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1. PAT VAN DE

Spirulina platensis 1a mot loai vi tdo lam, da bao, dang sgi, c6 vong xoén nén
con duge goi la tao xoan [1]. Tir l4u, Spirulina da dugc coi nhu la mot ngudn cung
cap protein hoan hao, gia tri cao. Trén thé gidi cing nhu ¢ Viét Nam c6 hang triéu
ngudi da va dang sir dung cac san pham dugc san xuat Spirulina hang ngay dé hd trg
tang cuong strc khoe [2].

Spirulina trong tu nhién séng & méi truong kiém giau bicarbonat, nhiét do thich
hop tur 28 - 35°C, ¢6 kha nang chiu bién dong anh sang cao. Carbon la yéu t6 dinh
dudng rat quan trong ddi véi tao, do vay trong nudi trong dai tra, nguoi ta thuong bd
sung nguon carbon dé vira dap tng dugc nhu cau dinh dudng cua tao, vira giam chi
phi vé méi trudng nudi [3]. Nhiéu loai hinh nuéi tao khac nhau di dugc st dung chu
yéu voi hai dang 1a bé hé va hé thdng bé phan tng quang sinh dang dng théng qua
cac phuong phap nuéi timg mé, nudi lién tuc hodc ban lién tyc. Hién nay, nhiéu noi
trén thé gi6i, nguoi ta da phat trién nudi céng nghiép dé thwong mai hoa san phdm
thu dugc tur tdo nhu ¢ DPai Loan, Thai Lan, Califonia, Nhat, Israel... [4]. O Viét
Nam, moi truong nudi va quy trinh cong nghé cho nu6i loai tao S. platensis da dugc
ap dung rat thanh cong tai Vinh Hao, tinh Binh Thuén; My An, tinh Thtra Thién Hué
va mot sb noi khéc trén co sé tan dung ngudn nudc khoang tai dia phuong cé chira ham
lugng bicarbonat cao [5, 6, 7].

Trong nghién ctru nay, ching t6i sir dung ngudn nuéc khoang thién nhién tai
Kim Bbi, Hoa Binh dé thir nghiém nudi trdng tao S. platensis. Ngudn nudc khoang
Kim Béi, Hoa Binh dugc xuit 10 ra tir via da voi co tudi dia chit khoang 250 tri¢u
nam, dugc danh gia la sudi khoang c6 thanh ph?in hoa hoc dn dinh nhat, ham luong
bicarbonat twong ddi cao, c6 nhidu nguyén té vi luong, cic kim loai ning thip trong
gidi han cho phép theo ti€u chuan Viét Nam. Sir dung nguén nudc khoang dé nudi sinh
khéi tao S. platenszs s€ giup giam luong bicarbonat st dung trong méi truong nuoi. Bal
bao trinh bay két qua khao sat kha nang sinh truong cua tao S. platensis khi nu6i trong
trong ngudn nudc sudi khoang Kim Boi trong diéu kién phong thi nghiém, lam co s¢
cho viéc xay dung mé hinh nuéi tio quy mé 16n, tao ngudn nguyén liéu san xuat cic
ché pham chtra Spirulina nham h trg, chiam séc sire khoe con ngudi.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién ctru

- Cég chung vi tdo lam S. Platensis gém: SP2, SP4, SP8, T38, T48 thudc bd
suu tap giong cua Phong Thuy sinh vat, Vién Cong ngh¢ Moi truong, Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

90 Tap chi Khoa hoc va Céng nghé nhiét ddi, S6 18, 07/2019



Théng tin khoa hoc céng nghé

- Ngudn nudc khoang Kim Boi, Hoa Binh: Mau nuéc khoang duogc 13y truc
tiép tur trong long ngudn sudi khoang qua voi chay, dem dong chai, ghi nhén va gui
mau di phan tich mot s6 thanh phan hoa hoc.

- M6i trudng dinh dudng: sir dung nudc cat dé pha moi trudng Zarrouk:

+ Mbi trudng 50% nudc khoang va 50% nudc cit co bd sung: 15 g/l NaHCO3;
2,5 g/l NaNOs; 0,5 g/1 KoHPO4,1 g/1 K;SO4;1 ml Vi lugng 1 (28,46 g/l FeSO4.7H,0;
30,2 EDTA-Na,), 1 ml Vi lugng 2 (2,86 g/l H3BOs; 1,81 g/l MnCl,.4H,0; 0,22 g/l
ZnS04.7H,0; 0,08 g/l CuS04.5H,0), 1 ml Vi lugng 3 (0,023 g/l NH4VOs; 0,096 g/1
K,Cra(S04).24H,0; 0,0478 g/1 NiSO4.7H,0; 0,0178 g/l Na,W04.2H,0; 0,04 g/l
Ti5(SO04)3; 0,044 g/l Co(NO3),.6H,0).

+ Moi truong 100% nudc khoang thir nghiém 10 lit c6 bd sung: 8 g/l
NaHCOs; 2,5 g/l NaNOs; 0,5 g/l KoHPOy,1g/1 K;SOy4;1 ml Vi luong 1 (28,46 g/1
FeS0O4.7H,0; 30,2 EDTA-Nay), 1 ml Vi lugng 2 (2,86 g/l H3;BO;; 1,81 g/l
MnCl,.4H,0; 0,22 g/l ZnS04.7H,0; 0,08 g/l CuSO4.5H,0), 1 ml Vi luong 3 (0,023
g/l NH4VOs3; 0,096 g/l K,Cry(S04).24H,0; 0,0478g/1 NiSO4.7H,0; 0,0178 g/l
Na2WO4.2H20; 0,04 g/l Tiz(SO4)3; 0,044 g/l CO(NO3)2.6H20).

2.2. Phwong phap nghién ctru

Thi nghiém dwgc tién hanh lam 2 budc:

Budc 1: Lya chon chung tao phu hop voi ngudn nudc khoang tai Kim Béi,
Hoa Binh trong di€u kién Viét Nam.

Pé so sanh kha nang sinh truédng cua cac chung lya chon trong diéu kién
thuong, chung t6i1 tién hanh thi nghiém lua chon cac chung SP2, SP4, SPS§, T38, T48
sir dung moi truong hon hop (50% nudce khoang, 50% moéi trudng nudce cat). Nudi cay
trong binh tam gidc c6 thé tich 120 ml, khong c6 khuay suc, anh sang 2500 lux, &
nhiét d6 26°C, ty 1& cap giong 20%. Thi nghiém mdi ching 13p lai 3 1an, 1ay mau danh
gié sinh truong 3 ngay 1 lan trong 21 ngay thi nghiém.

Pé lua chon chung tdo c6 kha nang thich nghi v&i nhiét do Viét Nam, tur thi
nghi€ém ¢ trén, ching to1 chon cac ching cé kha nang sinh trudng tot & moi truong
hon hop dé tién hanh thi nghiém tiép theo, st dung 100% nudc khoang ¢ cac ché do
nhiét d khac nhau véi di€u kién va lap lai nhu thi nghiém trén.

Budc 2: Theo doi, danh gia sy sinh truong cua chung dugc lua chon.

Chung dugc lya chon tién hanh nudi trong moi trudong 100% nudce khoang thur
nghiém, thé tich nuo6i 10 lit, ty 1€ cap giong 20%. Déanh gid su sinh trudéng 3
nga‘}y/lén; co suc khi 3 lit/phﬁt’, khio gia tri ODyss oy dat toi 1,3; tién hanh thu sinh
khoi, sau m(:)io lan thu sinh khoi, bo sung lugng bicarbonat (HCO3") 3 g/l vao moi
truong nudi bo sung bang lugng nudc khoang tir Kim Boi.

Cac phwong phap phdn tich:

a) Phén tich thanh phan cia nwéc khodng

Mau nudc khoang dugc ldy truc tiép ¢ voi chay bpm tur trong long subi
khoang, dong chai, ghi nhan va giri mau di phan tich mét s6 thanh phan hoa hoc tai
Vién Suc khoe Nghé nghiép va Moi truong, Bo Y te.
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b) Xac dinh sinh truong

Sinh truong cua tao S.platensis dugc xac dinh gian tié'R nho phuong phap do
mat do quang (OD) budc song 445nm trén may quang pho UV-2450 Shimadzu
(Nhat Ban).

¢) Xac dinh sy bién déng ciia pH trong moi trueong nudi

St dung pH meter dé do: ctr 3 ngay 1 lan.

d) Phwong phap xdc dinh ham lwong HCOj trong moi trieong nudi tao

Dich tao duogc loc qua gi?iy loc GF/C, loai té 12210 tao thu léy 50 ml dich trong cho
vao binh tam giac 100 ml. Nho vao binh dung méu 2 giot dung dich phenolphtalein
0,1% pha trong ethanol sau d6 chuan d6 bang dung dich HCI 0,IN. Lugng thé tich HCI
0,1 N dugc sir dung d¢ lam mat mau hong cua dung dich duoc ghi lai (V1). Tiép tyc
nho vao binh dyng mau 2 giot dung dich methyl da cam 0,1% pha trong ethanol. Ticp
tuc cl}uén do bang dung dich HCI1 0,1N. Lugng thé tich HC1 0,1 N duoc sir dung de
chuyén mau vang dung dich sang mau gach non dugc ghi lai (V2). Ham lugng
HCOj;™ duogc tinh theo cong thurc:

Ham lugng HCO;™ (mg/l) = [(V2 - V1) * 61* 0,1 *1000]/50
Trong d6: V1: S6 mL HC1 0,1 N st dung dé chuén do COs>

V2: Téng s6 ml HCI1 0,1 N str dung sau khi da chuén do HCO5”
e) Phan tich thanh phan chdt lwong tdo

Ham lugng protein tong sd duge xac dinh theo phwong phap Kjeldahl sau do
nhan véi hé s 6,25. Ham luong lipit duge xac dinh theo phuong phap do quang phd
tir ngoai UV-VIS. Tro, d6 4m xéc dinh theo phuong phap phan tich AOAC 2000.
Phan tich cac kim loai ning theo phuong phap quang pho hép thu nguyén tir AAS [8].

3. KET QUA VA BAN LUAN
3.1. Két qua phén tich thanh phan nwéc khoang Kim Béi, Hoa Binh

Céc thong s6 chinh cta chit lwong nuéc khoang Kim Bo6i, Hoa Binh duoc
trinh bay trong bang 1 dudi day.

Bang 1. Mot s6 chi tiéu cua nude khoang Kim Béi, Hoa Binh

STT Cac chi tiéu Ponvi | Kétqua | Gia tri giéi han
1 pH - 7,94 55-85
2 Cadimi (Cd) mg/1 <0,0006 0,005
3 Chi (Pb) mg/1 <0,002 0,01
4 Asen (As) mg/l 0,001 0,05
5 Thuy ngan (Hg) mg/1 <0,0006 0,001
6 HCOy5 mg/l 1800 -
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Tir két qua phan tich trong bang 1 cho thy, nguén nudc khoang Kim Boi, Hoa
Binh hoan toan pht hgp dé nudi sinh khdi tao Spirulina. Gia tri pH cta nudc khoang
Kim B6i, Hoa Binh 14 7,94 thuén loi cho sy phat trién cua tao Spirulina. Chi sb pH
nay twong dwong véi pH cia nudc khoang My An, Thira Thién Hué 1a 7,78 trong
nghién ctru ciia Tran Phuong Ha, Vii Thi Thanh Tam [2]. Ham luong HCO;™ trong
nudc 1a ngudn co chét cho tao sinh truong, nudc khoang Kim Boi, Hoa Binh gia tri
HCO; 12 1.800 mg/l, cao hon nhiéu so v6i nudc khoang Thanh Tan va My An..

3.2. Lua chon ching tdo Spirulina platensis sinh truéng phu hgp véi
ngudn nwée khoiang Kim Béi

Viéc lya chon chung tao phu hop véi ngudn nuéc khoang Kim Boéi dé nubi
sinh khéi dong vai trd quan trong nham muc dich thu hoach dugc sinh khéi tao co
ning sut toi da, chat lugng sinh khéi tot. Chiing toi danh gia sinh truong cua 5
chung téo sau 21 ngay thi nghiém. Két qua duoc trinh bay & hinh 1.
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Hinh 1. Téc d6 sinh trudng cua cac chung tao thi nghiém

Tir biéu d6 hinh 1 cho thdy, ¢6 5 ching tao thi nghiém thi déu phat trién duoc
trong diéu kién ngudn nudc khoang Kim Boi. Tuy nhién, qua trinh sinh truéng co su
khéc bi¢t. Chung SP2 sinh trudng trdi hon trong khoang tur 6-15 ngay, tuy nhién sau
do6 ching nay phat trién cham lai, con cac chung SP4, SP8, T48 déu sinh trudng trdi hon
tir 15 ngay tré di. Riéng ching T38 phat trién chdm nhat. Ching t6i nhan thiy rang, ca 4
chiing SP2, SP4, T48 va SP8 déu cho sinh khdi tao cao trong thoi gian thi nghiém.

V6i muc dich tan dung ngudn nuéc khoang Kim Béi, Hoa Binh dé ung dung
nudi sinh khéi tao ra ngoai thuc té tai dia phuong. Cac yéu té anh hudng dén kha
nang sinh truéng cia tao dugce xem xét dua trén co s phit hop véi didu kién khi hau
tai tinh Hoa Binh, trong d6 nhiét do dong vai tro quan trong quyét dinh ning suat
nudi tao. Chung t6i tién hanh khao sat anh huong ciia nhiét do dén kha ning sinh
truong cua cac chung tao SP2, SP4, T48 va SP8 trong quy mo phong thi nghiém.
Tao dugc nudi trong trong khoang nhiét do tir 18-34°C. Két qua thi nghiém duoc thé
hién tai hinh 2.
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Hinh 2. Anh huéng ctia nhiét d6 dén kha ning sinh trudng cua cac chung tao

Mdi loai tao can nudi & 'mot khoang nhiét d6 nudce thich hop, ngoai ngudng
nhiét do tao s€ khong phat trién va co thé bi chét [9]. Quan sat trong qua trinh thi
nghiém nudi tuyén chon cho thay, céc chung tao déu sinh truong tot nhat & nhiét do
26°C. Chung SP2 cho sinh khdi vuot troi khi nhiét ¢ nudi tir 24-26°C, khi nhiét do
>26°C kha ning sinh trudng giam dan, gia trj ODass nm tai 34°C thap nhit 1a 0,21.
Chung SP4 va SP8 cho sinh khdi 6n dinh khi thay doi nhiét d6 tir 24-28°C, tuy nhién
khdi luwgng sinh khéi lai thap hon nhidu so voi 2 ching con lai. Ching T48 thé hién
kha ndng thich nghi rong hon trong khoang 24-32°C, gia tri ODuys nm xac dinh dugc
dao dong trong khoang tir 0,82-1, tbc do sinh trudng twrong dbi 6n dinh, c6 sy phan
b6 déu trong binh thi nghiém ngay khi cho vao méi truong thir nghiém khong ¢
suc, trong khi cac chiing con lai c6 mat do & phan giita 16n hon trén bé mit. Két qua
nay phu hop véi nghién ctru cua Godia (2002) [10], Cheunbarn va Peerapornpisal
[11]. Vi vay, chung t6i chon chung tao T48 dé tién hanh nuéi thu sinh khéi.

3.3. Kha nang sinh truwéng cta ching T48 trong moi trwong khoang thir
nghiém

3.3.1. Kha nang sinh truong cia ching T48

Chung T48 dugc chon sir dung dé nuéi thu sinh khdi thir nghiém tai phong thi
nghiém ctia Vién Y sinh Nhiét d6i. Két qua danh gia kha nang sinh trudng thu sinh
khéi cua ching T48 trong diéu kién nudi bang nuéc khoang Kim Béi duogc trinh bay
trong hinh 3.

Két qua cho thiy, trong 3 ngay dau tao phat trlen kha cham, ODass nm tang tur
0,499 dn 0,603. Sau thoi gian thich tmg 10 ngay tiép theo S. platensis phat trién
nhanh tang tur 0,603 dén 1,309. Theo Pang Pinh Kim, khi OD44s5 nm tir 1,2- 1,5 thu
sinh khéi thi tao s& co chat luong t6t nhat [6]. Do vay, chung toi tién hanh thu hoach
sinh khdi tao khi gia tri ODu4s nm dat khoang 1,3. Két qua thi nghiém ciing cho thay,
thoi gian thu sinh khéi tao ban dau 1a 15 ngay, tiép theo cr tir 12-13 ngay lai thu
sinh khéi mét 1an va su sinh truong cua S. platensis T48 tuong dbi 6n dinh trong
sudt qué trinh nudi. Nhu vay, két qua nghién ciru cho thay nguon nudc khoang Kim
Boi phu hop dé nudi tao S. platensis, giip tao tang truong t6t, co trién vong khi ap
dung nudi ngoai thyc té.
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Hinh 3. Kha nang sinh trudng cua chiing T48
3.3.2. Pdnh gid sw bién dpng ciia pH trong moi truwong nuéi tio
Su thay d6i pH trong méi trudng nudi sinh khdi chung T48 duogc thé hién &
hinh 4.
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Hinh 4. Bién d6i pH ctia mdi truong nudi tao S.platensis

Tir do thi trong hinh 4 cho thy, gi4 trj pH ban dau 8,2; gia tri pH c6 xu huéng
tang cham va lu6n nam trong khoang tur 8,5 dén 10,49. Gia tri pH c6 tac dong rat 16n
dén qua trinh sinh truéng va phat trién cia tao. Mbi loai tao c6 dai pH thich hop
khac nhau. Di véi tao Spirulina nay dai pH thich hop nam trong khoang tir 8,1 - 11
[6]. Vi vay trong subt qua trinh khao sat, thi nghiém ludn duy tri trong khoang pH
thich hop 8,1-11. Trong qua trinh sinh trudng, tdo s dung carbon & dang HCO3™ va
chuyén hoa tir HCO5™ thanh CO;* 1am pH luén c¢6 xu huéng tang 1én. Sau mdi lan
thu hoach, khi ta cung cdp ngudn carbon tir HCO; lam giam pH ctia moi trudng
thuan lo1i cho tdo sinh truong. Sy bién dong vé pH khi thu sinh khdi va bd sung thém
ngu(‘Sn carbon dugc thé hién mot cach rd nét & cac ngay 18, 30, 42, 54 va 63. Ham
lwong HCO;3" trong nude khoang Kim Boi, Hoa Binh tuong dbi cao (1800 mg/l) co
tac dung lam giam gid tri pH ctia modi trudng. Vi vy bang viéc bd sung nudc
khodng vao bé nudi tao hang ngay dé bu lugng nudc bay hoi, gép phan lam cho pH
cuia moi truong nuodi tang cham.
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3.3.3. Pdnh gid sw bién dpng ciia HCO53 trong moi truwong nudi tio

Tao sir dung ngudn carbon chinh 14 HCO;'. Sir dung nguén carbon nhiéu hay it
anh huong dén kha ning tang sinh khéi tao. Sy thay déi ty 18 HCO;", COs” trong bé
nuoi tdo dugc trinh bay trong hinh 5.
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Hinh 5. Thay dbi ty 16 HCO;", CO5> trong méi truong nudi tao

Puong d6 thi trong hinh 5 cho thay, tao phat trién cang manh thi ham luong
HCOj5™ trong méi trudng cang giam va ham lugng CO;> cang ting. Tao sir dung
HCO;3;™ nhu mot nguén co chat dé sinh truong. Do d6, khi mat do tdo trong moi
truong tang, ham lugng HCO3™ gidm va nguoc lai khi mat do tdo trong moi truong
giam, nhu cau sir dung HCOj3™ gidm nén ham lugng HCO3™ c6 xu hudng ting nhe. Sy
bién dong giita HCO;3™ va CO5” theo sy sinh trudng ctia tao va ham lugng HCO;™ bd
sung. Trong thoi gian 15 ngay dau 1a khoang thoi gian tao phat trién, ham lugng
HCO5™ giam dan theo thoi gian, tir 8000 mg/l & ngay dau tién xudng con 5490 mg/l &
ngdy thir 15 va COs> tang tir 1200 mg/l 1én 2700 mg/l. Sau mdi 14n thu sinh khdi
tdo, twong Ung véi cac ngay nudi 15, 27, 39, 51, 60, ham lugng HCO;3™ c6 ting do
duoc bd sung thém lugng HCO3™ va ham lugng COs* giam nhe do anh hudng cua
pH giam lam mot phan nho COs” chuyén thanh HCOs". Trong sudt qua trinh thi
nghiém, ham lugng CO;” ludn c6 xu hudng tang.

3.4. Panh gia chit lwgng sinh khoi chiing T48 khi nudi bang nwéc khoang
Kim Boi

Sau khi thu hoach va sdy phun ¢ 130°C trong 3s, chat lugng sinh khdi tao kho
s& dugc phan tich. Nang suét trung binh dat 16 g tao tuoi/lit & mdi dot thu. Két qua
phan tich mot s6 thanh phan sinh hoa cia tao khé dugc trinh bay trong bang 2.
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Bang 2. Thanh phan sinh héa chinh cua tao kho

STT Cac chi tiéu phan tich Don vi Két qua
1 Do 4m % 5.5
2 Protein % 69,53
3 Lipit % 4,34
4 Tro % 7,53
5 Chi (Pb) ppm 0,228
6 Cadimi (Cd) ppm <0,05
7 Thuy ngan (Hg) ppm <0,05
8 Asen (As) ppm <0,05

Két qua trong bang 2 cho thay, ham lugng protein trong tao thu dugc khi nudi
bang ngudn nudc khoang Kim Boi dat khoang 69,53% KLK). Gia tri ndy cao hon
nhiéu so v&i ham luong protein cua tao Spirulina khi nudi & ngudn nudc khoang My
An (56,23%KLK), Thap Ba (41,98% KLK), Duc My (57,66% KLK) [2,9]. Ham
luong cac kim loai ning trong tio thap, ndm trong gidi han cho phép theo Quyét
dinh s6 46/2007/QD-BYT vé viéc ban hanh “Quy dinh gi6i han t6i da 6 nhiém sinh
hoc va hoa hoc trong thuc phém” [12].

4. KET LUAN

- Nuodc khoang Kim Bo6i, Hoa Binh ¢6 gia tri pH 7,94; ham luong kim loai
nang (Pb, Cd, As, Hg) thép, trong gidi han theo quy chuan k¥ thuat Viét Nam, ham
luong bicarbonat tuong d6i cao (1800 mg/l) phu hop dé nudi thu sinh khdi tao S.
platensis.

- Sau khi khao sat sy sinh truéng cta 5 ching tao S. Platensis khi nudi tréng
trong ngudn nudc khoang Kim Boi, chiing t6i di tuyén chon duoc chung T48 c6 kha
ning thich nghi rong trong khoang nhiét d6 24-32°C, kha nang sinh truéng nhanh va 6n
dinh tir 13-15 ngay cho khdi luong sinh khéi 16n khi mét do tio ban dau c6 ODuss nm 12
0,603. Tao nudi trong diéu kién phong thi nghiém thu duoc c6 ham lugng protein
cao dat 69,53% khdi luong kho, ham lugng cac kim loai ning thap nim trong gidi
han cho phép theo tiéu chuan Viét Nam dé str dung lam thyc pham.
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