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Tém tat. Vi tao dugc xem la ngudn tai nguyén sinh hoc giau protein, lipid, khodng vi lwong va
vitamin, cé tiém néng duoc st dung nhu mét nguén thye phdm b sung trong chdn nudi. Tuy nhién,
viéc xac dinh va tuyén chon cac dong co tiém nang tao sinh khdéi cao vAn con gdp nhiéu han ché.
Nghién cttu nay da tién hanh phéan 14p vi tao tit nude thai ao nudi tom va xac dinh duge dong TV1 ¢
toc d6 sinh trudng cao nhat trong sd bay dong vi tao. Phan tich ddc diém hinh thai cho thay t& bao c6
dang hinh cau, duong kinh 3-5 pm. Két qua phan tich trinh tu gen 18S rRNA va so sanh v6i co s¢ div
liéu NCBI, xac dinh dong TV1 thudc 16p tao luc (Chlorophyceae), chi Chilorella. Qué trinh nhéan giéng
Chlorella sp. TV1 duoc tién hanh qua ba giai doan cap. Giai doan nhan gidng cap 1 véi mat s6 0,313x10°
t&€ bao/mL. Giai doan nhan giéng cap 2 va cdp 3 dugc thuc hién trong 9 ngay véi méat sé ban dau lan
luot 1a 0,634x106 va 0,452x10¢ t€ bao/mL. Nghién cttu da tuyén chon dong Chlorella sp. TV1 tit nwdc thai
ao nudi tém va xay dung quy trinh nhén gidng phu hop, tao nén tang cho san xudt sinh khéi vi tao quy
mo 16n. Céc nghién ctu tiép theo can t6i wu diéu kién nudi va danh gid hiéu qua xt ly nuéc thai,
hudng dén tng dung trong nong nghiép tuan hoan.
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Abstract. Microalgae is a rich source of protein, lipids, minerals, and vitamins. They could be
employed as an extra food source for animals. However, there are still a lot of problems with selecting
and culturing strains that have a lot of biomass potential. The study selected the TV1 strain from
shrimp pond effluent because it grew the fastest among the seven microalgae strains isolated on
Conway medium. Morphologically, the cells are spherical, with a diameter of 3 to 5 um. The 185 rRNA
gene sequence analysis and its comparison with the NCBI database classified the TV1 strain as
belonging to the Chlorophyceae class and the Chlorella genus. Chlorella sp. TV1 is cultured in three
stages. The primary culture propagation was carried out at a cell density of 0.313x10¢ cells/mL. The

DOI: 10.26459 /hueunijns.v135i1S-1.8072 45



Huynh Ngoc Thanh Tam va CS.

second and third subculture stages were carried out over 9 days, with initial cell densities of 0.634x10°
and 0.452x10¢ cells/mL, respectively. The study selected the Chiorella sp. strain TV1 from shrimp pond
wastewater, and finding a beneficial way to cultivate it will help produce a large amount of microalgae

biomass. Further research is needed to improve animal husbandry environments and determine the
effectiveness of wastewater treatment, with the goal of using it in circular agriculture.

Keywords: biomass cultivation, Chlorella, microalgae, propagation

1 Mo dau

Tan dung ngudn nudc thai d€ nuodi sinh
khéi vi tdo khong chi gop phan xt ly nuwde ma con
tao ra ngudn nguyén liéu c6 gia tri dinh dudng
phuc vu cho chan nudi. Trong sd cac loai vi tao,
Chlorella sp. duoc biét dén kha nang sinh truong
nhanh, kha nang chong chiu t6t va c¢6 ham luong
protein, lipid, carotenoid cao [1]. Nhiéu nghién
ctu trong va ngoai nuc da khang dinh tiém ning
cua vi tao Chlorella trong viéc xit ly nudc thai
dong thoi tao sinh khéi gia tri. O Viét Nam, mot
sO nghién ctru da ghi nhan Chlorella sp. c¢6 kha
nang loai bo nitrate va phosphate véi hiéu suat
trén 88% [2-4]. Trén thé gidi, Chlorella duoc st
dung trong xt ly nudc thai sinh hoat, nude thai
dét may nwdc thai chan nu6i lon va nuwdc thai
ham biogas [5-7]. Hon thé ntta, Chlorella chtra
ham luong cao protein, carbohydrate, lipid,
vitamin va khoang chdt. Ham luong protein cta
Chlorella c6 thé dat 50-60% khoi luong kho, giau
cac axit amin thiét yéu nhu lysine, methionine va
threonine [8]. Carbohydrate chiém 10-30% va
lipid dao dong 10-40%, trong d6 ¢ nhiéu axit béo
khong no nhir omega-3 va omega—6 [9]. Ngoai ra,
Chlorella chtra nhiéu vitamin (A, C, E, nhom B) va
khoang vi luong (Fe, Zn, Mg, Se), cung cac sic to
sinh hoc nhu chlorophyll, $—carotene, lutein, cé
hoat tinh chéng oxy héa manh [10-12].

Mac du Chlorella dwoc ttng dung rong rai
trong nuodi trong thuy san, cac nghién ctu vé toi
wu mat s6 khoi dau cho timg cap nhan gidng van
con han ché, dic biét ddi voi cac chung Chliorella
ban dia phan lap ttt ao nudi tdm tai Viét Nam.

biéu nay gay kho khan trong viéc danh gia tiém
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nang sinh tredng va xay dung quy trinh nhan

giong phut hop véi diéu kién dia phuwong.
Nhiéu nghién ctru da khang dinh Chlorella

la tac nhan sinh hoc hiéu qua trong xtt ly nudc
thai két hop san xudt sinh khdi giau gia tri dinh
dudng. Trong d6, mat s6 khoi dau duoc xem la
yéu to then ch6t quyét dinh nang suét sinh khoi vi
tao. Mat s6 thap cé thé kéo dai pha thich nghi,
trong khi mat s§ cao gitp rat ngan thoi gian ting
truong nhung néu vuot ngudng toi wu sé lam gia
tang canh tranh dinh dudng, che sang va bién doi
moi treong nuodi, tir d6 lam giam hiéu suat quang
hop va san lwong sinh khoi [1,13,14].

Do d6, nghién cttu nay dwoc thuc hién nhim
phan 1ap va tuyén chon cac dong Chlorella c6 kha
nang sinh tredng manh ttt nwede thai ao nudi tom,
dong thoi xac dinh mat s6 khoi dau tdi vu cho
qua trinh nhéan giéng, lam co s& khoa hoc cho viéc
ung dung vi tao trong xtt ly nudc thai va san xuat

sinh khéi phuc vu nudi trong thuy san.

2 Phuong phap nghién cttu

2.1  Phan lap vi tao
Thu miu va x& ly mau nwéc thai ao nudi tom
Thu mau: Thu 100 mL nwéc & tang nudc
mat ctia ao 1éng, mdi ao thu 3 vi tri (dau, gitra ao,
cudi ao). Mau trong cting mot ao dugc dong nhat
vao chai chita mau bang nhua polyethylene
terephthalate, sau d6 duwoc bao quan trong thung
lanh & nhiét d6 khoang 5-10 °C va van chuyén vé
phong thi nghiém. Sau khi van chuyén vé phong
thi nghiém mau duoc x ly va phan lap trong

vong 24 gio.
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Xt ly: Mau nuéc duoc loc qua gidy loc Whatman
No.1 ¢6 kich thwéce 16 loc 11 pm, nhim loai bd
nhiing tap nhiém (chat hitu co, tdo 10n, vi sinh vat

va dong vat nguyeén sinh).

Tang sinh vi tao tién phéan 1ap: Sau khi loc
mau, chuyén 50 mL mau vao chai 250 mL day kin.
Nubi cdy lién tuc 2 tuan ¢ 22 °C duwdi chu ky
sang/t6i (16:8 gio) d€ kich thich vi tao phat trién
[15]. Sau d96, 1dy 100 uL mau tir 16p mat cay trai
1én moi truong Conway’s agar va ti€p tuc t 2 tuan

0 diéu kién tuong tu.

Phan 1ap vi tao

Sau hai tuan nudi cay, cac dia Petri da xuét
hién cac khuan lac don c¢6 mau xanh ddc trung.
Céc khuén lac nay duoc tiép tuc cdy chuyén sang
moi truong moéi nhiéu lan cho dén khi thu nhan
duoc dong vi tao thuan (dong nhat vé hinh thai
khuéan lac va hinh dang t€ bao). Quan sat va ghi
nhén cac dédc diém khuan lac nhu hinh dang, mau
sac cuing véi hinh thai t& bao ctia cac dong vi tao
da phan lap [16,17] .

2.2 Tuyén chon va dinh danh vi tdo

Tuyén chon vi tido c6 kha

truong manh

nang tang

Sau khi dugc lam thuan, cac dong vi tao
duoc nuodi trong ong nghiém chita 100 mL moi
truong Conway’s véi mat s6 khoi dau tuwong
dwong nhau, mdi nghiém thitc dwgc thuc hién véi
ba lan 1dp lai. Mat s6 t&€ bao duoc xac dinh béng
phuong phdp do méat d6 quang hoc (ODes2)
[18,19]. Qua trinh sinh truéong ctia cac dong vi tao
duoc theo ddi hing ngay trong sudt 6 ngay nuoi
cay. Két thuc thoi gian nay, dong vi tao c6 toc do
sinh trudng cao nhat duoc tuyén chon dé tiép tuc

thi nghiém.
Pinh danh vi tao

Dong vi tao cé kha nang sinh tredng manh

duoc lwa chon dé€ dinh danh dua trén diac diém
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hinh théi két hop véi phan tich sinh hoc phan tw,
dong thoi duoc xac dinh maét s6 thich hop phuc

vu cho qué trinh nhéan giong.

a. Mo ta hinh thai: Vi tdo dwoc quan sat va
md ta cac dac diém hinh théi va kich thwdc dwdi
kinh hién vi quang hoc.

b. Sinh hoc phan tk: Quy trinh tach chiét
DNA duoc thiec hién theo phwong phdp ctia Do
va cong su [20] véi mot s6 diéu chinh. Dich huyén
pht vi tao sau khi nudi cdy chuyén 2 mL vao 6ng
eppendorf 1,5 mL, sau d6 ly tam & 4500
vong/phut trong 5 phut d€ thu phan sinh khdi vi
tao. T& bao vi tao dugc ly giai bang 600 uL dung
dich GX, déng nhat trén mdy nghién mau. Tiép
theo, bd sung 3 uL enzyme proteinase K vao dung
dich va @ hén hop & 60°C trong 30 phut. Sau khi
4, mau duoc ly tam 6 12000 vong/phtit trong 20
phat ¢ 4 °C, sau d6 chuyén 600 uL dich noi vao
dng eppendorf méi. Két tia DNA bang 700 plL
isopropanol lanh va ti€p tuc ly tam & 12000
vong/phut trong 20 phat ¢ 4 °C. Phan két tua chira
DNA duoc rtra hai Tan bang 500 uL ethanol 70%,
sau d6 sdy loai bo con bang may say chan khong
& 60°C trong 10 phut. Cudi cung, hoa tan DNA
trong 100 uL dung dich dém TE 0,1X va trix &
-4 °C d€ str dung cho cac budc tiép theo.

Tién hanh khuéch dai vung gen 185 rRNA
cia vi tao bang cip modi: Forward (F) 5'-
TACCTGGTTGATCCT GCCAG-3’ va Reverse (R)
5-CCTTCCGCAGGTTC ACCTAC-3 [20]. San
phdm PCR duoc kiém tra chdt luong bang
phuong phap dién di trén gel agarose 1,5%.
Nhitng mau cé bang r6 nét va dac hiéu dwoc giai
trinh tu tai Cong Ty CO phan Phu sa Genomics
(phuong Cai Rang, TP. Can Tho). Trinh ty gen
18S thu duwoc dwoc d6i chiéu vdi co so dir liéu
Ngan hang gen NCBI bang cong cu BLAST nham

xac dinh loai vi tao.
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2.3  Xay dung dwong chudn giita mat sé t& bao,

khdi lugng va gia tri OD

Mat s0 t€ bao vi tao trong dich nuoi cdy
duwgce xac dinh bf“mg cach do méat d6 quang hoc
(ODes2), trong khoang OD tux 0,2 dén 1,8. Dong
thoi, mat s6 té bao duwoc xdc dinh bé“mg phuong
phédp dém truc tiép trén budng dém hong cau.
Khéi lueong sinh khéi (g/L) duoc xac dinh thong
qua phuwong phap say kho ¢ 50 °C cho dén khi dat
khoi lwgng khong déi. D liéu thu duoc duoc xi
ly dé€ xay dung cac phuong trinh hoi quy tuyén
tinh gitra gia tri OD (y) va mat s t€ bao (X, log t&€
bao/mL) hodc khéi luwong sinh khéi (X, g/L) theo
dang y = a x X + b [15,21]. Cac phuong trinh nay
duoc st dung nham wéc lugng nhanh mat s t&
bao hodc sinh khoéi dua trén gia tri OD do dwoc

trong cac thi nghiém tiép theo.

24  Xac dinh mat s6 khéi dau cho qua trinh
nhan sinh khéi

Thi nghiém duoc tién hanh trong diéu kién
ban vo trung, trong dé moi truong nudi cdy va
dung cu thi nghiém dwoc khir trung trudc khi st
dung, trong khi hé thong suc khi va phong nuoi
duoc xt 1y bang tia UV trong 60 phut nham han
ché& nhiém tap. Vi tao duoc nudi cdy véi hé thdng
suc khi lién tuc ¢ nhiét d6 22 °C, d6 man 20%., pH
8,3, cuong do anh sang 5000 lux va chu ky chiéu
sang 16:8 gio (sang:tdi). Cac diéu kién nudi cay
nay duoc lya chon va diéu chinh dwa trén cac
nghién cttu trudc day vé nudi cdy vi tao [22,23].
Quy trinh nhan gidéng vi tao dugc thwe hién qua
ba giai doan vdi thé tich nudi cdy va mat sd vi tao
khéc nhau trong mdi truong Conway’s nham xac
dinh mat s6 phi hop cho ting giai doan, mdi
nghiém thic duoc thuc hién véi ba lan 13p lai. Vi
tao gbc c6 mat s6 107 t& bao/mL duoc cdy vao cac
binh nhéan gidng cdp 1 (thé tich 400 mL) vdi ty 1é
ban dau tir 1-3% (v/v). Giai doan nhan giéng cap

2 duoc tién hanh trong thé tich 1 L, sit dung vi tao
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sau giai doan cdp 1 c6 mat sO 106 t€ bao/mL, voi ty
1é cdy chuyén dao dong tir 12-18%. Tiép theo, &
giai doan nhéan giéng cap 3, vi tao dwoc nudi
trong thé tich 4 L, st dung ngu6n vi tdo sau cap 2
(mat s6 106 t€ bao/mL) véi ty 1é cdy chuyén tuong
tu, tir 12-18%. Mat sO té€ bao vi tdo duoc xac dinh
gian ti€p thong qua gia tri mat d¢ quang (ODes2)
trong sudt thoi gian khao sat. Gia tri nay duoc
quy doi sang mat s t€ bao (log t& bao/mL) dua
trén phuong trinh hoi quy tuyén tinh gitta OD (y)
va mat sd t€ bao (X), theo phuong trinh da duoc

xac lap tredce do.

2.5 Phuong phap xit 1y sd liéu

SO liéu thé duoc thu nhéan, x ly va vé biéu
d6 bang phan mém Microsoft Excel 2016. Phan
mém Minitab 16 duoc st dung d€ phéan tich
phuong sai (ANOVA). Su khac biét gitra cac gia
trji trung binh duoc dénh gia bang phép kiém
Tukey véi miee y nghia thong ké p < 0,05.

3 K&t qua va thio luan

3.1 Tuyén chon vi tdo

Bay dong vi tao c¢6 kha nang phat trién trén
moi treong thach Conway’s da dwgc phan lap. Da
s0 khuan lac c6 dang hinh tron, mau xanh ddc
trung cta vi tao, cd kich thwedc dao dong tir 0,1 — 1
mm. Quan sat hinh thai t€ bao ca 7 dong vi tao
déu c6 hinh cau véi duwong kinh tir 3 — 11 pm
(Hinh 1).

Cac dong vi tao déu sinh trudng trong moi
treong long Conway’s sau 6 ngay (Bang 1). Mat
s0 ban dau (ODegs; = 0,06) khong khac biét dang ké
gitta cdc dong. Sau 6 ngay, ODss; cia dong TV1
dat 0,11, cao hon va cé y nghia thong ké so voi cac
dong con lai (0,091-0,097). Vi su tang trudng
vuot troi, TV1 dwoc lwa chon d€ dinh danh va

nghién cttu qua trinh nhan nudi sinh khéi.
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Hinh 1. Hinh thai cac dong vi tao da phan lap, (A) hinh thai khuén lac dong TV1 trén méi truong Conway’s bang

phuong phap trai, (B) khuan lac TV1 quan sat duéi kinh hién vi soi noi, kich thudc khoang 1 mm sau 7 ngay nudi
cdy; (C-J) hinh thai t&€ bao cua cac dong vi tao quan sat dudi kinh hién vi quang hoc & d6 phéng dai 1000x

Bang 1. Gi4 tri ODss2 ctia cac dong vi tao trong 6 ngay nudi cdy

Thoi gian nubi cay (ngay)

Dong

tao 1 2 3 4 5 6

cM1 0,066:0,005°  0,075:0,007<  0,080+0,0025¢  0,082+0,001b¢ 0,089+0,005%  0,092:0,006b
NT3 0,067+0,0072  0,081+0,003 0,085:0,003°  0,087+0,007>  0,093+0,007  0,097+0,005
NT4 0,068+0,004  0,073:0,005¢  0,077+0,003¢  0,077+0,007 0,085:0,006°  0,092:0,008b
NT5 0,067+0,001  0,074£0,003<  0,079+0,005<  0,081+0,008b 0,086+0,007  0,087+0,007¢
NT6 0,063+0,005  0,077+0,001sbc  0,0830,003  0,0860,005°  0,096£0,003>  0,096+0,005"
TV1 0,065:0,005°  0,080£0,006  0,084+0,004®>  0,091:0,004 0,106+0,008°  0,110+0,007°
TV2 0,062+0,005  0,069+0,003¢ 0,083:0,003®  0,086:0,004>  0,092+0,003*  0,096+0,004>
CV (%) 7,59 5,73 412 6,77 6,42 6,51

Ghi cht: CV la hé s6'bién thién. Trong ciing mot cdt, cdc gid tri dwoc trinh bay dwéi dang trung binh + dg 1éch chudn (SD) ciia

ba lan Idp lgi; cdc gid tri mang cung chit cdi khong khdc biét c6 i nghia thong ké 6 mitc 5% (p < 0,05).

3.2 Pinh danh vi tao

Dong vi tdo TV1 trén moi treong Conway’s
agar c6 khuan lac mau xanh luc kich thudc tt, t€
bao c¢é hinh tron (3 — 5 um) (Hinh 1). Trinh tw
vung gen 18S khi so sanh vdi trinh tw trén co sé
d@ liéu NCBI twong dong véi Chlorella sp. (Bang
2). Két hop voéi nhiing ddc diém hinh thai khuan
lac, hinh thai t&€ bao va trinh tu vung gen 18S da
xac dinh dong vi tao TV1 1a Chliorella sp.

Chlorella 1a loai vi tdo luc don bao cé nhiéu
ddc diém noi bat vé cdu tric t€ bao va kha ning
sinh truong. T€ bao cua Chlorella thuong c¢é hinh
tron hodc bau duc, véi kich thude tir 2 — 10 pm
[14]. Thanh t€ bao cta Chlorella chti yéu cau tao tie
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cellulose va mot 16p mucopolysaccharide, gitup
bao vé t€ bao khoi cac tac nhan bén ngoai va duy
tri hinh dang t€ bao. Chlorella chita ham luong
protein cao, chiém khoang 43-58% khdi luong
kho, rdt phu hop lam nguén dam thay thé tw
dong vat [24]. Bén canh d6, vi tdo con chtta lipid,
chu yéu la cdc axit béo khong bao hoa nhw
omega-3 va omega—6, carbohydrate, chdt xo va
khoang chat thiét yéu nhu Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu
[10-12].

Trong nuoi trong thay san, Chlorella duoc
tng dung lam thitc an ty nhién cho luan trung
hodc tdbm ¢ giai doan Zoae 1. Viéc b8 sung

Chlorella vao khau phan an ctia tdm va ca giap cai
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thién tdc do tdng trudng, tang ty 1€ sdng, va nang
cao stc dé khang déi vdi cac bénh do vi khuan
hodc virus gay ra. Dong thoi, Chlorella con gitp
cai thién chdt lwong nudc ao nudi nho kha ning
hap thu cac chét dinh dudng du thira (nguoén N
va P), han ché hién twong phu dudng va su phat
trién cua vi khuan gay bénh [25].

Bang 2. D6 twong dong cua trinh tw vung gen 18S cua
vi tao TV1 vdi co s dix liéu NCBI

- R bo
Tén trinh ty Ch{?u DQ, twong Ma trinh ty
dai phu "
dong
Chlorella sp. 1751  100% 100% ONB851438.1
UMT LF1
Chlorella sp. 1724 100% 100% GQ122357.1
KMMCC C-158
Chlorella vulgaris 1672 100% 100%  GQ122345.1
3.3 Duong chuin giita mat s6 té€ bao, khéi

lwong va gia tri OD

Duong chuan biéu dién méi quan hé gitra
mat s vi tao va gia tri ODes» dwroc xay dung bang
phuong trinh hoi quy tuyén tinh: y= 30x106 x X
— 137663 v6i hé s twong quan R2 = 0,9938, cho

10,0

4 y=30x108x X - 137663
. R2=0,9938 )
é 8,0 .
o o
2 60 e
2 e
Z
= 40 e
0 n
o K
& 20 -
= L
[
0,0 >
0,0 0.1 02 0,3 0,4
(A) Gié tri ODgg,

thdy tuong quan rat chat ché gitra gia tri OD va
maét sO vi tao (Hinh 2A).

Puong chuan biéu dién méi quan hé gitta
khdi luong vi tao va gia tri ODes2 dugc xay dung
bang phuong trinh hdi quy tuyén tinh: y=0,7806 x
X - 0,0056 véi hé s6 twong quan R2 = 0,9956, cho
thdy tuong quan rat chdt ché gitta gia tri OD voi
khoi lwong vi tao (Hinh 2B).

Trong nghién cttu cua Tsai [26], duong
chudn biéu dién mdi quan hé gitta mat s6, khoi
lwong vi tao va gia tri ODes2 ctia Chlorella sp. cling
duoc xac dinh voi hé s6 tuong quan  R? lan luot
dat 0,997 va 0,991. Mac du dwoc thuce hién trén cac
chang Chlorella sp. va trong diéu kién nudi cdy
khac nhau, ca hai nghién ctu déu ghi nhan maéi
quan hé tuyén tinh chat ché gitta gia tri ODgs,
(R2>0,99). biéu nay cho thay ODss, la chi s6 gian
tiép phu hop va dang tin cdy dé€ wdc luong mat s6
t&€ bao va sinh khdi ctia Chlorella sp. Tuy nhién, sw
khac biét vé hé s6 hoi quy gitta hai nghién cttu
phan anh tinh dac trung cua ting dong vi tao
cting nhu sw khéc biét vé diéu kién nudi cdy. biéu
nay cho thdy dwong chuin can duoc xdy dung

riéng cho ting ddi tuong va diéu kién nudi cdy

cu thé.
04 4
y=0,7806x X—0,0056 °
R2=0,9956
= 03 *
5
=
o0 .
g 02 IR
=]
3 Pt
G 01 Pt
%’
0,0 >
0,0 01 02 0,3 04 0,5
(B) s
Gié tri ODggn

Hinh 2. Duong chudn biéu dién méi quan hé gifta gia tri OD va mat s6 vi tao TV1 (A) hay khéi luong (B)

3.4  Mat sd khéi dau cho qua trinh nhan giong
Giai doan nhén gidng cip 1
Vi tao Chlorella sp. TV1 c6 kha ndng phat

trién trong sudt 6 ngay nuodi cdy ¢ giai doan nhan
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giong cap 1 voi cac ty 1é chiung ban dau lan luot 1a
1,0%; 1,5%; 2,0%; 2,5% va 3,0% (Bang 3). Trong hai
ngay dau, gia tri OD ¢ tat ca cdc nghiém thuc tang
khong dang ké phan anh giai doan thich nghi

(lag phase) cua vi tao trong modi truong long
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Conway’s. Tir ngay thi ba tro di, mat s6 vi tao bat
dau tang rd rét o tat ca cac nghiém thuc, trong do6
nghiém thiic ¢6 ty 1é chung 3,0% cho thay t6c do
tdng tredng vuot troi so véi cac nghiém thitc con
lai. Dén ngay th sdu, cac nghiém thic ¢ ty 1€
chung tit 2,0% dén 3,0% dat sinh truéng manh,
voi mat sd tir 9,542 dén 10,259x106 t& bao/mL.

Nguwoc lai, cac nghiém thitc c6 ty 1€ chung 1,0% va
1,5% chi dat 8,542— 8,922x10¢ t& bao/mL. Két qua
cho thady mat s6 chung ban dau anh hudéng déng
ké dén tdc do sinh truwong caa vi tao, trong do ty
lé chung ttt 2,0% tro 1én mang lai hiéu qua sinh

treong cao sau 6 ngay nudi cdy.

Bang 3. Mat s6 vi tao Chlorella sp. TV1 (x106 t€ bao/mL) ¢ giai doan nhéan giéng cap 1

Ti 1é giong

Thoi gian nubi cay (ngiy)

(%) 1 2 3 4 5 6

1,0 0,307£0,0776  0,367+0,067¢ 1,781:0,448¢  3,153:0,333> 54450572 8,542+1,209¢
1,5 0,306£0,1106  0,509+0,061° 1,917+1,114«¢  3,341+0,498>  5829+1,008%® 8,920+0,783b
2,0 0,313£0,109°  0,580£0,031®  2,050£0,554b  3,502:0,221>  6,552+0,713® 9,995+0,9677
2,5 0,3820,0972  0,602+0,087  2,128:0278>  3,549+0,303°  5,732+1,089° 9,542+0,06570¢
3,0 0,3820,099°  0,661+0,083: 2,429+05700  4,329+0,079°  7,009+0,508 10,259+0,17
CV % 8,52 10,92 6,87 12,02 15,12 10,22

Ghi cha: CV la hé s6'bién thién. Trong ciing mot cdt, cdc gid tri dwoc trinh bay dwéi dang trung binh + dg 1éch chudn (SD) ciia

ba lin lap lai; cdc gid tri mang cung chit cdi khong khdc bi¢t c6 yj nghia thong ké ¢ mirc 5% (p < 0,05).

Giai doan nhén giong cap 2

Trong ngay dau, mat s6 vi tao dao dong ti
0,519 dén 0,670x106 t€ bao/mL ¢ cac nghiém thirc
va tdng manh sau 2 ngay nudi cdy, dat 2,177x106
t&€ bao/mL 0 ty 1&é chung gidng 14%, khong khac
biét dang ké so véi cac ty 1¢ chung giong 16% va
18%. Sau 6 ngay, mat s6 cao nhat ghi nhan o ty 1é
chiang gidong 18% voi 9,365x10¢ t€ bao/mL, khac
biét cé y nghia thdng ké so voi ty 1€ chung gidng
12% (Bang 4). Két qua nay cho thdy chi mat 1
ngay dé vao pha log & qud trinh nhéan giéng cap 2,
ngan hon so véi 2 ngay & giai doan nhan gidng
cap 1, chiing to vi tao da thich nghi tot voi diéu
kién moi truong va dinh dudng. Viéc budc vao
pha log sém c6 y nghia quan trong, quan thé vi
tdo nhanh chéng dat mét sd cao, gitp chiém uwu

thé vé khong gian sinh thai va dinh dudng trong
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moi treong nudi cdy. Yéu t6 nay ddc biét quan
trong trong hé nuodi khong vo trung, noi vi sinh
vat tap nhiém ludn hién dién va canh tranh truc
ti€p voi vi tao. Cac nghién ctru truede day da chi ra
rang vi sinh vat thuong ton tai trong moi truong
da dang vé loai va lu6n c6 hién tuong canh tranh
dinh dudng va khong gian song [27]. Quan thé c6
téc do sinh treong cao thuong chiém wu thé canh
tranh va c6 kha nang dinh hinh ciu trac quan xa
vi sinh vat trong moi trieong [28]. Do d6, viéc rut
ngan thoi gian thich nghi va dua vi tio nhanh
chéng va pha log khong chi gitip nang cao mat s6
t& bao ma con gop phan han ché sy xam nhap va

phat trién ctia vi sinh vat tap nhiém.

Trén co sO nay, dé€ dam bao sinh truong 6n
dinh va dat méat sd cao trong giai doan nhan giong

cap 2, ty 1é giong ban dau ttr 14% tro 1én.
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Bang 4. Mat s6 vi tao Chlorella sp. TV1 (x10° t&€ bao/mL) 6 giai doan nhan gidng cdp 2

Tile Thoi gian nudi cdy (ngiy)

gibng (%) 1 2 3 4 5 6

12 0,519+0,091° 1,959+0,036>  3,502+0,337 4,579+0,423¢ 5,755+0,526b¢ 7,769+0,978b¢
14 0,634+0,093 2,177+0,078*  3,769+0,044b¢ 4,642+0,241¢ 6,402+0,766% 8,092+0,59032b¢
16 0,546+0,0802 2,389+0,0072  4,072+0,03120 5,442+0,2602 7,039+0,7522 8,449+1,323%®
18 0,670+0,0482 2,345+0,0386*  4,222+0,1032 5,182+0,0732 7,335+0,3542 9,365+0,8102
CV (%) 16,58 7,03 7,09 8,29 11,41 13,47

Ghi cht: CV la hé s6'bién thién. Trong ciing mot cgt, cdc gid tri dwoc trinh bay dwéi dang trung binh + dg 1éch chudn (SD) ciia

ba in lgp lai; cdc gid tri mang cung chit cdi khong khéc bi¢t c6 v nghia thong ké ¢ mirc 5% (p < 0,05).

Giai doan nhén gidng cip 3

Trong 2 ngay dau tién, gia tri OD o tat ca
cac nghiém thitc déu tdng nhung rat cham, mat sd
cao nhat chi dat 0,868x106 t€ bao/mL, cho thay vi
tao dang trong giai doan thich nghi (pha lag) voi
moi treong diéu kién nudi quy mo nhéan giong &
thé tich 4 L. T ngay tht 2 dén ngay thw 4, vi tao
budc vao pha log ¢ tat ca cdc nghiém thic. Giai
doan tir ngay 4 dén ngay 6 ghi nhan mat s6 tiép
tuc tang va dan ¢ xu hudng 6n dinh, dic biét ro &
cac nghiém thtc c6 ty 1€ chung giong 18% (mat s6
0,50x106t€ bao/mL ), cho thdy vi tao da thich nghi
va phat trién 6n dinh. Tt ngay 6 dén ngay 9, mat
s6 vi tao van tiép tuc téng nhe o tat ca cic nghiém
thirc, vi tao van duy tri kha nang phat trién va on
dinh trong sudt giai doan tir ngay 4 dén ngay 9.
Tai thoi diém ngay 9, méat s6 vi tao ¢ cac nghiém
thitc dao dong tir 6,305 dén 6,735x10¢ t& bao/mL,
nhung khong c6 su khac biét y nghia gitta cac
nghiém thutc véi ty 1é chung ban dau tir 12% dén
18% (Bang 5).

Nong d6 vi tao giong ban dau thap co thé
dan dén viéc kéo dai pha tiém an va lam giam tdc
dd sinh treong do s6 lugng t€ bao tham gia vao
qua trinh phan chia va chuyén hda chat dinh
dudng con han ché. Nguoc lai, nong do giong cay
ban dau cao thuong gitp rut ngan pha tiém an va
thic day toc do tang trudng ctia quan thé trong
giai doan dau [29]. Trong thuc t€, ty 1é gidng ban
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dau thuong duoc diéu chinh & mtc cao nham day
nhanh qué trinh nhan giéng va rat ngén chu ky
san xuat. Tuy nhién, khi néng d¢ giong cdy qua
cao, sy canh tranh vé anh sang va chat dinh
dudng cd thé gia tang, tir d6 lam han ché sy phat
trién va ndng suat sinh khoi cua té€ bao [30]. Do
dé, viéc t6i wu hoa mat s6 gidng cdy la yéu td can
thiét nham dat dugc nang suét sinh khdi cao va st
dung hiéu qua nguodn tai nguyén trong qua trinh

nudi cdy vi tao [31].

Két qua nghién cttu cho thdy mat sd khoi
dau & muc 0,452x106t€ bao/mL 1a phu hop, trong
khi viéc ting mat s6 ban dau lén 0,50x106 t&
bao/mL khong khéc biét y nghia vé mat s6 sau 9
ngay. Do do6, viéc ap dung mat s6 khoi dau trong
khoang 0,452x106 t& bao/mL khong chi dam bao
hiéu qua sinh truéng ma con gép phan giam chi
phi van hanh, han ché hao phi giéng va on dinh
chét luong sinh khoi Chlorella trong diéu kién san

xudt thuec té.

Tuy nhién, nghién cttu nay chi tap trung
vao viéc xac dinh mat sd khoi dau phu hgp cho
qua trinh nhan giéng trong diéu kién phong thi
nghiém va chua danh gid quy trinh nu6i sinh khéi
truc tiép trong nude thai ao nudi tdm & quy mo
tng dung, do d6 can c6 cac nghién ctu tiép theo
nhdm t8i wu hdéa diéu kién nudi thuc t& va danh
gia hiéu qua x ly nudc ciing nhw ning suét sinh

khoi & quy mo 16n.
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Bang 5. Mat s& vi tao Chlorella sp. TV1 (x106 t&€ bao/mL) & giai doan nhan giéng cip 3

Ti 1é Thoi gian nudi cay (ngiy)

giéng

(%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

12 0,437+0,104¢ 0,706+0,102¢ 2,812+0,018>  4,132+0,371*  4,295+0,027° 4,899+0,115° 5,135+0,108¢ 6,022+0,249* 6,305+0,289*
14 0,452+0,113  0,790+0,088> 2,979+0,036*  4,055+0,016°  4,655+0,033*  5,402+0,087*  5,609+0,0712 6,305+0,366°  6,735+0,212°
16 0,483+0,116®  0,837+0,078"  3,010+0,061°  4,032+0,064*  4,645+0,014*  5,585+0,203*  5,569+0,079®>  6,299+0,095*  6,729+0,300*
18 0,500+0,1092 0,868+0,0972 3,021+0,0522 3,918+0,052*  4,505+0,035° 5,262+0,1422 5,325+0,072b¢ 6,195+0,274> 6,689+0,413*
Ccv 4,49 4,96 3,08 7,10 3,30 513 3,99 6,25 6,63

(%)

Ghi cht: CV la h¢ s6'bién thién. Trong cing mot c6t, cic gid tri dwgc trinh bay dudi dang trung binh + dg léch chudn (SD) ciia ba lin ldp lai; cdc gid tri mang cimg

chi cdi khong khic biét c6 i nghia thong ké ¢ mirc 5% (p < 0,05).

-——

Tao gidng Nhan giéng cap 1 Nhan giéng cap 2 Nhan giéng cap 3
(Chlorellasp.TV1) (thé tich 400 mL) (thé tich 1L) (thé tich 4 L)

Hinh 3. Quy trinh nhén gidng vi tao Chlorella sp. TV1

Diéu kién nuébi cdy

Dich nudi Chlorella sp. TV1 dwgc ki€ém soat
0 nhiét do 22+2 °C, do0 man 20+2%., pH 8,3+0,2,
cueong d6 anh sang 5000 lux, chu ky chiéu sang
16:8 gio (sang:t6i) va suc khi lién tuc.

Quy trinh nhén gidng

Giai doan nhan gioéng cap 1 duoc tién hanh
trong binh 400 mL véi mat s6 t€ bao ban dau
0,313x106 t& bao/mL va kéo dai 6 ngay nhim gitip
vi tdo dat trang thai sinh trudéng 6n dinh.

Giai doan nhéan gidng cap 2 duoc thuc hién
trong binh 1 L véi mat s6 ban dau 0,634x106 t&
bao/mL trong 6 ngay, giup vi tao thich nghi tot
hon véi diéu kién nuoi cay.

Giai doan nhan gioéng cap 3 duoc tién hanh
trong binh 4 L véi mat s6 ban dau 0,452x106 t&
bao/mL va kéo dai 9 ngay; ¢ giai doan nay, vi tao

da thich nghi hoan toan va sinh treéng on dinh.

DOI: 10.26459 /hueunijns.v135i1S-1.8072

Mot s6 luu y quan trong

Trong subt qud trinh nhan giéng, cac diéu
kién nudi cdy va bién phdp kiém soéat ky thuat
dwoc thiee hién nghiém ngat nhdm dam bao mdi
truong 6n dinh va han ché nguy co tap nhiém. Cu
thé, nguon nudc nudi duoc khr clo hoan toan
bang cach suc khi manh lién tuc trong 48 gio;
dung dich dinh dudng (stock solution) dwoc khte
trung trudc khi pha moi treong va 46 man duoc
diéu chinh va duy tri 6n dinh bang NaCl; pH
duoc kiém soat hang ngay trong khoang 8,3+0,2
bang NaOH va NaH,COs. Nhiét do va chu ky
chiéu sang duoc gitt ¢d dinh trong sudt qua trinh
nuoi cdy. Trong qua trinh cdy chuyén giong, toan
b dung cu dwoc vé sinh sach va khtt triing béng
tia UV trong 60 phtit nham han ché& nhiém vi sinh
vat ¢é thé anh hudéng dén qua trinh nhan giong
[32, 33].
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Nguy co nhiém vi sinh vat va bién phap
khac phuc

Qua trinh nhéan giéng c6 thé gdp kho khan
do sw nhiém vi sinh vat va sinh vat an vi tao, bao
gom vi khuan, ndm, tao tap va rotifer [34-36]. Cac
tac nhan nay cd thé canh tranh dinh dudng, danh
sang hodc truc tiép tiéu thu t€ bao tao, trong do
rotifer c6 kha nang gay hién tuong “sup tao”
trong thoi gian ngan. D& han ché nguy co nay,
moi truong va dung cu nudi cdy can dugc khi
trung nghiém ngat, khu vuc nudi vi tao gidng
phai dwoc cach ly va ap dung chat ché cac bién
phdp an toan sinh hoc; khi phat hién tap nhiém,
qué trinh nhan giéng can duoc ngung va xu ly

triét dé trede khi tién hanh mé nudi mdi.

Nguy co thiéu anh sang va bién phap khac phuc
Anh sang déng vai tro quan trong ddi véi
sinh treong cua vi tao; thiéu anh sang c6 thé lam
cham sinh truong. Bén canh d6 cuong d6 anh
sang cao co thé tic ch€ su phat trién cua vi khuan
tap nhiém [37]. Vi vay, viéc cung cap anh sang
day du két hop véi hé thong suc khi hiéu qua
nham dam bao sy tuan hoan ctia vi tao trong bé
nuodi, tranh hién twong thi€u sang ¢ ddy va vung
trung tam bé, la yéu t6 can thiét d€ duy tri su phat

trién 6n dinh cua quan thé vi tao.

4  Kétluan

Nghién cttu da phan lap duoc bay dong vi
tao tir nudc thai ao nudi tom va tuyén chon thanh
cong dong Chlorella sp. TV1 c6 kha ndng sinh
tredng manh trong moi treong Conway’s. Xac
dinh duoc quy trinh nhan giong ba giai doan: giai
doan nhan gidng cap 1 nudi trong 6 ngay vi mat
s0 khoi dau 0,313x106 t€ bao/mL; giai doan nhan
giong cdp 2 nudi trong 6 ngay v6éi mat s6
0,634x10¢ t€ bao/mL va giai doan nhan gidong cap 3

nudi trong 9 ngay véi mat s6 0,452x106 t€ bao/mL.
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Nghién cttu nay lan dau tién xac dinh mat s6 khoi
dau t6i wu cho ting giai doan nhan gidng
Chlorella sp. ban dia tir nwdc thai ao tom tai Viét
Nam, gép phan hoan thién quy trinh san xudt
giong vi tdo quy mo 16n theo hudng bén virng va

kinh té tuan hoan.

Loi cam on: Dé tai nay duoc tai tro boi Pai hoc
Can Tho, Ma s6: T2025-121.

Mau thuin 1gi ich: Khdng cé mau thuan nao lién

quan dén viéc xudt ban bai bo nay.
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