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TOM TAT

Dunaliella salina 1a vi tdo bién luc don bao, nhdn thuc, mét nguon sinh khoi day hira hen dé
san xuat mi pham, dwec pham va nhién liéu sinh hoc. Té bao ¢6 kich thwéc nho va kha nang tong
hop luong lon cdc carotenoid, dac bién la f-caroten trong cac diéu kién v ché. Thu hogach D. salina
A9 sir dung chadt keo tu Chitosan véi nhitng nong dg tir 65-85 mg/L va pH tir >6.5 dén >8.5 duwoc
nghién citu nham danh gia su keo tu va hiéu qua thu hoach D. salina trong nudi cdy qui mé pilot ¢
Viét Nam. Két qua cho thay, nong do chitosan 85 mg/L va pH > 8.5 dat hiéu qud keo tu D. salina A9
cao hon so voi néng dé chitosan va pH thap. Tuong tu, hi¢u suat keo tu té bao vi tdo & néng do
chitosan 85 mg/L va pH > 8.5 dat hiéu qua cao nhat véi 94,19%.

Tar khoa: chitosan; Dunaliella salina; phuong phap keo tu

1. Giéi thigu

Ngay nay, cé4c sinh vat don bao, vi tao, 1a mot ngudn sinh khdi hap din do ning suat
cao va chaa nhiéu hop chit ¢ hoat tinh sinh hoc wng dung 1am chat phu gia thuc pham,
dugc pham, mi pham, thirc dn gia suc va nhién liéu tai tao. Nudi trong, thu hoach sinh khbi
va chiét tach dé san xuét cac nguyén liéu mong muén Ia nhimg budc quan trong trong qua
trinh san xuét vi tao (Tork, Khalilzadeh, & Kouchakzadeh, 2017). Trong d6, viéc thu hoach
vi tao gap phai nhitng han ché bao gom ndng d6 thap trong méi truong nudi ciy va kich
thudc nho véi hau hét 1a dién tich am trén bé mit té bao tao, diéu nay l1a mét trong nhiing
can tré anh hudng dén viéc ma rong va nhan rong san xuat vi tao (Matter, Darwesh, & Eida,
2018; Tork et al., 2017). Vi vay, viéc thu hoach sinh khéi tao tir méi truong nudi ciy long la
mot nat that 16n dbi véi san xuat nhién liéu sinh hoc mot céach tiét kiém khi st dung vi tao
lam nguyén liéu ché bién. Nguoi ta ugc tinh rang chi phi cua qué trinh thu hoach chiém téi
20-30% tdng chi phi san xuat sinh khéi, chiém tong cong khoang 50% chi phi san xuat dau
cudi cung (Low & Lau, 2017).
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C6 rat nhiéu chat tao keo tu da duoc nghién ciru nhu mubi vé co nhu sit clorua (FeCls)
va nhom sulfat (Al> (SO4)3) hoac cac polymer hiru co. Mat khac, vat liéu sinh hoc ty nhién
c6 thé duoc sir dung 1am chét keo tu bao gdom chitosan tao mang sinh hoc, thudng xuat phét
tir qué trinh khir chitin tir vo cua va tom va poly (acid y-glutamic), mot san pham ngoai bao
tir Bacillus subtilis. Céc ki thuat hién dai lién quan dén viéc tao ra cac vat liéu méi nhu hat
nano, hat tir tinh, polymer cation, vat liéu tong hop polymer, va tham chi ca su két hop cua
nhitng vat liéu nay. Mudi vo co c¢6 nhuoc diém 13 1am 6 nhidm sinh khdi thu hoach, khién
ching khéng thich hgp cho dong vat va con nguoi tiéu thu (Chua et al., 2019). Do do, viéc
lya chon phuong phap thu hoach phu hop, hiéu qua va tiét kiém theo quy mé sinh khéi sip
thu hoach c6 thé giam tong chi phi san xuit. Phwong phap duoc
chon phai cd thé giir cho méi truong vi tao khdng bi nhiém cac hop chit doc hai
(Tork et al., 2017).

Trong d0, cac polymer tu nhién dién hinh nhu chitosan 1a mot sy thay thé day tiém
nang dé giai quyét nhitng thach thic nay (Rashid, Rehman, & Han, 2013). Chitosan ngay
cang tro nén quan trong nhu mot chit tao mang sinh hoc tu nhién do sy két hop doc déo cua
né véi cac dac tinh nhu kha nang phan hay sinh hoc, kha nang tuong thich sinh hoc, kha
nang tai tao, hoat tinh sinh hoc va kha ning chap nhan sinh thai. Chitosan la chat hiru co tur
nhién polyelectrolyt c6 trong luong phan tur cao, mat o dién tich cao va dang duoc st dung
rong rai trong xir I nuge. N6 ¢6 mot dién tich dwong thuan cho phép hap thu manh mé vi
sinh vat bao gom ca vi tao tich dién am. Vi nhiing tinh ning nay, chitosan dugc coi la chat
két tu tiém ning c6 thé duoc sir dung dé thu hoach sinh khdi vi tao, giam phi va ting chat
lwong thu hoach sinh khéi vi tao (Trang et al., 2016).

Nghién ciu vé kha ning keo tu cta chitosan ddi véi 5 lodi vi tao bién c6 tim quan
trong ddi véi nghé nudi trong thuy san (Skeletonema costatum, Dunaliella tertiolecta,
Thalassiosira nordenskoldii, Chlorella sp. va Thalassionema sp.). Két qua cho thay, ¢ diéu
kién binh thudng trong méi truong nuéc bién nhan tao, néu khong kiém soéat pH, hiéu suat
keo tu dat 100% & ndng do chitosan kha cao (trén 40 mg/L). Khi pH duoc diéu chinh vé
khoang 7,8-8,0, hiéu suat keo tu dat 100% véi nong do chitosan tir 40 mg/L tr 1én. Tuy
nhién, khi pH duoc diéu chinh vé khoang 7 hoic thap hon, ndng d6 chitosan can thiét dé dat
duoc hiéu suat keo tu 95-100% da giam xubng con 20 mg/L dbi véi Chlorella va 2 mg/L dbi
véi S. costatum (Morales, de la NoUe, & Picard, 1985).

Dunaliella la vi tao luc don bao, c¢6 hinh trirng, hinh élip, hinh tru, hinh qua 1€, hoac
hinh cau tuy theo cac giai doan ting truéng ciing nhu méi truong dinh dudng khac nhau
trong nudi cay, kich thudc rong 4-15 pm va dai 6-25 um (Butcher, 1959). Dunaliella 12 mot
trong nhitng loai tao luc chiu man co thé san xuat va tich lity ba san pham c6 gia trj cao vé
thuong mai la glycerol, B-carotene va acid béo (Ben-Amotz, 2019). bac biét, D. salina dugc
nudi cay trong diéu kién trc ché khac nhau ting san xuit carotene (10% trong lugn khd) va
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dich trich chtra carotene nay c6 hoat tinh chdng oxy hda, khang khuan va chéng ung thu cao
(Singh, Baranwal, & Reddy, 2016). Vi vay, nghién ctru nay duoc tién hanh dé xac dinh diéu
kién keo tu D. salina hiéu qua st dung polymer sinh hoc Chitosan, gép phan ng dung vao
thue tién nudi cdy thu nhan sinh khéi D. salina tai Viét Nam.

2. Vatliéu va phuwong phap

2.1. Ching Dunaliella salina

D. salina A9 phan Iap tir mau thu thap ¢ viing ruéng mudi Vinh Hao, Binh Thuén duoc
sir dung dé nubi cy va thu nhan bang phuong phap keo tu vai Chitosan.
2.2. Cac phwong phap phén tich
2.2.1. Xac dinh mdt do té bao

L4y 100 pL dich tao duoc cé dinh bai dung dich Lugol (5% lod va 10% muéi Kl).
Mat d6 té bao duoc xac dinh bang cach dém truc tiép bang budng dém hong cau mdi 2-3
ngay, st dung kinh hién vi quang hoc véi budng dém c6 do sau 0,1 mm va dién tich 6 vuéng
1mm?. Mat d té bao trong 1 mL dugc tinh theo cong thic (Guillard & Sieracki, 2005):

D= ? x 10*x hé sb pha lodng
Trong do:

n: tong sb té bao dém duoc
i: dién tich 6 dém
D: mat d6 té bao (té bao/mL).
2.3.  Swkeo tu Dunaliella salina bang Chitosan

D. salina duoc nudi ciy trén moi truong MD4 1,5M NaCl va dugc thu hoach sau 2-3
tuan ting truong dé tién hanh thi nghiem.

Pha dung dich me chitosan (chitosan dugc cung cap bai Cong ty cd phan dau tu S-
Green Viét Nam): Hoa tan 5g/l chitosan trong 0,04M HCI (36,46%) va khuay dung dich
bing may khuiy tir trong vong 2 gid (Blockx, Verfaillie, Thielemans, Muylaert, &
Engineering, 2018).

Su keo tu cua Dunaliella salina duogc thir nghiém véi 3 nong do chitosan 1a 65 mg/L,
75 mg/L, 85 mg/L. Céc thi nghiém duoc thuc hién trong céc c6 mo 250 mL, chitosan tir
dung dich me b6 sung vao dich nudi ciy vi tao dé dat tong thé tich 14 100mL véi cac nong
d6 chitosan 65 mg/L, 75 mg/L, 85 mg/L. Sau d6 dem cho tron biang may khudy tir, pH duoc
diéu chinh qua ba muc 1a pH>6.5, pH>7.5, pH>8.5 thong qua viéc bd sung NaOH 1M hay
HCI 1M. Tiép d6 cac dung dich tao trén dugc cho vao binh ling gan dé ling sau 1 ngay va
thu hoach vi tao.
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2.4. Xdc dinh hiéu sudt keo tu

Hiéu suat keo tu hay phan trdm sinh khéi duoc loai bo khoi méi truong nudi ciy trong
thi nghiém dugc xac dinh dwa trén mat do té bao trudc va sau keo tu bang cong
thac sau:

Hiéu suat keo tu (%) = (?) x 100
Trong do:

A: s6 luong té bao (té bao/ml) sau keo tu bang chitosan

B: s6 luong té bao (té bao/ml) dich vi tao ban dau.
2.5. X li sé ligu

S6 lieu dugc xu |i bang Microsoft office Excel 2013 va phan tich one way ANOVA
bang phan mém SPSS 20.0 véi sai s6 y nghia p < 0,05. T4t ca cac nghiém thic duoc lap
lai 3 lan.
3.  K&étqua vathao luan
3.1. Swkeo tu ciia Chitosan ¢ cac pH khac nhau déi véi vi tdéo Dunaliella salina

Anh huéng cua pH dén qua trinh keo tu chitosan trong nudc bién 1a do pH anh huong
dén dién tich cua cac nhém amin nén né c6 anh huéng quan trong dén tinh chat keo tu cua
chitosan. Trong khoang pH 6.5, su keo tu dwoc hinh thanh twong dbi cham va cin xuét hién
it, nén bé mat mat dung dich van con sic té cua tao lo ling trong méi trudng nudi cay. Trong
khi d6, su keo tu quan sat dugc ro ting cao khi ting néng d6 chitosan Ién 75 mg/L va 85
mg/L & pH cao (> 7.5) cung véi d6 thoi gian ling nhanh xuat hién ¢ day binh ling gan
(Hinh 1). Céc két qua nay chi ra rang chitosan thyuc sy cd thé duoc sir dung dé tao bong vi
tao trong moi trudng nude bién, nhung d6 pH tuong ddi cao (7.5-10) 1a can thiét so véi do
pH thap trong méi truong nudc ngot (pH <7.5) (Blockx et al., 2018). Theo Augustine va
cong su (2019), hiéu qua keo tu cua cac chat cha yéu phu thudc vao dic tinh cua loai vi tao,
nhu thanh phan thanh té bao, kich thudc, tudi nudi, thanh phan méi trudng ting trudng va
d6 pH. Kha ning tuong thich cua chét keo tu ddi vai viéc thu hoach quy mé 16n céc loai vi
tao cha yéu phu thudc vao lugng chat keo tu can thiét va do pH dé mang lai hiéu qua keo tu
mong mudn (Augustine, Tanwar, Tremblay, & Kumar, 2019).
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Hinh 1. Nong dé chitosan tirong ing Véi tirng pH: (a) 65mg/L, pH>6.5; (b) 65mg/L,
pH>7.5; (c) 65mg/L, pH>8.5; (d) 75mg/L, pH>6.5; (e) 75mg/L, pH>7.5; (f) 75mg/L,
pH=>8.5; (g) 85mg/L, pH>6.5; (h) 85mg/L, pH>7.5; (i) 85mg/L, pH>8.5

3.2. Higu sudt keo tu ciia Chitosan di véi vi tdo Dunaliella salina

V6i ndng do chitosan 1a 65mg/L ¢ ca 3 pH khac nhau 1a >6.5, >7.5, >8.5 cho thiy
khong co su khac biét ¥ nghia (p > 0,05). Tuong tu voi ndng do chitosan 1a 75mg/L va
85mg/L & pH >6.5 khong c6 sy thay d6i rd rét (p > 0,05), con tir pH>7.5 va pH>8.5 & hai
ndng do trén c6 sy khac biét y nghia (p < 0,05). Tém lai, v6i ndng do chitosan > 75 mg/L
cung voi diéu kién pH>7.5 cho dat hiéu suét cao c6 su khac biét y nghia (p < 0,05) dé thu
hoach vi tao. Trong d6, voi nong do chitosan 85 mg/L va pH>8.5 cho dat hiéu suat taa tdi
wu nhat (Hinh 2 va Bang 1). Mt khac, khi tiia dung dich tao D. salina ¢ ndng d6 mudi cao
tir 3M NaCl tr& 18n voi ndng do chitosan 12 85 mg/L & pH>8.5 thi lai khong tia dugc do
lugng mubi chua trong sinh khdi qua nhiéu. B&i vi chitosan c6 mat do dién tich cation cao,
va do d6 co thé hép thu manh céac té bao vi tao tich dién 4m trén bé mat cia nd thong qua
cau ndi polyme va trung hoa dién tich (Zhu, Li, & Hiltunen, 2018). Anh hudng cua pH dén
qua trinh keo tu Chitosan trong nudc bién do pH anh huéng dén dién tich trén cic nhoém
amin nén n6 c6 anh hudng quan trong dén tinh chat keo tu cta chitosan. O pH thip (<7,5),
cac nhom amin cua chitosan dugc proton héa (mot phan) va do d6 tich dién duong, dan dén
tuong tac véi cac té bao vi tao tich dién am va keo tu theo co ché trung hoa dién tich va /
hodc co ché bac cau. Vi qua trinh keo tu trong nude bién xay ra & pH cao khi khong cé/ it
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dién tich trén polymer chitosan, nén qué trinh keo tu phai xay ra thong qua mot co ché khac.
Hién tugng nay duoc goi la tai on dinh phan tan va gay ra boi sy dao nguoc dién tich bé mat
cta té bao vi tao do sy hz?ip thu cation chitosan trén bé mit té bao. Khi st dung chitosan trong
moi trudng nude bién trong nghién ctiru nay, hiéu qua keo tu van cao khi vuot qua lidu t6i
wu va khong xay ra qua trinh tai tao phan tan. Diéu nay ciing chi ra co ché keo tu khac cua
chitosan trong nudc bién khi so sanh véi nude ngot (Blockx et al., 2018).

Theo Xu va cong su (2013), hiéu suat keo tu ddi vai vi tao Chlorella sorokiniana c6 thé
dat trén 99% & pH < 7. Nong do chitosan tbi uu (x4p xi 10 mg/g trong lwong khd tao) duoc
x4c dinh chu yéu bang mat d6 té bao hon 1a tudi té bao, ham luong lipid hodc thanh phan
ctia méi trudng. Chi phi cho qua trinh thu hoach vi tao bang chitosan cho gié thanh thap hon
SO V&i phuong phap li tdm hoac loc (Xu, Purton, & Baganz, 2013).

100 -
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20 -
10 -
0 -

m 65 mg/l
m 75 mg/l
85 mg/I

Hiéu suét keo tu
(H%)

pH>6.5 pH>7.5 pH>8.5
pH
Hinh 2. Hiéu sudt keo tu cia D. salina tia bang chitosan véi ba nong d@é khac nhau
dudi tac dong cua ba pH khac nhau
Bdng 1. Hiéu sudt keo ty D. salina bang chitosan véi ba nong dé va pH khac nhau
Hiéu suat keo tu (H%)

Nong do chitosan

pH>6.5 pH>7.5 pH>8.5
65 mg/L 56,881 + 14,419 62,997 £ 9,118 80,428 + 5,006
75 mg/L 70,642 + 1,059 85,627 + 0,809'2 87,156 + 1,401
85 mg/L 84,404 + 0,530 90,826 + 1,059% 94,190 + 1,223%

4.  Kétluan

Su keo tu cua vi tao D. salina A9 anh huong bai ndng do chitosan va pH méi truong.
Trong d6, voi nong d6 Chitosan 1a 85 mg/L va pH>8.5 dat duoc hiéu suit keo tu cao nhét.
Qua d6 viéc str dung chitosan mot chat polymer khong doc hai vira tiét kiém chi phi vira hiéu
qua trong viéc keo tu vi tao.

% Tuyén bé vé quyén loi: CAc tac gid xac nhan hoan toan khéng cé xung dot vé quyén loi.
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ABSTRACT

Dunaliella salina, a unicellular, eukaryotic marine green microalgae, is a promising source
of biomass for the production of cosmetics, pharmaceuticals, and biofuels. The cells are generally
small in size and can synthesize large amounts of carotenoids, especially f-carotene pigments under
different stress conditions. Harvesting D. salina A9 by using Chitosan flocculation with
concentrations of 65-85 mg/L and pH values from > 6.5 to > 8.5 was used to evaluate the flocculation
efficiency of the microalga in a pilot-scale in Vietnam. The results showed that the Chitosan
concentration of 85 mg/L and pH > 8.5 obtained higher flocculation of D. salina A9 than low
conditions. Similarly, the flocculation efficiency of microalgae at 85 mg/L of chitosan concentration
and pH > 8.5 was highest with 94.19%.

Keywords: chitosan; Dunaliella salina; flocculation method
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