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TOM TAT

Nghién ciru ndy danh gia hiéu qua ciia phirong phép keo tu sinh hoc sir dung chitosan trong viéc thu hoi
sinh khéi Nannochloropsis sp. va hiéu qud bdo quan sdc té trong sinh khoi vi tao sau thu hoach. Qud trinh thu
héi sinh khéi duoc thuc hién bcing chitosan (kh(fi lwong phan tir ~520 kDa, n5ng do 60 ppm) va loc qua vdi loc.
Két qua cho thdy hiéu sudt thu hoi sinh khoi dat khodng 88%, véi hiéu sudt thu hoi chlorophyll-a va carotenoid
lan luot la khoang 95% va 89%. Sinh khoi vi tdo dam dic sau do duwoc bo sung 0,1% vitamin C va bao quan
& 4+2°C. Sau 10 tuan bdo quan, ty 1é ton that carotenoid va chlorophyll-a lan heot la khodang 7% va 5%. Cdc
két qua nay cho thdy tiém nang cua phwong phap thu hoach va bao quan duoc dé xudt trong viéc duy tri chat
leong sinh khoi Nannochloropsis sp. giau sdc to.

Tir khéa: Chitosan, Nannochloropsis sp., hiéu sudt thu hoi sinh khoi, chlorophyll-a, carotenoid.

ABSTRACT

This study evaluates the effectiveness of chitosan-based bioflocculation for harvesting Nannochloropsis
sp. biomass and the efficiency of pigment preservation in the microalgal biomass during storage. The microalgal
biomass harvesting process was carried out using chitosan (molecular weight ~520 kDa, concentration 60 ppm)

followed by cloth filtration. The results showed a biomass recovery efficiency of approximately §8%, while the
recovery efficiencies of chlorophyll-a and carotenoids were approximately 95% and 89%, respectively. The
concentrated microalgal biomass was supplemented with 0.1% vitamin C and stored at 4+2°C. After 10 weeks
of storage, the loss rates of carotenoids and chlorophyll-a were approximately 7% and 5%, respectively. These
results indicate the potential of the proposed harvesting and preservation method for maintaining the quality
of pigment-rich Nannochloropsis sp. biomass.

Keywords: Chitosan, Nannochloropsis sp., biomass recovery efficiency, chlorophyll-a, carotenoid.

I. PAT VAN DE

Sinh khéi vi tio duoc danh gia 1a ngudn
thuc phdm tiém ning cho nguoi va dong
vat nudi nho ¢6 gia tri dinh dudng cao, tde
d6 tang sinh khdi 16n, kha ning séng duoc
trong nhiéu diéu kién moéi truong. Sinh khéi
vi tdo ddc biét c6 y nghia trong nganh nuoi
trong thuy san, do can thirc n sdng c6 gia tri
dinh dudng cao. Nannochloropsis sp. 1la mot
trong nhirng loai vi tdo bién c6 ngudn dinh
dudng cao voi day du cac thanh phan protein,
carbohydrate, lipid, acid amin, acid béo khong
bdo hoa, khoang chét, chat chong oxy hoa va

giau sic td. Vi tio Nannochloropsis sp. phan
bd rong rai, co vai trd quan trong trong viée
tai tao hé sinh thai giam thiéu 6 nhiém méi
truong va dugce sir dung lam thirc an chinh cho
thuy san nhu 4u tring c4, giap xac, dong vt
hai manh vo, than mém,... (Phuong, 2023;
Trung va cong sy, 2023). Tuy nhién, viéc thu
hdi vi tio & quy mé 16n hién dang gip nhiéu
thach thic vé cong nghé, thiét bi va chi phi.
Céc phuong phap phd bién hién dang duoc ap
dung dé thu hoach vi tao g6m ly tam, siéu loc,
tuyén ndi, keo tu..., mdi phwong phap c6 wu
va nhuoc diém riéng. Trong d6, phuong phap
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keo tu thé hién tinh vuot troi trong thu hoach
sinh khdi vi tao & quy mé 16n, giit duogc té
bao vi tao séng c6 thé tai nudi cdy, tinh kha
thi cao vé mit cong nghé va chi phi dau tu
thip. Gan ddy, cac nha khoa hoc di nghién
ctru thu hoach vi tao bang polyme sinh hoc
nhu chitosan nham dam bao an toan cho dong
vat nudi. Tuy nhién, hau hét phuong phap két
ta vi tao bang chitosan duoc tng dung nhiéu
ddi véi cac loai vi tao nude ngot va nudc lg.
Hiéu qua thu hoach vi tao bién bing chitosan
thip do bi anh huong boi cuong do ion qua
cao va do pH ciia méi trudng. C6 nhidu yéu
t6 anh huong dén hiéu qua thu hoach vi tao
bang polyme sinh hoc nhu ching vi tao, kich
thude té bao, mat do va thanh phan cua té
bao, loai polyme (trong lugng phén tu, mat
d6 dién tich trén phén tir) va ham luong chat
keo tu, thanh phan méi trudng nudi ciy (Yang
va cong su, 2016; Pugazhendhi va cong su,
2019; Phugng, 2023).

Két qua cac nghién ciru ing dung chitosan
dé thu hoach vi tio bién Nannochloropsis
sp. (kich thudc 2-4 um) c6 sy khac nhau va
dugc giai thich boi nhidu co ché két bong vi
tao, bao g6m trung hoa dién tich, quét, bac
clu, va va trong lyc (Trung va cong sy, 2023;
Phuong, 2023). Cac tuong tac giita chitosan
va vi tao lién quan dén lién hét cong hoa tri,
tuong tac tinh dién, lién két hydro, lyc van der
Waals va cac luc dic hiéu cao khac dan dén
cac co ché keo tu khac nhau (Yang va cong
su, 2016; Trung va cdng sy, 2023). Trong moi
truong dung dich vi tdo Nannochloropsis sp.
tich dién am bat gip chitosan 1a mot polyme
tich dién duong lam trung hoa dién tich bé mit
trén té bao, ngoai ra chitosan con co thé lién
két cac hat lai voi nhau bang cac lién két béc
ciu théng qua luc hip din vat 1y/hoa hoc. Tuy
nhién, trong méi truong dich vi tao bién c6 do
min cao, chitosan c6 xu huéng gip chit lai va
khong thé lién két vai cac té bao vi tao gy tic
ché qua trinh két bong (Pugazhendhi va cong
su, 2019). Van d& nay can dugc nghién ctru
k¥ hon vé tinh chit cta chitosan anh hudng
dén qua trinh keo tu cia bong vi tao bién co
kich thuéc si€u nho (< 5 um) va moi truong
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nuée bién co pH kiém trong khoang 7,5 — 8,5.
Trong luong phéan tir, d§ deacetyl, dd nhdt 1a
nhing tinh chat quan trong quyét dinh viéc
ung dung cua chitosan trong cac linh vuc
cong ngh¢ san xuét khac nhau (y duoc, thyc
pham, noéng nghiép va moi trudng). Chitosan
co6 do deacetyl cao (DD > 90%) cang co
nhiéu nhom NH," tich dién duong va vi tao
Nannochoropsis sp. c6 dién tich am, do do6 sé
tang cuong ca hi¢u ung trung hoa dién tich va
lién két bic cAu nho lyc ddy tinh dién trong
phan tr (Yang va cong su, 2016). Chitosan co
trong luwong phan tir cao voi mat do dién tich
cao phu hop tng dung thu hoach vi tdo siéu
nho (Pugazhendhi va céng su, 2019; Trung
va cong sy, 2023). Nhu vay, kha nang tuong
tac tinh dién cua chitosan véi cac té bao vi
tao thong qua co ché trung hoa dién tich va
co ché bic cau (chitosan mach dai, Mw cao)
hodc co ché va (chitosan mach ngén, Mw
thap) (Phuong, 2023).

Dich vi tdao ¢6 dac sau thu hoach bﬁng
polyme sinh hoc (chitosan) dugc xem la thirc
an séng tiém ning va hiéu qua trong nudi
trong thuy san, dic biét 1a dé van chuyén va
bao quan (Phuwong, 2023). Két qué cong bd
boi Trung va cong su (2023) cho thiy phuong
phap thu hoach bang mudi chitosan c6 két hop
diéu chinh pH moi truong kiém mang lai hiéu
qua cao vé hiéu suit thu sinh khéi hon 1a chi
sir dung mudi chitosan, nhung c6 anh hudng
dén hiéu suat thu cac chit mau. Piéu nay duoc
giai thich do sy tac dong cua d6 pH dén qua
trinh keo ty, anh huong dén thanh té bao vi
tao, gy v té bao (Pugazhendhi va cong su,
2019). Trong khi cic chit mau & dang tu do
rat d& bi hu hong, nhung chua c6 nghién ciru
nao quan tdm anh huong cua phuorng phap thu
dén qua trinh bao quan cac chat mau cua dich
vi tdo song.

Muc tiéu cua nghién ctu nay la xac dinh
loai chitosan voi trong lugng phan to phu
hop dé thu hoi sinh khéi dam dic cua vi tao
Nannochloropsis sp., ddng thoi danh gia kha
ning bao vé cac chat mau trong sinh khi theo
thoi gian bdo quan.
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II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vit liéu nghién ctru

2.1.1. Vi tdo Nannochloropsis sp.

Dich sinh khéi vi tdo Nannochloropsis
sp. (Hinh 1) dugc nudi ciy tai Trung tdm
Nghién ctru Giéng va Dich bénh thiy san
(Truong Pai hoc Nha Trang) c6 kich thudc
2 + 4 pm, d6 man cua dich sinh khéi vi tao
30 + 4q0°/00, ,pH moi truong 7,8 + 8,4. Tai
thoi diém ti€n hanh nghién cuu, dich sinh
khéi vi tédo dat mat do té bao trong khoang
(36 + 40) x 10 tb/mL, sinh khdi dat trong
khoang 0,13 = 0,15 g/L (tinh trén ham lugng
chit kho), dién thé zeta trong khoang 5,9 +
6,2 mV va cb dinh thoi gian 14y mau lac 15
gio hang ngay.

2.1.2. Chitosan

Chitosan dang vay, mau tring dugc san xut
theo quy trinh cua Phuong va cong sy (2022) tur
v0 10t x4c ctia tom thé chan tring, sau d6 nghién
dén kich c¢& hat 35 mesh (Chitosan 1, Mwm)
dat do deacetyl trong khoang 89 + 91%, d6 am
< 10%, ham lugng khoang va protein con lai
< 1%. Chitosan 1 13 nguyén liéu dé san xuét
chitgsan 2 (ca‘it‘rnach 1 lan, Mw,, ) va chitosan
3 (cat mach 2 lan, Mw ) theo phuong phap ctia
Minh va cong sy (2017): nghién chitosan (80
mesh) duoc xt 1y truong no véi NaOH 0,2%,
& nhiét do phong trong 8 gid va cit mach véi
H,0, 0,3% & nhigt d6 phong trong 12 gio gé
thu nhan chitosan c6 khoi lugng phan tir thap.
Tinh chit cua cac chitosan 1, 2 va 3 thé hién
trong Bang 1.

Bang 1. Tinh chét co bén ciia chitosan

Thong s0 Chitosan 1 (C1) | Chitosan 2 (C2) | Chitosan 3 (C3)
Mw (kDa) 520,3 + 36,6 220,5 £20,7 60,8 £5,2
Dién thé Zeta (mV) 86,7+ 1,7 50,3+ 0,6 38,2+0,5
Do tan 1% chitosan hoa tan trong 99,0% + 1,2 99,0+0,9 99,7+0,3
acid acetic 1%
Do nhét (cPs) 335+24 76,4 +22 8.6+1,2
pH cta dung dich 1% chitosan 3,0+0,2 3,1+0,2 3,1+0,1

2.1.3 Hoa chét

Acid acetic, NaOH 1,0 M, vitamin C tinh khiét (LA, Merck), nudc khir ion (DI) dugc cung cép

tir phong thi nghiém.
2.2. Phwong phap nghién ciru
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Hinh 1. So db thi nghiém téng quat.
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So do thi nghiém téng quat thu sinh khdi vi
tao dam dic duoc trinh bay ¢ Hinh 1. Mau dich
vi tdo Nannochloropsis sp. dugc thu tir cac tui
nudi sinh khéi thé tich 50 lit (50 cm x 140 cm)
tai Trung tim Nghién ctru Gidng va Dich bénh
thiy san, Truong Pai hoc Nha Trang. Cac thi
nghiém xac dinh hi¢u suét léng dugc tién hanh
tai Trung tdm Thi nghiém va Thyc hanh, Truong
Pai hoc Nha Trang. Sau khi chon loai chitosan
v6i ndng do sir dung phi hop, cac bong keo tu vi
tao duoc loc qua 16p vai mong dé thu sinh khdi
vi tdo dam dic. Cac mau vi tao thu nhan dugc
cho vao cac hii nhya kin, boc bang gidy nhém dé
bao quan & cac ché do nhiét dd khac nhau.

22.1. Xac dinh anh huéng cia ndng
dd chitosan dén hiéu sut léng cua vi tao
Nannochloropsis sp. theo thoi gian

Vi tdo Nannochloropsis sp. dugc cho vao
cbe thuy tinh, bd sung chitosan 1 & cac ndng do
(ppm) khac nhau tir 0, 20, 40, 60, 80, 100 vao
dich vi tdo. Hon hop vi tao va chitosan dugc
khudy déu bang thiét bi Jartest SW6 Stuart véi
téc do khudy 1a 50 rpm trong vong 15 phut. Sau
d6 chuyén dich vi tao sang ng dong va quan sat
hién tugng lang cuia sinh khéi, tién hanh 1dy mau
& cac thoi diém (15, 30, 45, 60, 120, 180, 240,
300 phut) dé xac dinh higu suit ling va do pH
moi truong dich vi téo.

2.2.2. Xac dinh anh huéng cuia loai chitosan
¢6 trong lugng phan tir khac nhau dén hiéu suat
ling va kha ning sinh truéng cua sinh khéi vi
tao Nannochloropsis sp. sau thu hoach

Sau khi chon ndéng do chitosan thich hop,
tién hanh thur nghiém 3 loai chitosan cé trong
luong phén tir khac nhau gdm chitosan 1 (C1,
Mw,, ), chitosap 2 (C2, Mw,, ) va chitgsal} 3
(C3, Mw,). Tién hanh xéc dlnh qhiéu suat lang
vi tdo va thur nghiém nudi cay de danh gia kha
nang sinh truong trd lai ctia té bao vi tao sau thu
hoach.

2.2.3. Xac dinh anh huong ciia phuong phap
thu nhan bang chitosan dén hiéu suat ling va
hiéu suat thu hdi carotenoid va chlorophyll-a
cua vi tao Nannochloropsis sp.

Tién hanh thir nghiém so sanh anh huong
ctia phuong phap thu bang chitosan két hop diéu
chinh pH 10 (Trung va cong sy, 2023) dén hi¢u
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qua thu sinh khéi va hiéu qua bao vé chéat mau
trong vi tao. Sau d6 tién hanh bao quan sinh khéi
thu dugc ¢ cac nhiét do -20+£2°C, 4+2°C va nhiét
d6 phong (30£2°C) trong 12 tuan, xac dinh ty
16 ton that ham lwong chit mau carotenoid va
chlorophyll-a.

2.3. Cac phwong phap phan tich

- Ham luong 4m duogc xac dinh theo phuong
phap AOAC.

- Trong lugng phéan tr (Mw) cua chitosan
duoc xac dinh thong qua do nhét ndi bang nhét
ké Ubbelohde 523 Io/13 (duong kinh 0,2 mm)
0 25°C, AVS 470, Germany, cong thirc tinh theo
Mark-Houwink (Zhang va Neau, 2001). P nhot
biéu kién cua chitosan bang nhét ké Brookfield
(AMETEK BROOKFIELD, USA) ¢ 25°C sau
khi hoa tan chitosan hoan toan trong acid acetic
1% v6i nong do 1g/100mL. Dién thé Zeta cia
chitosan va vi tdo Nannochoropsis sp. dugc xac
dinh trén thiét bi Nano Particle Analyser SZ-100
(HORIBA Scientific).

- Xac dinh kha nang sinh trudng cuia vi tao
bang cach liy 0,5 g sinh khdi vi tao dam dic sau
thu hoach cho vao 500 mL méi truong nudi ciy
F2 (Guillard, 1975) va nudc bién (ty 1& 1/1000)
¢6 d6 man 30 - 40%o (dd duoc hip tiét tring),
vortex nhe 1 phit va suc khi lién tuc trong qua
trinh nuéi. Piéu kién nuéi ciy: duy tri nhiét do
0 20 — 25°C, cuong do anh sang khoang 1000
— 3000 lux, pH 7,8 — 8,4. Tién hanh lay mau té
bao vi tao & ciing thoi diém va xac dinh mat do
té bao bang phuong phap dém bang budng dém
té bao méau Neubauer’s improved, China.

- Hiéu suat thu sinh khdi (M) xac dinh theo
cong thire (1.1). Trong de, m, vam, (g) la k,héi
lugng dich vi tdo ban dau va dich sinh khoi &
dang sét sau khi loai nudc.

5 _ my*100
M%) = “my (1.1)

- Ham lugng chlorophyll-a va carotenoid
duoc x4c dinh bang phuong phap cta Sumanta
va cong su (2014). Hi¢u suét thu hoi cac chat
mau (chorophyll-a: RE , carotenoid tong
s0: RE_)) theo cong thirc (1.2) va (1.3). Trong
do, Ch, C(g) 1a ham luong thorophyll—a,
carotenoid trong mau vi tao ban dau; Ch, C la
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ham luong chlorophyll-a, carotenoid trong mau
sinh khdi vi tdo sau khi thu hoach.

Chg*100
RE s (%) = CShT (12)

5*100

RE¢, (%) = (1.3)

Hiéu suét ling (FE: Flocculation efficiency)
duoc xac dinh bﬁng cach do mat d6 quang hoc
clia vi tao trudc va sau khi tién hanh keo tu bong
trong moi truong dung dich nudi tai dugc léy
méu vi tri co khoang cach 2/3 chiéu cao dng
dong 100 mL. Mat d6 quang hoc (OD) duoc do
trén may quang phd UV-VIS (DR6000, HACH)
& budc song 490 nm. Cong thirc tinh hidu suat
ling (1.4) bang phuong phap do mét d6 quang
hoc (Trung va cong su, 2023). Trong do, OD.:
mat d6 quang hoc cua dung dich tao trudc khi
keo ty, OD_: mat d§ quang hoc cua dung dich
sau khi keo tu.

0Dy - 0D

FE (%) = —BDT * %100 (1.4)

2.4. Phwong phap xir Iy s6 liéu

S liéu bao cdo 1a gia tri trung binh cia 3
lan thi nghiém 13p lai v6i 3 1an phan tich, ¢6 y
nghia théng ké (p < 0,05). S6 lidu duoc xir 1y
trén phan mém Excel 2019, xtr 1y théng ké bang
phan mém IBM SPSS Statistics 26 va v& db thi
bang phin mém Origin.
1. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Anh hwéng ciia nong do chitosan dén
hi¢u suit ling ctia vi tio Nannochloropsis sp.
theo thoi gian

Két qua ¢ Hinh 2 va Bang 2 cho thiy kh1
sir dung chitosan tir mau ddi chimg véi nong
d6 0 ppm va ting dan dén 100 ppm co anh
huong dang ké dén hiéu sut ling vi tio. Hiéu
sudt ling & ndng do chitosan 60 ppm co sy
khac biét y nghia (p < 0,05) so v6i cic mau vi
tao duoc két bong va ling & cac nong do thap
hon 1 20 — 40 ppm va ndng d cao hon 1a 80
— 100 ppm. Két qua nay c6 xu huéng tuong tu
véi nghién cliru cua Trung va cong su (2023)
khi st dung chitosan lactate dé thu hoi vi tao
Nannochloropsis sp. Hiéu suét lang vi tao ting
khi tang néng d9 chitosan, hiéu suét léng dat cuc
dai khi luong chitosan du dé phan tmg tinh dién
va tao cAu ndi két bong vi tao vao mach chitosan.
Tuy nhién, khi luong chitosan 16n hon mirc can
thiét s& lam cho mach chitosan khong gan két
duogc voi té bao tao nén lyc diy dién tich bé mit
cac hat vi tao duogc héip thu chitosan (Blockx va
cong su, 2018; Trung va cong su, 2023). Viéc
sir dung chitosan lactate (105 cPs) & nong do
phi hop (300 ppm) mang lai hiéu sut ling cao,
chi sau 15 phit dé ling trong méi truong pH
tir nhién d3 dat dugc hiéu suat ling > 70% va
dat 58,8% & ndng do chitosan lactate 250 ppm
(Trung va cong su, 2023), trong khi hi¢u Sut
ling vi tio & nghién ctru nay chi dat khoéng 33%
(60 ppm, 335 cPs). Diéu nay ¢6 thé do chitosan
lactate c6 cu tric phin bd cac nhom churc khac
v6i chitosan anh huong dén hiéu suat két bong
(Yang va cOng su, 2016) va dugc hoa tan tryc
tiép trong nudc va c6 6 pH 4,7 (Trung va cong
su, 2023), giam kha nang tac dong dén té bao vi
tao (Pugazhendhi va cdng sy, 2019).

90 ] —=—BC (A) A(B). = < =
*— 20 ppm | B i
80 | —#&— 40 ppm | L_k i E
= +— 60 ppm i E
& 797 —+—80ppm 0 phit ) "15 phut " 30 phat
2 60 ] 100 ppm -— % 5
2% 1 e )
"g 50 ‘- - —
@ 40 - / < j
=4 1 _a
@ < |
@ 30 -
X 1 :,_, — 45 phuat 60 phut
20 - z/‘f'l"/,, e — .
10] JHE.
P> 2 § k ;Jsk
T T 3
[0} 60 120 180 240 300 E E'*(

Theoi gian lang (phut)

180 phut 240 phut

Hinh 2. Anh hwéng ciia ndng dd chitosan va thoi gian ling dén hiéu suét ling sinh khéi vi tdo (A)
va hinh anh quan sat vi tdo két Iing thir tw cic mAu tir trai sang phai 1a miu ddi chirg (PC)
va cac nong dd chitosan ting dan tir 20 ppm dén 100 ppm (B).
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Qua trinh keo ty vi tdo bang chitosan dugc
hinh thanh béi co ché trung hoa dién tich giita
té bao vi tao c6 dién thé Zeta trong khodng
—6 mV va chitosan 1 ¢6 dién thé Zeta khoang
+87 mV. Tuy nhién, do vi tdo dugc nudi trong
diéu kién nuéc mén (30 + 40%,), hau hét dién
tich duong cuia cac phan tir chitosan bi che
chin boi cudng do ion cao trong méi truong.
Diéu kién nay 1am giam qua trinh hinh thanh
cau ndi lién két giira t& bao vi tao va phan tir
chitosan (Pugazhendhi va cong sy, 2019). Tuy
nhién, phan tmg keo tu clia chitosan van xay ra
& moi trudng pH cao cta nudce bién nhd phan
tur chitosan c¢6 xu hudng cudn lai va hinh thanh
mang ludi dé biy cac té bao vi tao thanh mot
khdi bong 16m boi hai co ché tao cau ndi va co
ché quét (Blockx va cong su, 2018). Ban chat

chitosan c6 diém d'fmg dién pK. 6,5 nén khi cho
chitosan vao dung dich vi tdo c6 méi truong pH
khoang 7,5 — 8,5 lam chitosan khong tich dién,
két qua 1am giam kha ning keo tu vi tao. Khi
lwong chitosan cho vao ¢ ndng dé cang cao (0
— 100 ppm) thi pH méi trudng cang ha xubng
(Bang 2) tir pH tu nhién 8,0 xudng 6,8, do dung
dich chitosan 1 (1% chitosan trong acid acetic
1%) c6 pH khoang 3,5. Két qua nay anh hudng
dén qua trinh keo ty vi tao. Khi thoi gian ling
kéo dai, pH moi truong vi tdo c6 xu huodng
tang do kiém, diéu nay c6 thé do qua trinh két
bong duoc hinh thanh nho sy trung hoa cia té
bao vi tao tich dién am va chitosan tich dién
duong (Pugazhendhi va cong su, 2019). Két
quéa nghién ctru cho thay ndng do chitosan 60
ppm 1a phtt hop dé thu nhéan dich vi tao.

Bang 2. Anh hwéng ciia ndng dé chitosan dén pH méi truwong dung dich vi tio
tai cac thoi gian ling khac nhau

Thoi gian Gia tri pH & cic ndng dd chitosan khac nhau
Ling 20 ppm 40 ppm 60 ppm 80 ppm 100 ppm

0 phut 7,77 0,19 7,50 £ 0,20 7,22 +0,18 7,00+ 0,22 6,80 + 0,23
60 phut 7,93 +0,18 7,63 +£0,19 7,44 +£0,19 7,35+0,21 6,98 £ 0,22
120 phut 8,10+ 0,21 7,77 £ 0,21 7,64 + 0,23 7,49 + 0,24 7,10 £ 0,24
180 phut 8,19+0,23 7,88 £ 0,20 7,80 £ 0,21 7,62 +£0,23 7,37 +£0,25
240 phut 8,22 +£0,21 8,04 0,23 7,94 + 0,24 7,79 £ 0,24 7,42 +£0,23
300 phut 8,23 +£0,22 8,16 £ 0,21 8,06 = 0,24 7,98 + 0,23 7,54 +£0,24

3.2. Anh huéng cia trong lwong phan
tir chitosan dén hiéu suit ling va kha ning
sinh trwéng tré lai cia sinh khdi vi tio
Nannochloropsis sp. sau thu hoach

Dic tinh quan trong ciia chitosan gdm trong
luong phan tr (Mw), do deacetyl (DD) va do
nhét, c6 anh huong 16n dén hiéu qua két ling
va hoat tinh sinh hoc cua sinh khéi vi to. Ngoai
ra kich thudc va mat d vi tdo, nhiét do, pH,
téc do khudy va cudng do ion méi truong dich
tao cling anh huong dén qua trinh keo tu bong
vi tao (Yang va cong su, 2016; Pugazhendhi va
cong su, 2019; Trung va cong su, 2023). Két qua
danh gia anh huong cua chitosan 1 (C1, Mw,, ),
chitosap 2(C2,Mw,,), ch,itosan 3 (’C3,’ Mw, ) &
cung nong do 1a 60 ppm dén hiéu suat lang vi tao
Nannochloropsis sp. duoc biéu dién ¢ Hinh 3.
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Két qua cho thay viéc sir dung chitosan c6 trong
lwong phan tir cang cao thi kha niang két bong
vi tdo cang cao va toc do ling cang nhanh (p <
0,05). Trong lugng phan tir 1a yéu té quan trong
quyét dinh qué trinh keo tu hon 1 d6 deacetyl.
Céu tric ciia chitosan co khéi luong phan cao
khi ¢ trang thai dung dich dugc md rong, qua
trinh két bong vi tao ctia chitosan do lién két bac
cau va quét, hon 13 qué trinh trung hoa dién tich
(Chen va cong su, 2003; Yang va cong su, 2016).
Do d6, khi str dung chitosan trong luong phén ti
cang cao thi kha ning két bong vi tio cang 16n,
d& dang lang va loc hon, dugc uu tién tmg dung
thuc té (Yang va cong su, 2016). Tuy nhién, viéc
két bong qua 16n boi cac lién két tinh dién hinh
thanh khéi bong 16n s& gay kho khan khi tach té
bao riéng 1¢ dé co thé nudi cdy phuc hdi.
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Hinh 3. Anh hwéng ciia trong lirgng phan tir chitosan va thoi gian ling dén hiéu suit ling sinh khdi vi tao (A) va
hinh 4nh quan sat vi tao két ling thir ty cAc mAu tir trai sang phai bing chitosan 1, chitosan 2 v chitosan 3 (B).

Sinh khéi vi tao dam dic sau khi thu hoach
bﬁng cac loai chitosan (C1, C2, C3) tai thoi
diém 120 phut, tién hanh loc thu sinh khéi vi
tao; sinh khdi vi tao dugc tién hanh nuéi ciy de
danh gla kha nang phuc hoi. Két qua nudi ciy
dugc thé hién trén Bang 3, cho thiy qué trinh
phat trién cua té bao vi tao dugc thu bang cac
loai chitosan dat mat do khac blet (p < 0,05)
sau 1 ngay nudi. Sy thay d6i vé mau sic cua
cac binh nuéi cdy C2 va C3 (thu hoach bing
chitosan 2 va 3) c6 mau xanh dam gan gidng
nhau (p > 0,05) va khac biét ro rét (p < 0,05)
so voi binh C1 & ngay thir 6 dat mat do té bao
khoang 37,8 — 39,3 x 10° tb/mL. Két qua nay
cho thiy vi tao thu nhan bang chitosan ¢é trong

lwong phan tir thap c6 kha ning phuc hdi va
phat trién tot hon so véi vi tao thu nhan bing
chitosan c¢o trong lugng phan tir cao. Qua quan
sat t& bao vi tao trén kinh hién vi quang hoc
Olympus BX4I1TF sau khi thu, kha nang tao
tda cua chitosan c6 trong lugng phan tu cao
6 su két bong vi tao 16n, do chitosan c6 cau
truc mach dai va d¢ nhot cao. Nguoc lai, quan
sat khbi bong vi tao thu bang chitosan co trong
luong phan tir thap (C3, Mw, ,) 101 hat, c6 1&
duogc két tha boi co ché va (Yang va cong su,
2016; Phuong, 2023). Do viy, mat do t& bao
nudi cdy phat trién sau 1 ngay dat thip hon
1,7 1an so véi vi tao thu nhan bﬁng chitosan co

trong lugng phén tr cao hon (C1, Mw,, ).

Bang 3. Kha ning sinh trudng tré lai ciia sinh khdi vi tio sau khi keo tu bing céc loai chitosan khac nhau

1 ngéy %

Loai chitosan C1 C2

C3 C1 C2 C3

Matdo tébao | 0,65+ 0,02 | 0,48 +0,02°
(tb/mL) x 10°

0,38 £0,02* | 34,56 + 1,7* | 37,83 £ 1,9° | 39,29 + 1,4°

Viéc lya chon loai chitosan voi trong luong
phén t& phu hop phu thudc vao muc dich thu
hoach sinh khéi vi tao ddm dic. Néu muc tiéu
1a Tuu giir té bao sdng, dam bao kha ning tai
nudi ciy va sinh truong tot sau qua trinh thu
hoach, déng thoi loai bé nude dé thuan tién
cho van chuyén va bao quan, thi chitosan co
trong lwong phan tir thip (Mw < 220 kDa) ¢6
thé 1a lua chon thich hop. Tuy nhién, muc tiéu
ctia nghién ctru nay 13 thu hoach sinh khéi vi

tao dam dic véi hiéu suit cao va it anh hudng
dén cac hoat chit sinh hoc (Bang 4). Do do,
loai chitosan c6 trong lugng phan tir trung binh
(chitosan 1, Mw 520 kDa) da dugc lwa chon
trong nghién clru nay.

3.3. Anh hwéng ciia phwong phap thu
nhin bang chitosan dén hiéu suit ling va
hi¢u suit thu hdi carotenoid va chlorophyll-a
cuia vi tdo Nannochloropsis sp.

Két qua Bang 4 cho thdy viéc két hop sir
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dung chitosan va diéu chinh pH 10 (120 phut
ling) mang lai hiéu qua ling (FE = 89%) cao
gan gip 2 14n so v6i chi sir dung chitosan (FE =
48%) & cung ndéng do (60 ppm). Do vay, nudc
loai ctia mau két 1ang bang chitosan két hop diéu
chinh pH 10 trong, mit do té bao con lai trong
nudc loai chi dat khoang 6,7 x 10° tb/mL, tha”ip
hon 2 14n so v&i nudce loai ctia mau chi két ling
bang chitosan. Nghién ctru ctia Pugazhendhi va
cong su (2019) da khing dinh viéc ting do pH
mdi truong dich vi tao s& thuc day qua trinh két
bong, ting hiéu suat ling dén 90%. Sau ling
tién hanh loc bong vi tao, hi¢u sudt thu sinh
khéi ctua phuong phap chi sir dung chitosan
thap hon phuong phap két hop 10% va mat do
té bao vi tao thu dugc tir hai phuong phap thir
tu dat khoang 115 x 10° tb/mL va 143 x 10° tb/
mL. Qua trinh két bong cua vi tao doi hoi loai
polyme c6 tich dién duong cao, khi moi truong

dich vi tao & d6 kiém cao lam anh hudng dén
kha nang tich dién cta polyme va ngan can qua
trinh két bong (Pugazhendhi va cong su, 2019).
Pong thoi, khi quan sat ¢ém té bao dudi kinh
hién vi quang hoc, phat hién sinh khdi vi tao
thu bang phuong phap két hop diéu chinh pH
10 xuét hién nhitng té bao bi v&, anh huong dén
hoat chat mau trong vi tao. Pidu nay cho thiy
viéc thu hoach sinh khdi vi tao phu thude rit
nhiu vao d6 pH méi trudng (Pugazhendhi va
cong su, 2019). Hi¢u suit thu ham luong cac
chat mau (chlorophyll-a va carotenoid) cuia vi
tao bang chitosan c¢6 xu hudéng cao hon so véi
vi tao thu nhan bang chitosan két hop véi diéu
chinh pH 10, dao dong trong khoang 86,7%
dén 94,7%. Két qua nay twong dwong voi két
quéa cong bd boi Trung va cong su (2023) khi
thu nhan vi tao bang mudi chitosan lactate &
pH 10.

Bing 4. So sanh hi¢u qua thu hdi sinh khdi vi tio Nannochloropsis sp. bang chitosan (CTS) va két hop
diéu chinh pH 10 sau 120 phiit ling

Phwong phap thu CTS CTS + pH
Hiéu suét lang (%) 48,6 + 0,9 89,2+0,5
Hiéu suat thu sinh khdi (%)* 88,0 £2,5 983+ 1,6
Mat d6 vi tao con lai trong dich loai (tb/mL) x 10° 16,2+0,2 6,7+04
Mt d6 vi tao cua sinh khéi vi tao ddm dic (tb/mL) x 10 114,5+ 20,5 143,0 £21,7
Hiéu suét thu hdi chlorophyll-a (%)* 94,7 +2.,6 93,5+3,9
Hiéu suét thu hdi carotenoid (%)* 89,0+ 0,7 86,7+0,3

*Tinh trén chat kho tuyét doi.

3.4. Anh hwéng cia phwong phap thu
nhin va diéu kién bio quin dén ty 1¢ ton
thit carotenoid va chlorophyll-a ciia vi tio
Nannochloropsis sp.

Mau sinh khéi vi tio dam dic thu nhan
bang hai phuong phép (chitosan va chitosan
¢6 két hop diéu chinh pH 10) dugc chia lam
hai nhém, mot nhém khong bo sung vitamin C
va mot nhoém co bd sung 0,1% vitamin C. Cac
nhém miu dugc bao quan & ba ché do nhiét do
(-20°C#2°C, 4°C+2°C, RT: 30°C£2°C) trong
thoi gian 12 tuan. Két qua danh gi ty 16 ton that
carotenoid va chlorophyll-a cta vi tao duoc thé
hién trén Hinh 4. Két qua cho thay, ty 1 ton
thit chat mau carotenoid va chlorophyll-a cuia
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tat cd cac mau vi tao ting dan theo thoi gian bao
quan. Phuong phap thu nhén va nhiét 6 bao
quan c6 anh huong dang ké dén ty 1¢ ton that
chat mau carotenoid va chlorophyll-a ciia vi
ta0. Vi tao bao quan ¢ nhiét do thap hon c6 ty 1&
ton that chit mau carotenoid va chlorophyll-a
thap hon. O cling mot nhiét dé bao quan, mau
vi tdo c6 bd sung 0,1% vitamin C c6 ty 1¢ ton
that chat mau carotenoid va chlorophyll-a thap
hon so v&i méu vi tao khong bo sung vitamin
C (Hinh 4A). O cung mot diéu kién bao quan
(nhiét d9, c6 bd sung/khdéng bd sung vitamin
C), miu vi tao thu nhan bang chitosan c6 ty 18
ton that chat mau carotenoid (Hinh 4A-a) va
chlorophyll-a (Hinh 4A-c) thap hon so véi mau
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vi tao thu nhan bang chitosan két hop véi diéu
chinh pH 10 (Hinh 4A-b va 4A-d). Két qua nay
o thé duoc giai thich, mau séc dac trung cua
céc té bao vi tao sau thu hoach duoc bao vé nho
dac tinh tao 16p bao phu cua phan ti chitosan,
c6 thé bao vé té bao khong bi v nén it gay anh
huong dén cac hoat chat mau (Trung va cong
su, 2023). Ty 18 ton that chit mau carotenoid
va chlorophyll-a ting khi tdng nhiét d6 bao
quén c6 thé do sy phat trién vi sinh vat, gay hu
hong cac chit mau trong sinh khéi vi tao bao
quan theo thoi gian khi ¢ nhiét 36 cao (Nunes
va cong su, 2009). O nhiét d6 lanh déng co
thé {rc ché vi sinh vat rit t6t nhung no gay ra
mat 6n dinh t& bao chit, pha v& ty thé, nhan,
plastid va cudi ciing 12 mang té bao dan dén ton
thuong khong thé phuc hdi (Lynch va Lauchli,
1988). Low va Toledo (2015) cling da nghién
clru kha ning sdng sot ctia té bao vi tao sau 16
tuan bao quan lanh & 0 — 5°C; két qua cho thay
ty 1¢ song ctia t& bao vi tao dat 97%, cao hon
nhiéu so v&i vi tdo bao quan & nhiét do -18°C.

Thu bing CTS

Ngoai ra, vitamin C b6 sung vao sinh khdi vi
tao nhim giit duoc lugng té bao sdng va ngin
ngira sy hu hong san phdm do vi sinh vét &
nhiét ¢ lanh trong khoang 3 — 5°C (Khalili va
cong su, 2019). Két qua thé hién trén Hinh 4B
cho thdy mau vi tao khong bd sung vitamin C
xudt hién vang mau vang & vién hii sau 12 tuin
bao quan. Hién tuong nay c6 thé 1a mot sb té
bao bi hu hong nén khi carotenoid bi thoat ra &
dang ty do s€ bi oxy hoa lam bién mau (Lynch
va Lauchli, 1988; Trung va cong su, 2023).

Tir cac phan tich trén cho thdy, diéu kién thu
nhan va bao quan phii hgp ddi voi sinh khéi vi
tao Nannochloropsis sp. 13 thu bang chitosan
(chitosan 1, Mw,, ) néng do 60 ppm; mau vi
tao sau thu nhan dugc bo sung 0,1% Vltamm C
va bao quan ¢ nhiét do 4+2 °C trong 10 tun.
Piéu kién bao quan nay tao thuan loi trong vén
chuyén va bao quan cic té bao séng dé c6 thé
tai nubi cay, dong thoi tiét kiém ning lwong
dién va dau tu thiét bi.

Thu bing CTS + pH 10

——— RT
4°C

20°C

0.1% Vi.C. RT (a)
a0]—— 0.1% vi.c. a°c

0.1% Vi.C, -20°C

Ty 1g tn thét Chlorophyll-a (%) Ty 1é ton tht Carotenoid (%)
~
[«]

™ 12 tudn

4 8 10 2 a 6 8 10
Thei gian bao quan (tuan) (A) Thoigian bao quan (tuan) (B)

Hinh 4. (A) T¥ 1¢ ton thit ham lwong carotenoid (a,b) va chlorophyll-a (c,d) ciia vi tdo thu nhan bing
chitosan (CTS) (a, ¢) va thu nhin bang chitosan két hop véi diéu chinh pH 10 (b, d) & cac diéu kién bao
quan khac nhau va (B) Hinh &nh sinh khdi vi tio ddm dic dwoc thu bing chitosan va bio quéan sau 6
va 12 tudn & 4+2°C.

IV. KET LUAN

Nghién ciru nay da xac dinh cac diéu kién
hiéu qua dé thu hdi sinh khéi dam dic cua vi
tao Nannochloropsis sp. va bao quan tot cac
sic to co gia tri bang phuong phép keo tu sinh
hoc. Cu thé, viée sit dung chitosan véi trong
lwong phan tir 520 kDa & ndng d6 60 ppm cho

thay hiéu suit thu hoi sinh kh01 cao (88, 0%)
cung kha ning bao toan cac sic to dang ké
(thu hoi chlorophyll-a ~95,0%, carotenoid
~89,0%). Hon nira, sinh khdi ddm dic nay c6
thé dugc bao quan hiu qua trong 10 tudn &
nhiét d6 4+2°C khi bd sung 0,1% vitamin C,
v6i mirc t6n that cac sic t6 thip (carotenoid
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~7%, chlorophyll-a ~5%). Nhitng két qua nay trong viéc cung cap sinh khbi Nannochloropsis

cho thay phuong phap thu hdi va bao quan sp. chit lugng cao cho nganh coéng nghiép nudi
duoc dé xuat co tiem nang Gng dung thuc te trong thuy san.
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