ch­¬ng II: Thùc nghiÖm

2.1. Môc ®Ých.

Nh­ ®· nãi trong phÇn tæng quan, Ag/Al2O3 cã kh¶ n¨ng xóc t¸c cho nhiÒu ph¶n øng oxi hãa khö kh¸c nhau. Ho¹t tÝnh xóc t¸c cña vËt liÖu phô thuéc nhiÒu vµo ph­¬ng ph¸p ®iÒu chÕ, kÝch th­íc h¹t, hµm l­îng b¹c… 

Trong luËn v¨n nµy, chóng t«i nghiªn cøu tæng hîp xóc t¸c Ag/Al2O3 theo 3 ph­¬ng ph¸p:
- Ph­¬ng ph¸p ®ång kÕt tña;

- Ph­¬ng ph¸p sol-gel;

- Ph­¬ng ph¸p tÈm.

Nghiªn cøu c¸c ®Æc tr­ng cña c¸c vËt liÖu b»ng c¸c ph­¬ng ph¸p vËt lý, thö ho¹t tÝnh xóc t¸c oxi hãa khö trªn ph¶n øng ph©n hñy H2O2, xóc t¸c quang lµm mÊt mµu xanh methylen vµ kh¶ n¨ng kh¸ng khuÈn cña c¸c vËt liÖu thu ®­îc.
2.2. Hãa chÊt, dông cô, thiÕt bÞ.
2.2.1. Ho¸ chÊt.

+ AgNO3 99,9% 

(Trung Quèc), lo¹i P.
+ Al(NO3)3.9H2O 

(Nga), lo¹i PA.
+ Na2CO3 khan 

(Trung quèc), lo¹i P.
+ H2O2 3% 


(Trung quèc), lo¹i P.
+ C9H21AlO3 99,9%  
(§øc), lo¹i P. 
+ HNO3 68% 

(Trung quèc), lo¹i P.
+ Xanh methylen, C16H18N3SCl (Trung quèc), lo¹i P.
2.2.2. Dông cô, thiÕt bÞ.
+ B×nh ®Þnh møc (50ml, 100ml, 1000ml), èng ®ong (25ml).

+ Cèc thñy tinh (100ml, 150ml, 250ml, 500ml), b×nh nãn (150ml), b×nh (500ml) cã nót nh¸m.

+ §òa thñy tinh, èng ly t©m (15ml), pipet vµ buret c¸c lo¹i.

+ M¸y khuÊy tõ gia nhiÖt (IKA – §øc).

+ M¸y ly t©m Rotofix II (Hettich – §øc).

+ Lß nung cã ®iÒu kiÓn nhiÖt ®é (Nga).
+ Tñ sÊy cã ®iÒu khiÓn nhiÖt (Labtech – Hµn Quèc).

+ C©n ph©n tÝch cã ®é chÝnh x¸c ( 0,0001g CP224S (Sartorius – §øc).
+ M¸y l¾c Taitec Bio-Shaker BR 300Lf3 (§øc).
+ HÖ thèng SEM cã kÌm phô kiÖn EDX t¹i phßng thÝ nghiÖm cña ViÖn Khoa häc VËt liÖu – ViÖn Khoa häc vµ C«ng nghÖ ViÖt Nam.
+ HÖ thèng TEM t¹i ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung ­¬ng.
+ M¸y ®o mËt ®é quang Spectrum Peak Pick Report.

+ M¸y chôp phæ Xray D8ADVANCE (Brucker, §øc).
2.3. Tæng hîp xóc t¸c Ag/Al2O3  theo ph­¬ng ph¸p ®ång kÕt tña [12].
Ph­¬ng ph¸p nµy ®­îc sö dông c¸c chÊt ®Çu lµ AgNO3, Al(NO3)3.

- Tr­íc hÕt, ®Ó nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña hµm l­îng b¹c chóng t«i pha mét lo¹t c¸c dung dÞch hµm l­îng AgNO3, Al(NO3)3 víi tû lÖ khèi l­îng Ag/Al kh¸c nhau råi cho kÕt tña ®ång thêi Ag2CO3 vµ Al(OH)3.

- Sau ®ã, nung hçn hîp kÕt tña Ag2CO3 vµ Al(OH)3 ë c¸c nhiÖt ®é kh¸c nhau ®Ó kh¶o s¸t ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é nung tíi ®Æc tr­ng vµ kh¶ n¨ng xóc t¸c cña vËt liÖu.
C¸ch tiÕn hµnh cô thÓ nh­ sau:
 Giai ®o¹n 1: §iÒu chÕ hçn hîp kÕt tña Ag2CO3, Al(OH)3 b»ng ph­¬ng ph¸p ®ång kÕt tña b»ng ph¶n øng trao ®æi gi÷a c¸c dung dÞch AgNO3, Al(NO)3 víi dung dÞch Na2CO3.
 
Cho dung dÞch AgNO3 vµ Al(NO)3 ®· biÕt tr­íc nång ®é vµo trong mét buret, nhá tõ tõ hçn hîp dung dÞch nµy vµo cèc cã chøa s½n dung dÞch Na2CO3 2N vµ khuÊy ®Òu, gi÷ pH trong qu¸ tr×nh nµy æn ®Þnh trong kho¶ng tõ 9-11 b»ng c¸ch thªm dÇn vµo tõng giät dung dÞch natri cacbonat. KhuÊy ®Òu dung dÞch vµ gi÷ æn ®Þnh ë 60oC cho ®Õn khi kÕt thóc qu¸ tr×nh. TiÕp tôc khuÊy hçn hîp thu ®­îc trong 30 phót b»ng m¸y khuÊy tõ ®Ó ph¶n øng x¶y ra hoµn toµn. Sau ®ã ®em ly t©m ®Ó t¸ch pha r¾n khái pha láng. Röa kÕt tña nhiÒu lÇn b»ng n­íc cÊt nãng (60oC) ®Ó lo¹i bá hÕt ion Na+. KÕt tña thu ®­îc ®em sÊy sÊy ë 110oC trong 12 giê [12]. 

Giai ®o¹n 2: Ph©n hñy nhiÖt hçn hîp kÕt tña Ag2CO3
[image: image1.wmf]¯

, Al(OH)3
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. 

S¶n phÈm sau khi sÊy xong, ®­îc chia ra ®em nung ë c¸c nhiÖt ®é kh¶o s¸t (300oC, 400oC, 500oC) trong thêi gian 6 giê. Sau khi nung xong, ®Ó nguéi, ®em nghiÒn trªn cèi m· n·o thu ®­îc s¶n phÈm lµ chÊt xóc t¸c b¹c trªn nÒn chÊt mang nh«m oxit (Ag/Al2O3), s¶n phÈm ®­îc cÊt gi÷ trong b×nh hót Èm. 

 C¸c ph­¬ng tr×nh ph¶n øng:

2AgNO3  + Na2CO3 
= 
Ag2CO3
[image: image3.wmf]¯

 + 2NaNO3     

(1)

   2Al(NO3)3 + 3Na2CO3 + 3H2O = 2Al(OH)3
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 + 6NaNO3 + 3CO2 
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      2Ag2CO3 
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     2Al(OH)3   
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Al2O3  +  3H2O                  
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S¶n phÈm sau khi nung ®­îc ®em ®i chôp phæ XRD ®Ó x¸c ®Þnh thµnh phÇn pha, chôp ¶nh SEM, ¶nh TEM ®Ó x¸c ®Þnh cÊu tróc bÒ mÆt, kÝch th­íc h¹t, vµ thö ho¹t tÝnh xóc t¸c b»ng qu¸ tr×nh ph©n hñy H2O2, thö ho¹t tÝnh lµm mÊt nµu cña xanh methylen vµ thö ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn trªn vi khuÈn escherichia coli (EC).

Quy tr×nh ®iÒu chÕ theo ph­¬ng ph¸p ®ång kÕt tña ®­îc m« t¶ theo s¬ ®å khèi ë h×nh 2.6.

[image: image44.wmf]¯


H×nh 2.6: Quy tr×nh ®iÒu chÕ xóc t¸c Ag/Al​2O3 theo ph­¬ng ph¸p ®ång kÕt tña.

2.4. Tæng hîp xóc t¸c Ag/Al2O3  theo ph­¬ng ph¸p sol-gel [19], [21].
Theo ph­¬ng ph¸p sol-gel. ChÊt ®Çu ®­îc sö dông lµ nh«m tri- isopropylat (C9H21AlO3) vµ AgNO3.

§Ó kh¶o s¸t ¶nh h­ëng cña l­îng b¹c ®Õn ®Æc tr­ng vµ kh¶ n¨ng xóc t¸c cña vËt liÖu, chóng t«i thªm mét l­îng x¸c ®Þnh dung dÞch AgNO35% vµo sol Al(OH)3 thu ®­îc tõ sù thñy ph©n nh«m tri-isopropylat trong n­íc. L­îng dung dÞch AgNO3 thªm vµo ®­îc tÝnh tr­íc ®Ó cã tû lÖ Ag/Al kh¶o s¸t. Cho dung m«i bay h¬i thu ®­îc gel. Nung ë 400oC ®Ó ph©n hñy gel gåm AgNO3 vµ Al(OH)3 ®Ó thu ®­îc vËt liÖu Ag/Al2O3. C¸ch tiÕn hµnh cô thÓ nh­ sau:

Hßa tan 2 gam nh«m tri-isopropylat (C9H21AlO3) vµo trong 20 ml n­íc cÊt, nhá thªm vµo ®ã vµi giät dung dÞch HNO3 ®Æc, vµ ®em khuÊy lªn m¸y khuÊy tõ, s¶n phÈm thu ®­îc lµ nh«m hidroxit ë d¹ng sol. 
Nhá tõ tõ l­îng dung dÞch AgNO3 5% (2ml, 3ml, 4ml) vµo hçn hîp sol nµy, sau mét ngµy khuÊy l­îng dung m«i bay hÕt, thu ®­îc s¶n phÈm cßn l¹i ë d¹ng gel. Hçn hîp gel nµy ®­îc ®em sÊy ë 110oC trong suèt 24 giê, sau ®ã ®em nung ë 400oC trong 6 giê ®ång hå thu ®­îc s¶n phÈm Ag/Al2O3.
C¸c ph­¬ng tr×nh ph¶n øng:

Al[O(C3H7)]3 + 3H2O 
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 +  3C3H7OH
(1)
                      2AgNO3 
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     2Al(OH)3   
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Al2O3 
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  +   3H2O    
(3)

S¶n phÈm Ag/Al2O3 cuèi cïng ®­îc ®em ®i chôp phæ XRD ®Ó x¸c ®Þnh thµnh phÇn pha, chôp ¶nh SEM, ¶nh TEM ®Ó x¸c ®Þnh cÊu tróc bÒ mÆt, kÝch th­íc h¹t, thö ho¹t tÝnh xóc t¸c b»ng ph¶n øng ph©n huû H2O2, thö ho¹t tÝnh lµm mÊt nµu cña xanh methylen vµ thö ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn trªn vi khuÈn escherichia coli (EC). 
Quy tr×nh ®iÒu chÕ theo ph­¬ng ph¸p sol-gel ®­îc m« t¶ theo s¬ ®å khèi ë h×nh 2.7.
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H×nh 2.7: Quy tr×nh ®iÒu chÕ xóc t¸c Ag/Al​2O3 theo ph­¬ng ph¸p sol-gel.
2.5. Tæng hîp xóc t¸c Ag/Al2O3  theo ph­¬ng ph¸p tÈm [19], [27].

Ph­¬ng ph¸p tÈm còng ®­îc sö dông c¸c nguyªn liÖu ®Çu lµ AgNO3 vµ nh«m tri-isopropilat, nh­ng tõ sol Al(OH)3 thu ®­îc chóng t«i cho dung m«i bay h¬i tr­íc ®Ó t¹o thµnh gel Al(OH)3, sau ®ã míi tÈm dung dÞch AgNO3 víi l­îng kh¸c nhau lªn gel råi nung ë 400oC ®Ó thu s¶n phÈm. 

C¸ch tiÕn hanhi cô thÓ nh­ sau:
Hßa tan 2,0 gam nh«m tri-isopropylat C9H21AlO3 (M = 204,25 gam/mol) cho vµo trong 20 ml n­íc cÊt, nhá thªm vµo ®ã vµi giät dung dÞch HNO3 ®Æc, vµ ®em khuÊy lªn m¸y khuÊy tõ, s¶n phÈm thu ®­îc lµ nh«m hidroxit ë d¹ng sol, tiÕp tôc khuÊy 24 giê l­îng dung m«i bay hÕt ta thu ®­îc s¶n phÈm cßn l¹i ë d¹ng gel. Lóc nµy tÈm dung dÞch AgNO3 lªn gel thu ®­îc b»ng c¸ch thªm tõ tõ mét l­îng nhá dung dÞch AgNO3 5% vµo vµ ®em sÊy ë 100oC trong 12 giê, sau ®ã ®em nung hçng hîp ë 500oC trong 6 giê thu ®­îc s¶n phÈm lµ xóc t¸c Ag/Al2O3. 

C¸c ph­¬ng tr×nh ph¶n øng:

Al[O(C3H7)]3 + 3H2O 
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 +  3C3H7OH
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                      2AgNO3 
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     2Al(OH)3   
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  +   3H2O    
(3)

S¶n phÈm Ag/Al2O3 cuèi cïng ®­îc ®em ®i chôp phæ XRD ®Ó x¸c ®Þnh thµnh phÇn pha, chôp ¶nh SEM, ¶nh TEM ®Ó x¸c ®Þnh cÊu tróc bÒ mÆt, kÝch th­íc h¹t, thö ho¹t tÝnh xóc t¸c b»ng ph¶n øng ph©n huû H2O2, thö ho¹t tÝnh lµm mÊt mµu cña xanh methylen vµ thö ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn trªn vi khuÈn escherichia coli (EC). 

Quy tr×nh ®iÒu chÕ theo ph­¬ng ph¸p tÈm ®­îc m« t¶ theo s¬ ®å khèi ë h×nh 2.8.
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H×nh 2.8: Quy tr×nh  ®iÒu chÕ xóc t¸c Ag/Al​2O3 theo ph­¬ng ph¸p tÈm.

2.6. Nghiªn cøu vËt liÖu b»ng c¸c ph­¬ng ph¸p vËt lý.
2.6.1. Ghi gi¶n ®å nhiÔu x¹ tia X (XRD) [5], [20].
C¸c s¶n phÈm Ag/Al2O3 thu ®­îc ®­îc tõ c¸c qu¸ tr×nh ®iÒu chÕ kh¸c nhau ®­îc ph©n tÝch b»ng ph­¬ng ph¸p nhiÔu x¹ tia X trªn m¸y D8ADVANCE (Brucker, §øc) t¹i phßng thÝ nghiÖm Hãa VËt liÖu, Khoa Ho¸ häc, Tr­êng §HKHT- §HQGHN víi anot b»ng Cu, nhiÖt ®é ghi phæ ë 25oC, gãc quay 2θ tõ 30o ®Õn 70o, víi tèc ®é 0,03o/step ®Ó x¸c ®Þnh cÊu tróc tinh thÓ, thµnh phÇn pha vµ kÝch th­íc trung b×nh cña c¸c h¹t Ag trªn nÒ Al2O3.
KÝch th­íc h¹t trung b×nh ®­îc tÝnh theo c«ng thøc Sherrer:
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: lµ kÝch th­íc trung b×nh cña h¹t, nm.
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: lµ b­íc sãng cña tia X, 
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 = 0,15405 nm.
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: lµ ®é réng cña pic t¹i nöa ®é cao cña pÝc cùc ®¹i, rad.
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: lµ gãc Bragg cña pic t­¬ng øng, ®é.
 2.6.2. KÝnh hiÓn vi ®iÖn tö quÐt (SEM) vµ phæ t¸n x¹ n¨ng l­îng EDS [20]. 
 C¸c mÉu ®­îc chôp ¶nh SEM vµ phæ t¸n x¹ n¨ng l­îng EDS b»ng kÝnh hiÓn vi ®iÖn tö quÐt (Scanning Electron Microscope – SEM) JMS 5410 cña h·ng Jeol (NhËt B¶n) t¹i phßng thÝ nghiÖm cña ViÖn Khoa häc VËt liÖu - ViÖn Khoa häc vµ C«ng nghÖ ViÖt Nam. MÉu ®­îc ®o ë d¹ng bét.
2.6.3. Chôp ¶nh TEM.

§Ó x¸c ®Þnh h×nh d¹ng vµ kÝch th­íc mét c¸ch chÝnh x¸c cña s¶n phÈm tæng hîp ®­îc, chóng t«i chôp ¶nh TEM cña mét sè mÉu ®¹i diÖn trªn hÖ thèng m¸y JEM 1010/100 kV, ®é ph©n gi¶i 2Ao  t¹i ViÖn VÖ sinh dÞch tÔ Trung ­¬ng.

  MÉu ®­îc chuÈn bÞ b»ng c¸ch: hoµ tan d¹ng bét vµo n­íc sau ®ã nhá 1 giät dung dÞch võa thu ®­îc lªn l­íi ®ång (kho¶ng 300 m¾t l­íi nhá) cã phñ mét líp C- Colo®ion vµ ®Ó kh« mÉu ë nhiÖt ®é phßng.

2.7. Thö ho¹t tÝnh xóc t¸c [26].
TiÕn hµnh thö xóc t¸c cña s¶n phÈm qua ph¶n øng ph©n hñy H2O2. Ph¶n øng nµy x¶y ra ngay c¶ ë ®iÒu kiÖn kh«ng cã xóc t¸c nh­ng tèc ®é chËm. §Ó t¨ng tèc ®é cña ph¶n øng nµy ng­êi ta th­êng dïng c¸c oxit kim lo¹i nÆng lµm xóc t¸c, ®Æc biÖt lµ MnO2, Cr2O3, I-, CuO... 
C©n chÝnh x¸c trªn c©n ph©n tÝch 0,002 gam xóc t¸c Ag/Al2O3 vµ cho vµo mét nh¸nh cña èng nghiÖm hai nh¸nh ®· ®­îc lµm s¹ch vµ kh«. Dïng pipet hót 2,00 ml dung dÞch H2O2 3% råi cho vµo nh¸nh cßn l¹i. H¹ èng 2 xuèng vµ n©ng èng 3 lªn ®Ó møc n­íc trong èng 3 d©ng lªn ®Õn gÇn ®Çy, ®Ó bé ®o thÓ tÝch khÝ cã kh¶ n¨ng ®o ®­îc tèi ®a kho¶ng 30 ml khÝ O2 tho¸t ra [10]. 
[image: image29.jpg]
H×nh 2.9: Bé dông cô dïng ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh xóc t¸c ph¶n øng ph©n hñy H2O2.

L¾p èng nghiÖm hai nh¸nh vµo hÖ thèng. KiÓm tra ®é kÝn cña hÖ thèng b»ng c¸ch h¹ èng 3 xuèng 15 - 20 cm. NÕu møc n­íc trong èng 2 chØ h¹ xuèng mét chót råi gi÷ nguyªn kh«ng thay ®æi th× chøng tá hÖ thèng ®· kÝn. NÕu mùc n­íc trong èng 2 h¹ xuèng mét c¸ch liªn tôc kh«ng dõng l¹i, chøng tá hÖ thèng ®· bÞ hë, th× ph¶i kiÓm tra vµ söa ch÷a l¹i c¸c mèi nèi. ChØ khi ch¾c ch¾n hÖ thèng ®· kÝn hoµn toµn th× míi b¾t ®Çu tiÕn hµnh thÝ nghiÖm.
Th¨ng b»ng mùc n­íc ë c¸c èng 2 vµ 3, ghi mùc n­íc ë èng 2 khi th¨ng b»ng (V1). Nghiªng èng nghiÖm hai nh¸nh cho dung dÞch H2O2 ch¶y hÕt sang nh¸nh chøa Ag/Al2O3, l¾c ®Òu. Bá qua 10 phót ®Çu, ®Õn phót thø 11 b¾t ®Çu ghi sù thay ®æi møc n­íc trong èng. Sau 15 phót th× dõng, ng©m  èng nghiÖm hai nh¸nh vµo cèc n­íc nãng ®Ó H2O2 ph©n huû hÕt. Khi thÓ tÝch O2 kh«ng t¨ng thªm n÷a th× bá cèc n­íc nãng ra ®Ó nguéi hÖ thèng vÒ nhiÖt ®é phßng, th¨ng b»ng mùc n­íc hai èng nhiÖm thu ®­îc V∞. Tõ c¸c kÕt qu¶ thu ®­îc, vÏ ®­îc ®å thÞ vµ tÝnh ®­îc h»ng sè tèc ®é ph¶n øng.

Ph­¬ng tr×nh ph¶n øng:    
H2O2         
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H»ng sè tèc ®é cña ph¶n øng bËc 1 ®­îc x¸c ®Þnh b»ng biÓu thøc:
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Trong ®ã     C0: nång ®é ban ®Çu cña dung dÞch H2O2;



C: nång ®é dung dÞch H2O2 t¹i thêi ®iÓm ph¶n øng;



x: nång ®é dung dÞch H2O2 ®· bÞ ph©n hñy;

V∞ :  ThÓ tÝch oxi cùc ®¹i (ml);
                     Vt :  ThÓ tÝch oxi ë thêi ®iÓm t (ml);
                      k :   H»ng sè tèc ®é (s-1);
                     t:   Thêi gian ph¶n øng (s).
2.8. Thö ho¹t tÝnh xóc t¸c quang [17].
Nh­ trong phÇn tæng quan ®· ®Ò cËp, b¹c nano cã rÊt nhiÒu øng dông trong thùc tÕ, trong ®ã 2 h­íng ®­îc quan t©m nghiªn cøu nhiÒu nhÊt lµ: kh¶ n¨ng xóc t¸c cña b¹c nano vµ kh¶ n¨ng kh¸ng khuÈn. MÆt kh¸c, thuèc nhuém vµ c¸c chÊt th¶i c«ng nghiÖp thu hót ®­îc nhiÒu sù chó ý v× chóng ®Òu lµ nh÷ng hîp chÊt h÷u c¬ g©y « nhiÔm m«i tr­êng mµ kh«ng dÔ bÞ ph©n hñy trong tù nhiªn. Xanh methylen ®­îc coi ®¹i diÖn cho c¸c phÈm nhuém h÷u c¬ [24], [26]. Mét sè chÊt xóc t¸c ®· ®­îc dïng ®Ó lµm mÊt mµu hîp chÊt xanh methylen, hiÖn nay c¸c c«ng tr×nh khoa häc nghiªn cøu kh¶ n¨ng xóc t¸c lµm mÊt mµu xanh methylen cña b¹c nano cßn rÊt Ýt.
 
§Ó kh¶o s¸t kh¶ n¨ng xóc t¸c quang cña xóc t¸c Ag/Al2O3, chóng t«i thùc hiÖn theo quy tr×nh sau: 

 
Thªm mét l­îng x¸c ®Þnh xóc t¸c Ag/Al2O3 vµo 250 ml dung dÞch xanh methylen 2,5.10-3 g/l.
  
KhuÊy hçn hîp trªn d­íi ®Ìn sîi ®èt 250 W trong vßng 1 giê.

  
Cø sau mçi 10 phót, lÊy dung dÞch ra ®Ó ®o ®é hÊp thô ¸nh s¸ng t¹i b­íc sãng 594 nm.

 
§é chuyÓn hãa cña dung dÞch xanh methylen ®­îc x¸c ®Þnh bëi c«ng thøc:
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A0 lµ ®é hÊp thô ban ®Çu cña dung dÞch xanh methylen ë b­íc sãng 594 nm (A0 = 0,059, 
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= 594 nm ®­îc quÐt trªn m¸y Spectrum Peak Pick Report, khoa Hãa - tr­êng §HKHTN - §¹i häc Quèc gia Hµ Néi).

 
A lµ ®é hÊp thô cña dung dÞch xanh methylen t¹i thêi ®iÓm lÊy mÉu ë b­íc sãng 594 nm. 
Thùc hiÖn quy tr×nh víi c¸c mÉu xóc t¸c ®­îc ®iÒu chÕ ë c¸c ®iÒu kiÖn kh¸c nhau vÒ nhiÖt ®é nung, tû lÖ Ag/Al2O3 kh¸c nhau. 

2.9. Thö ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn.
C¸c mÉu Ag/Al2O3 vµ Al2O3 tinh khiÕt (mÉu tr¾ng) ®­îc thö ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn víi chñng khuÈn Escherichia coli ATCC 25922. C¸c thÝ nghiÖm thö ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn ®­îc thùc hiÖn t¹i phßng thÝ nghiÖm bé m«n Vi sinh vµ Sinh häc - tr­êng §¹i häc D­îc Hµ Néi.

ChuÈn bÞ dung dÞch ®Öm phèt ph¸t: hßa tan 3,60 gam K2HPO4 vµ 7,13 gam Na2HPO4, chuyÓn vµo b×nh ®Þnh møc 1000 ml, cho n­íc cÊt vµo ®Õn v¹ch møc vµ l¾c ®Òu. 
ChuÈn bÞ m«i tr­êng th¹ch th­êng: hßa tan 0,30 gam cao thÞt vµ 0,50 gam pepton, 0,50 gam NaCl, chuyÓn vµo b×nh ®Þnh møc 1000 ml, cho n­íc cÊt vµo ®Õn v¹ch møc vµ l¾c ®Òu. 

C¸ch tiến hành:

 Lấy 60ml dung dịch đệm phốt ph¸t cho vào b×nh nãn 500 ml, sau ®ã cho vµo thanh trïng ở 1210C, ¸p suÊt 1atm trong 20 phót. 

 Lấy 10 ml nước cất vào ống nghiệm ®· nu«i cấy vi khuẩn 24 giê ®Ó tạo hỗn dịch vi khuẩn. Lấy 1 ml hỗn dịch vi khuẩn cho vào c¸c b×nh ®ùng dung dịch đệm phèt ph¸t ®· diÖt trïng.

ChuÈn bÞ mÉu chøng:

 * MÉu chøng: lÊy b×nh dung dÞch ®Öm ®· chuÈn bÞ kh«ng cho mÉu thö vµo ®Ó lµm mÉu chøng.

ChuÈn bÞ mÉu thö:

* MÉu thö: c©n 0,1 gam  mẫu thử vào b×nh dung dịch ®Öm ®· chuẩn bị. 

 Cho c¸c b×nh nµy vµo l¾c trªn m¸y l¾c Taitec Bio-Shaker BR 300Lf3, lắc 140 vßng/phót ở 370C trong 24 giê. 
M«i trường thạch thường ®­îc thanh trïng ở 1210C, ¸p suÊt 1atm trong 20 phót sau ®ã được đổ vào c¸c hộp petri v« trïng.

  Lấy 0,05 ml hỗn dịch đã pha lo·ng ở c¸c nồng độ 10-3; 10-5; 10-7 cho vào c¸c hộp petri ®· cã thạch thường và trang đều. Để c¸c hộp này vào trong tñ ®iÒu nhiÖt ở 370C. Sau 24h lấy ra kiểm tra số khuẩn lạc ph¸t triển trªn hộp.

* §¸nh gi¸ kÕt qu¶ dùa vµo sè khuÈn l¹c ph¸t triÓn trªn hép theo c«ng thøc:
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 :  Số khuẩn lạc trung b×nh 

                    D
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 : Số khuẩn lạc hộp thứ i.

                    S : Độ lệch thực nghiệm chuẩn cã hiệu chỉnh.

                    n : số thÝ nghiệm làm song song.
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