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TÓM TẮT 

Dunaliella salina là vi tảo biển lục đơn bào, nhân thực, một nguồn sinh khối đầy hứa hẹn để 
sản xuất mĩ phẩm, dược phẩm và nhiên liệu sinh học. Tế bào có kích thước nhỏ và khả năng tổng 
hợp lượng lớn các carotenoid, đặc biện là β-caroten trong các điều kiện ức chế. Thu hoạch D. salina 
A9 sử dụng chất keo tụ Chitosan với những nồng độ từ 65-85 mg/L và pH từ >6.5 đến >8.5 được 
nghiên cứu nhằm đánh giá sự keo tụ và hiệu quả thu hoạch D. salina trong nuôi cấy qui mô pilot ở 
Việt Nam. Kết quả cho thấy, nồng độ chitosan 85 mg/L và pH > 8.5 đạt hiệu quả keo tụ D. salina A9 
cao hơn so với nồng độ chitosan và pH thấp. Tương tự, hiệu suất keo tụ tế bào vi tảo ở nồng độ 
chitosan 85 mg/L và pH > 8.5 đạt hiệu quả cao nhất với 94,19%. 
 Từ khóa: chitosan; Dunaliella salina; phương pháp keo tụ 
 
1. Giới thiệu 

Ngày nay, các sinh vật đơn bào, vi tảo, là một nguồn sinh khối hấp dẫn do năng suất 
cao và chứa nhiều hợp chất có hoạt tính sinh học ứng dụng làm chất phụ gia thực phẩm, 
dược phẩm, mĩ phẩm, thức ăn gia súc và nhiên liệu tái tạo. Nuôi trồng, thu hoạch sinh khối 
và chiết tách để sản xuất các nguyên liệu mong muốn là những bước quan trọng trong quá 
trình sản xuất vi tảo (Tork, Khalilzadeh, & Kouchakzadeh, 2017). Trong đó, việc thu hoạch 
vi tảo gặp phải những hạn chế bao gồm nồng độ thấp trong môi trường nuôi cấy và kích 
thước nhỏ với hầu hết là điện tích âm trên bề mặt tế bào tảo, điều này là một trong những 
cản trở ảnh hưởng đến việc mở rộng và nhân rộng sản xuất vi tảo (Matter, Darwesh, & Eida, 
2018; Tork et al., 2017). Vì vậy, việc thu hoạch sinh khối tảo từ môi trường nuôi cấy lỏng là 
một nút thắt lớn đối với sản xuất nhiên liệu sinh học một cách tiết kiệm khi sử dụng vi tảo 
làm nguyên liệu chế biến. Người ta ước tính rằng chi phí của quá trình thu hoạch chiếm tới 
20-30% tổng chi phí sản xuất sinh khối, chiếm tổng cộng khoảng 50% chi phí sản xuất dầu 
cuối cùng (Low & Lau, 2017). 
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Có rất nhiều chất tạo keo tụ đã được nghiên cứu như muối vô cơ như sắt clorua (FeCl3) 
và nhôm sulfat (Al2 (SO4)3) hoặc các polymer hữu cơ. Mặt khác, vật liệu sinh học tự nhiên 
có thể được sử dụng làm chất keo tụ bao gồm chitosan tạo màng sinh học, thường xuất phát 
từ quá trình khử chitin từ vỏ cua và tôm và poly (acid γ-glutamic), một sản phẩm ngoại bào 
từ Bacillus subtilis. Các kĩ thuật hiện đại liên quan đến việc tạo ra các vật liệu mới như hạt 
nano, hạt từ tính, polymer cation, vật liệu tổng hợp polymer, và thậm chí cả sự kết hợp của 
những vật liệu này. Muối vô cơ có nhược điểm là làm ô nhiễm sinh khối thu hoạch, khiến 
chúng không thích hợp cho động vật và con người tiêu thụ (Chua et al., 2019). Do đó, việc 
lựa chọn phương pháp thu hoạch phù hợp, hiệu quả và tiết kiệm theo quy mô sinh khối sắp 
thu hoạch có thể giảm tổng chi phí sản xuất. Phương pháp được  
chọn phải có thể giữ cho môi trường vi tảo không bị nhiễm các hợp chất độc hại  
(Tork et al., 2017). 

Trong đó, các polymer tự nhiên điển hình như chitosan là một sự thay thế đầy tiềm 
năng để giải quyết những thách thức này (Rashid, Rehman, & Han, 2013). Chitosan ngày 
càng trở nên quan trọng như một chất tạo màng sinh học tự nhiên do sự kết hợp độc đáo của 
nó với các đặc tính như khả năng phân hủy sinh học, khả năng tương thích sinh học, khả 
năng tái tạo, hoạt tính sinh học và khả năng chấp nhận sinh thái. Chitosan là chất hữu cơ tự 
nhiên polyelectrolyt có trọng lượng phân tử cao, mật độ điện tích cao và đang được sử dụng 
rộng rãi trong xử lí nước. Nó có một điện tích dương thuần cho phép hấp thụ mạnh mẽ vi 
sinh vật bao gồm cả vi tảo tích điện âm. Với những tính năng này, chitosan được coi là chất 
kết tụ tiềm năng có thể được sử dụng để thu hoạch sinh khối vi tảo, giảm phí và tăng chất 
lượng thu hoạch sinh khối vi tảo (Trang et al., 2016).  

Nghiên cứu về khả năng keo tụ của chitosan đối với 5 loài vi tảo biển có tầm quan 
trọng đối với nghề nuôi trồng thủy sản (Skeletonema costatum, Dunaliella tertiolecta, 
Thalassiosira nordenskoldii, Chlorella sp. và Thalassionema sp.). Kết quả cho thấy, ở điều 
kiện bình thường trong môi trường nước biển nhân tạo, nếu không kiểm soát pH, hiệu suất 
keo tụ đạt 100% ở nồng độ chitosan khá cao (trên 40 mg/L). Khi pH được điều chỉnh về 
khoảng 7,8-8,0, hiệu suất keo tụ đạt 100% với nồng độ chitosan từ 40 mg/L trở lên. Tuy 
nhiên, khi pH được điều chỉnh về khoảng 7 hoặc thấp hơn, nồng độ chitosan cần thiết để đạt 
được hiệu suất keo tụ 95-100% đã giảm xuống còn 20 mg/L đối với Chlorella và 2 mg/L đối 
với S. costatum (Morales, de la Noüe, & Picard, 1985). 

Dunaliella là vi tảo lục đơn bào, có hình trứng, hình êlip, hình trụ, hình quả lê, hoặc 
hình cầu tùy theo các giai đoạn tăng trưởng cũng như môi trường dinh dưỡng khác nhau 
trong nuôi cấy, kích thước rộng 4-15 µm và dài 6-25 µm (Butcher, 1959). Dunaliella là một 
trong những loài tảo lục chịu mặn có thể sản xuất và tích lũy ba sản phẩm có giá trị cao về 
thương mại là glycerol, β-carotene và acid béo (Ben-Amotz, 2019). Đặc biệt, D. salina được 
nuôi cấy trong điều kiện ức chế khác nhau tăng sản xuất carotene (10% trọng lượn khô) và 
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dịch trích chứa carotene này có hoạt tính chống oxy hóa, kháng khuẩn và chống ung thư cao 
(Singh, Baranwal, & Reddy, 2016). Vì vậy, nghiên cứu này được tiến hành để xác định điều 
kiện keo tụ D. salina hiệu quả sử dụng polymer sinh học Chitosan, góp phần ứng dụng vào 
thực tiển nuôi cấy thu nhận sinh khối D. salina tại Việt Nam. 
2. Vật liệu và phương pháp 
2.1. Chủng Dunaliella salina 

D. salina A9 phân lập từ mẫu thu thập ở vùng ruộng muối Vĩnh Hảo, Bình Thuận được 
sử dụng để nuôi cấy và thu nhận bằng phương pháp keo tụ với Chitosan. 
2.2. Các phương pháp phân tích 
2.2.1. Xác định mật độ tế bào  

Lấy 100 µL dịch tảo được cố định bởi dung dịch Lugol (5% Iod và 10% muối KI). 
Mật độ tế bào được xác định bằng cách đếm trực tiếp bằng buồng đếm hồng cầu mỗi 2-3 
ngày, sử dụng kính hiển vi quang học với buồng đếm có độ sâu 0,1 mm và diện tích ô vuông 
1mm2. Mật độ tế bào trong 1 mL được tính theo công thức (Guillard & Sieracki, 2005): 

D = n
i
 x 104 x hệ số pha loãng 

Trong đó: 
n: tổng số tế bào đếm được 
i: diện tích ô đếm 
D: mật độ tế bào (tế bào/mL). 

2.3. Sự keo tụ Dunaliella salina bằng Chitosan 
D. salina được nuôi cấy trên môi trường MD4 1,5M NaCl và được thu hoạch sau 2-3 

tuần tăng trường để tiến hành thí nghiệm. 
Pha dung dịch mẹ chitosan (chitosan được cung cấp bởi Công ty cổ phần đầu tư S-

Green Việt Nam): Hòa tan 5g/l chitosan trong 0,04M HCl (36,46%) và khuấy dung dịch 
bằng máy khuấy từ trong vòng 2 giờ (Blockx, Verfaillie, Thielemans, Muylaert, & 
Engineering, 2018). 

Sự keo tụ của Dunaliella salina được thử nghiệm với 3 nồng độ chitosan là 65 mg/L, 
75 mg/L, 85 mg/L. Các thí nghiệm được thực hiện trong cốc có mỏ 250 mL, chitosan từ 
dung dịch mẹ bổ sung vào dịch nuôi cấy vi tảo để đạt tổng thể tích là 100mL với các nồng 
độ chitosan 65 mg/L, 75 mg/L, 85 mg/L. Sau đó đem cho trộn bằng máy khuấy từ, pH được 
điều chỉnh qua ba mức là pH>6.5, pH>7.5, pH>8.5 thông qua việc bổ sung NaOH 1M hay 
HCl 1M. Tiếp đó các dung dịch tảo trên được cho vào bình lắng gạn để lắng sau 1 ngày và 
thu hoạch vi tảo. 
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2.4. Xác định hiệu suất keo tụ 
Hiệu suất keo tụ hay phần trăm sinh khối được loại bỏ khỏi môi trường nuôi cấy trong 

thí nghiệm được xác định dựa trên mật độ tế bào trước và sau keo tụ bằng công  
thức sau: 

Hiệu suất keo tụ (%) = �𝐁𝐁−𝐀𝐀
𝐁𝐁
� × 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏 

Trong đó:  
A: số lượng tế bào (tế bào/ml) sau keo tụ bằng chitosan 
B: số lượng tế bào (tế bào/ml) dịch vi tảo ban đầu. 

2.5. Xử lí số liệu 
Số liệu được xử lí bằng Microsoft office Excel 2013 và phân tích one way ANOVA 

bằng phần mềm SPSS 20.0 với sai số ý nghĩa p < 0,05. Tất cả các nghiệm thức được lặp  
lại 3 lần. 
3. Kết quả và thảo luận 
3.1. Sự keo tụ của Chitosan ở các pH khác nhau đối với vi tảo Dunaliella salina 

Ảnh hưởng của pH đến quá trình keo tụ chitosan trong nước biển là do pH ảnh hưởng 
đến điện tích của các nhóm amin nên nó có ảnh hưởng quan trọng đến tính chất keo tụ của 
chitosan. Trong khoảng pH 6.5, sự keo tụ được hình thành tương đối chậm và cắn xuất hiện 
ít, nên bề mặt mặt dung dịch vẫn còn sắc tố của tảo lơ lửng trong môi trường nuôi cấy. Trong 
khi đó, sự keo tụ quan sát được rõ tăng cao khi tăng nồng độ chitosan lên 75 mg/L và 85 
mg/L ở pH cao (> 7.5) cùng với đó thời gian lắng nhanh xuất hiện ở đáy bình lắng gạn  
(Hình 1). Các kết quả này chỉ ra rằng chitosan thực sự có thể được sử dụng để tạo bông vi 
tảo trong môi trường nước biển, nhưng độ pH tương đối cao (7.5-10) là cần thiết so với độ 
pH thấp trong môi trường nước ngọt (pH <7.5) (Blockx et al., 2018). Theo Augustine và 
cộng sự (2019), hiệu quả keo tụ của các chất chủ yếu phụ thuộc vào đặc tính của loài vi tảo, 
như thành phần thành tế bào, kích thước, tuổi nuôi, thành phần môi trường tăng trưởng và 
độ pH. Khả năng tương thích của chất keo tụ đối với việc thu hoạch quy mô lớn các loài vi 
tảo chủ yếu phụ thuộc vào lượng chất keo tụ cần thiết và độ pH để mang lại hiệu quả keo tụ 
mong muốn (Augustine, Tanwar, Tremblay, & Kumar, 2019). 
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Hình 1. Nồng độ chitosan tương ứng với từng 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. Hiệu suất keo tụ của Chitosan đối với vi tảo Dunaliella salina 

Với nồng độ chitosan là 65mg/L ở cả 3 pH khác nhau là >6.5, >7.5, >8.5 cho thấy 
không có sự khác biệt ý nghĩa (p > 0,05). Tương tự với nồng độ chitosan là 75mg/L và 
85mg/L ở pH >6.5 không có sự thay đổi rõ rệt (p > 0,05), còn từ pH>7.5 và pH>8.5 ở hai 
nồng độ trên có sự khác biệt ý nghĩa (p < 0,05). Tóm lại, với nồng độ chitosan > 75 mg/L 
cùng với điệu kiện pH>7.5 cho đạt hiệu suất cao có sự khác biệt ý nghĩa (p < 0,05) để thu 
hoạch vi tảo. Trong đó, với nồng độ chitosan 85 mg/L và pH>8.5 cho đạt hiệu suất tủa tối 
ưu nhất (Hình 2 và Bảng 1). Mặt khác, khi tủa dung dịch tảo D. salina ở nồng độ muối cao 
từ 3M NaCl trở lên với nồng độ chitosan là 85 mg/L ở pH>8.5 thì lại không tủa được do 
lượng muối chứa trong sinh khối quá nhiều. Bởi vì chitosan có mật độ điện tích cation cao, 
và do đó có thể hấp thụ mạnh các tế bào vi tảo tích điện âm trên bề mặt của nó thông qua 
cầu nối polyme và trung hòa điện tích (Zhu, Li, & Hiltunen, 2018). Ảnh hưởng của pH đến 
quá trình keo tụ Chitosan trong nước biển do pH ảnh hưởng đến điện tích trên các nhóm 
amin nên nó có ảnh hưởng quan trọng đến tính chất keo tụ của chitosan. Ở pH thấp (<7,5), 
các nhóm amin của chitosan được proton hóa (một phần) và do đó tích điện dương, dẫn đến 
tương tác với các tế bào vi tảo tích điện âm và keo tụ theo cơ chế trung hòa điện tích và / 
hoặc cơ chế bắc cầu. Vì quá trình keo tụ trong nước biển xảy ra ở pH cao khi không có/ ít 
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điện tích trên polymer chitosan, nên quá trình keo tụ phải xảy ra thông qua một cơ chế khác. 
Hiện tượng này được gọi là tái ổn định phân tán và gây ra bởi sự đảo ngược điện tích bề mặt 
của tế bào vi tảo do sự hấp thụ cation chitosan trên bề mặt tế bào. Khi sử dụng chitosan trong 
môi trường nước biển trong nghiên cứu này, hiệu quả keo tụ vẫn cao khi vượt quá liều tối 
ưu và không xảy ra quá trình tái tạo phân tán. Điều này cũng chỉ ra cơ chế keo tụ khác của 
chitosan trong nước biển khi so sánh với nước ngọt (Blockx et al., 2018).  

Theo Xu và cộng sự (2013), hiệu suất keo tụ đối với vi tảo Chlorella sorokiniana có thể 
đạt trên 99% ở pH < 7. Nồng độ chitosan tối ưu (xấp xỉ 10 mg/g trọng lượng khô tảo) được 
xác định chủ yếu bằng mật độ tế bào hơn là tuổi tế bào, hàm lượng lipid hoặc thành phần 
của môi trường. Chi phí cho quá trình thu hoạch vi tảo bằng chitosan cho giá thành thấp hơn 
so với phương pháp li tâm hoặc lọc (Xu, Purton, & Baganz, 2013). 

 
Hình 2. Hiệu suất keo tụ của D. salina tủa bằng chitosan với ba nồng độ khác nhau  

dưới tác động của ba pH khác nhau 
Bảng 1. Hiệu suất keo tụ D. salina bằng chitosan với ba nồng độ và pH khác nhau 

Nồng độ chitosan 
Hiệu suất keo tụ (H%) 

pH>6.5 pH>7.5 pH>8.5 
65 mg/L 56,881 ± 14,4191a 62,997 ± 9,1181a 80,428 ± 5,0061a 

75 mg/L 70,642 ± 1,0591a 85,627 ± 0,80912b 87,156 ± 1,40112b 

85 mg/L 84,404 ± 0,5301a 90,826 ± 1,0592b 94,190 ± 1,2232b 

4. Kết luận 
Sự keo tụ của vi tảo D. salina A9 ảnh hưởng bởi nồng độ chitosan và pH môi trường. 

Trong đó, với nồng độ Chitosan là 85 mg/L và pH≥8.5 đạt được hiệu suất keo tụ cao nhất. 
Qua đó việc sử dụng chitosan một chất polymer không độc hại vừa tiết kiệm chi phí vừa hiệu 
quả trong việc keo tụ vi tảo. 

 

 Tuyên bố về quyền lợi: Các tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 
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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 β-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 
 


