoc Pa Nang trong dé tai c6
mé s6 B2019-DN06-20.
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