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MO PAU

Chlorella Ia mét trong nhitng chi tao luc phé bién, trong d6 C. vulgaris 1a mét trong
nhitng loai tao dau tién duoc phan lap bai Beijerinck (1890), loai tao nay duoc ding dé
nghién ctru vé qué trinh quang hop. Ngay nay, Chlorella c6 dén 44 loai di duoc dinh danh,
loai tao nay thuong dugc tim thay & ca thuy vuc nudc ngot va nudc man. Nhiéu loai trong
chi Chlorella co gia tri dinh dudng va hoat tinh sinh hoc cao. Tuy nhién, cac loai Chlorella
khéc nhau s& c6 thanh phan dinh dudng va céc chit c¢6 hoat tinh sinh hoc ciing khac nhau.

Dic thu dia Iy & mién Nam Viét Nam c6 hé sinh thai da dang, dic biét 1a séng ngoi,
a0 hd va cac ving dat ngap nude, moi truong sdng thich hop cua nhiéu loai thiy sinh vat
va cac loai tao thudc chi Chlorella ciing khong ngoai 18. Qua qué trinh tién hoa, sinh vat
ban dia di thich nghi tot voi diéu kién méi trudng sdng. Viéc phan 1ap chi tao Chlorella tai
khu vuc mién Nam Viét Nam, gilp bao ton cac dong tao ban dia va nguon gen quy, nham
khai thac va phat trién hiéu qua ngudn gen nay. Dic tinh sinh hoa cua sinh khéi & 4 ching
tao C. vulgaris khéc nhau, cho thay ham luong lipid va thanh phan acid béo déu c6 sy khéc
biét rd rét. Sy khac nhau vé ham lwong lipid trong sinh khéi va thanh phan acid béo s&
quyét dinh dén cac dinh huéng ung dung cho dong tao d6. Ham luong lipid va acid béo no
cao s& c6 uu diém trong san xuat nguyén liéu sinh hoc, ham luong acid béo khong no cao
s& ¢4 tiém nang dé tng dung lam thuc pham chirc ning hodc trong linh vuc y dugc. Tuy
nhién, dac diém phan biét va diéu kién nhan biét gitra cac dong tao & mic d6 lodi nay con
nhiéu bo ngo. Cac nghién ctiru da dang di truyén cho thay chi thi ISSR 1a céng cu hitu ich
trong c&c nghién ctru da dang di truyén quan thé tao luc (Wongsawad va ctv, 2015). Két
qua nghién ctru da dang di truyén gop phan 1am co s& dit liéu ban dau cho cac nghién ctu
g dung tiép theo.

Tiém nang cua chi tao Chlorella khdng chi nam & sinh khéi, ma chi tao Chlorella
con c6 kha nang loai bo cac chat gay 6 nhiém trong nuéc. Ung dung chi tao Chlorella vao
xt Iy nuée thai duoc cho 13 phuong phap san xuét sinh khdi tao it tén kém va than thién
v6i moi truong. Bén canh do, lipid tir chi tao Chlorella con duge xem nhu ngudn nguyén
licu day tiém nang dé san xuat biodiesel (nhién liéu sinh hoc). Do o, luan &n mong muébn

danh gia duoc muc d6 da dang thanh phan loai cua chi tao Chlorella, xac dinh duoc céc
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loai trong chi tao Chlorella chiém wu thé va su khac biét vé mit di truyén cua céc loai trong
chi Chlorella chiém wu thé. Tir d6, cac ching Chlorella duoc tiép tuc danh gia va chon loc
theo dinh huéng hep 1a xtr Iy nuwéc thai, thir nghiém thu héi lipid tir sinh khdi tao, nhu
ngudn nguyén lidu san xuét biodiesel.

Do d6, dé tai “NGHIEN CUU PA DANG DI TRUYEN VA CHON LOC CAC
CHUNG TAO Chlorella sp. PUQC THU THAP O MQT SO TINH NAM BQ” di duoc
thuc hién.

No6i dung nghién cwu:
Noi dung 1: Phén lap va dinh danh cac chung tao Chlorella spp.
Noi dung 2: Panh gia da dang di truyén cuaa céc chang tao Chlorella spp. bang chi thi sinh
hoc phén tir PCR-ISSR.
Noi dung 3: Sang loc cac ching tao Chlorella c6 tiém ning tng dung vao x& 1y nudc thai
Noi dung 4: Thir nghiém xt Iy nuée thai bang tao Chlorella sp. va tach chiét lipid tur sinh
khdi tao
Muc tiéu nghién cwu: 1) phéan lap va dinh danh dugc cac chung tao thugc chi Chlorella.
2) danh gia duoc mirc 46 da dang di truyén gitra cac chung tao Chlorella da phan lap duoc
bang chi thi ISSR. 3) x4c dinh dugc cac diéu kién phi hop khi tng dung tao Chlorella da
phan lap dugc, dé giam nito tong sb va chi sé COD trong nudc thai. 4) xac dinh duoc diéu
kién ti wu dé trich ly lipid tir chung tao phén lap duoc.
Y nghia khoa hoc

Nghién ctru da phan 1ap thanh céng cac chung tao Chlorella va thyc hién dinh danh
dua trén phan tich hinh thai két hop véi trinh tw DNA barcode. Bong thoi, luan an tién
hanh phan tich da dang di truyén cua cac ching dugc thu thap tir mot sé tinh thanh & mién
Nam Viét Nam bang chi thi ISSR. Két qua nay dong gop dir liéu khoa hoc quan trong vé
da dang di truyén cua tao Chlorella tai khu vuc nghién ctu. Ngoai ra, nghién ctru d xéac
dinh duoc diéu kién nudi cay tdi uu cho chiing CG20, gitp phat huy hiéu qua trong xir ly
nudc thai. Bong thoi, cac diéu kién trich ly lipid tir ching nay ciing duoc téi vu hda nham
phuc vu &g dung trong xa 1y nude thai va san xuat nhién liéu sinh hoc, gop phan mé rong

tiém ning thyc tién cua tao Chlorella trong linh vuc mdi truong va ning luong téi tao.
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Y nghia thuc tién

Luén 4n xac dinh duoc cac diéu kién nudi cay tdi vu cho chung tao CG-20, gilp phat huy
hiéu qua xir 1y nudc thai. Bén canh do6, luan 4n con xac dinh duoc cac diéu kién ly trich toi
ru cho ching tao CG-20 va gép phan mé rong tiém ning thyc tién cua tao Chlorella trong
linh vuc méi truong va nang lugng tai tao.

Péi twong nghién ciru: 120 mAu tao thu thap tir 5 tinh thanh khu viee mién Nam Viét Nam
(Céan Gio - Tp HO Chi Minh, Binh Duong, Bong Thép, Tién Giang, Long An, Bong Nai).
Nhitng diém méi caa luan an

Luén 4n da phan lap va dinh danh dugc 8 chung tao thudc chi Chlorella, bao gom 3
chung thudc loai Chlorella vulgaris, 2 chung thudc loai Chlorella sorokiniana, va 3 ching
chua xac dinh duoc lodi. Mirc d6 da dang di truyén giira cac chung tao Chlorella vulgaris
da duoc 1am rd bang chi thi ISSR, cho thay sy da dang di truyén cta cac mau tao trong
cuing loai chwa c6 su trong quan véi phan bé dia Iy & cac tinh, thanh trong nghién ciu.

Xac dinh duge méi truong nudi thich hop dé phat trién sinh khéi ching Chlorella
vulgaris CG20, bao gém méi truong BBM hoic HAMGAM, cling véi cac diéu kién phi
hop dé giam nito tong s6 va chi sé COD trong nudc thai.

Xac dinh duge diéu kién tdi uu dé trich ly lipid tir chiing tao Chlorella vulgaris CG20
bang phuwong phap Taguchi, dinh hudéng ung dung san xuat nhién liéu sinh hoc. Két qua
phan tich LCA chi ra rang quy trinh ly trich lipid tir tao kho c6 tac dong dang ké dén moi
truong.

Bo cuc caa luan an

Luan an chinh thac gdm 100 trang (khong bao gom phu luc), 3 chuong, 33 bang sb liéu
va 31 hinh. Lu4n an d3 tham khao 3 tai liéu tiéng Viét va 121 tai liéu tiéng Anh.
CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Tong quan vé tao Chlorella

1.1.1 Tiéu chuan hinh théi tao Chlorella

1.1.2. Cac marker phan tir dugc dung dé dinh danh tao Chlorella

1.1.3. Thanh phan dinh dudng cua tao Chlorella

1.2. Pa dang di truyén & tao Chlorella



1.3. Mot s yéu té anh hudng dén ting trudng cua tao Chlorella
1.3.1. Moi truong nudi cay
1.3.2. Céc thanh phan hitu co
1.4. Ung dung Chlorella vao trong xu 1y nuéc thai va thir nghiém ly trich lipid
1.4.1. Xt ly nuéce thai bang tao Chlorella
1.4.2. Ly trich lipid tir tao Chlorella
CHUONG II. NQI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Thoi gian va dia diém nghién ciu
2.1.1. Thoi gian
2.1.2. bia diém nghién ctu
2.2. Noi dung nghién ciru
2.3. Vat liéu nghién ctru
120 mAu tao thu tai c4c vi tri toa d6 khac nhau & 5 tinh thanh thudc khu vuc mién
Nam Viét Nam (Can Gio - Tp. H5 Chi Minh, Binh Duong, Pong Thap, Tién Giang, Long
An va Bdng Nai).
2.4. Phwong phap nghién ciru

Mau tao tai
5 tinh thanh
!
Phan lap & Pinh danh hinh thai
dinh danh DBinh danh bang 3 marker phan ti
+
Chlorella .| Panh gid da dang di truyén bing
Spp- chi th1 ISSR
¥
Khao sat kha Kha ndng chiu dung Ammonium
ning xa ly ——» Khé nang hép thu Nitrate
murde thai Mo treong tang sinh

l

Ung dung xit U’I}g dl;mg tao Chigorenlicf sp. l'(ét hf_r_p L T("n( uu hf')a céc th(?l_lg
1§ muée théi song am thanh dé xi 1y nude thai s0 xur Iy nude thai
va tach chiét
lipid Ung dung séng siéu 4m dé tach Téi wu héa céc théng sb tach
chiét Lipid ti tao Chlorellasp. chiét bang phuong phap Taguchi

Danh gia thanh phan lipid tir tao L Panh gia vong doi
Chliorella sp. san pham




Noi dung 1: Phan lap va dinh danh cac chung tao Chlorella spp.

Noi dung 2: Panh gia da dang di truyén cua céc chang tao Chlorella spp. bang chi thi sinh
hoc phén tir PCR-ISSR.

Noi dung 3: Sang loc cac chung tao Chlorella c6 tiém ning tng dung vao x& 1y nuéc thai
Noi dung 4: Thir nghiém xt 1y nude thai bang tao Chlorella sp. va tach chiét lipid tir sinh
khdi tao.

2.4. Phuong phap nghién ciru

2.4.1. Noi dung 1: Phan lap va dinh danh cac chung tao Chlorella spp.

2.4.1.1. Phuong phap thu mau tao

2.4.1.2. Phuong phép xac dinh mat do té bao tao

2.4.1.3. Phuong phap phan 1ap tao

2.4.1.4. Phuong phap dinh danh phan tu

2.4.2. Noi dung 2: Danh gia da dang di truyén cua céc chang tao Chlorella spp. bang chi
thi sinh hoc phan tir PCR - ISSR

2.4.2.1. Quy trinh PCR vai chi thi ISSR

2.4.2.2. Xu ly sb lieu

2.4.3. Noi dung 3: Sang loc cac chang tao Chlorella c6 tiém ning tng dung vao xi ly
nudc thai

2.4.3.1. Khao sat ngudng chiu dung ammonium cua tao Chlorella

2.4.3.2. Khao sat kha nang loai bo nitrate caa Chlorella

2.4.3.3. Khao sat moi trudng nudi cdy tao Chlorella

2.4.4. Noi dung 4: Thir nghiém xir Iy nuée thai bang tao Chlorella sp. va ly trich lipid tir
sinh khéi tao

2.4.4.1. Thi nghiém xir Iy nuéc thai bang tao Chlorella sp.

2.4.4.2. Nghién cuu ly trich lipid tir sinh khéi tao



CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. N§i dung 1: Phan lap va dinh danh cac chiing tdo Chlorella spp.

3.1.1. Pdanh gid hinh thdi cdc mdu tao thu dwoc

Bang 3.1. Két qua cac miu c6 hinh thai tuong ddng cao véi Chlorella

STT Ki hiéu miu Vi tri mAu Toa d¢
1 c6-20 CinGio | o Teeans
2 BD-33 Binh Duong 1136?23:;8&’3
3 BD-38 Binh Duong féé?’?ﬁégé
4 PT-51 Péng Théap %gééggjggé
5 TG-67 Tién Giang 118526635&
6 LA-81 Long An 1186(.5?;31132?
7 PN-112 Péng Nai 113%98288?5(3)%’3
8 TG-65 Tién Giang fggfesgfgi
9 TG-71 Tién Giang 1186?5523325
10 LA-83 Long An 11866.3?(?396821
11 LA-90 Long An 11(()):51;171%6

3.1.2. Pinh danh phan t# cac mdu tdo.
3.1.2.1. Phan tich chat lwong DNA téng sé ly trich tir cAc mau tdo
3.1.2.2. Khuéch dai vung trinh tx 18S RNA
3.1.2.3. So sanh va mite do twong dong cua cac ving trinh tu Véi co sé dir liéu trén
3.1.2.4. Xay dung cay phat sinh chung loai

Dua trén dir liéu cua 3 cdy phat sinh chung loai, ca 3 gia thuyét déu cho thiy cac
chung CG-20, BD-38 va DT-51 déu nam chung nhém monophyletic véi tao Chlorella

vulgaris. Dya vao két qua dinh danh hinh thai duoc trinh bay ¢ ndi dung trén va su tng ho



cua 3 giai thuyét tién hoa. Biéu nay cho thay cac chung tao CG-20, BD-38 va BT-51 1a
chung Chlorella vulgaris.

Péi vai mau BD-33 va LA-81 dong thoi co dugc sy ung ho cua ca 3 gia thuyét. Cac
gia thuyét déu cho thay 2 chung tao BD-33 va LA-81 c6 chung ngudn gdc véi Chlorella
sorokiniana. Kém theo két qua dinh danh hinh thai va su ung ho cua ca 3 gia thuyét co thé
két luan rang 2 chung tao nay thugc loai Chlorella sorokiniana.

Dbi voi miu TG-65 va DN-112, ba gia thuyét tién hoa co phan khac biét. Gia thuyét
xay dung trén ving trinh tu ITS cho thdy ca hai chung déu nam trong nhém monophyletic
cua tao Chlorella sorokiniana. D4i véi gia thuyét xay dung trén ving 18S rRNA va rbcl,
ca hai chung nay déu nam trong nhdm monophyletic cua Chlorella sp. Do d6, két qua chi
c6 thé khang dinh 2 chung tao nay la Chlorella sp.

Déi véi mau TG-67, gia thuyét xay dung tir ving trinh tu 18S rRNA cho thay ching
tao nay thuoc mot nhém monophyletic cua Chlorella sp. tach biét véi cac nhom con lai.
Gia thuyét xay dung tir viing rbcL cho thay ¢6 chung nhém monophyletic véi hai chiing
Chlorella pyrenoidosa va Auxenochlorella pyrenoidosa. Trong khi gia thuyét xay dung tir
vung ITS, chung tao nay lai ndm trong nhém monophyletic cua chung Chlorella vulgaris.
Do d6, két qua chi cd thé két luan ching tao nay la Chlorella sp.
3.2. Néi dung 2: Panh gia da dang di truyén ciaa cac chiing tao Chlorella spp. biang
chi thi sinh hec phan tir PCR-ISSR.
3.2.1. Khdo sat nhiét dé cua cac primer si dung cho phan ing PCR — ISSR

Két qua phan lap & chuyén dé 1 cho két qua c6 8 chung Chlorella, cac ching nay sé

dugc dung dé khao sat va danh gia da dang di truyén.



Bang 3.2. Nhiét d6 t6i wu cua 14 primer duoc chon

STT Tén primer Trinh ty 5° — 3 Nhiét d6 bat cap toi uvu
1 ISSR 1 (AC)sAT 52°C
2 ISSR 2 (AC)sTG 52°C
3 ISSR 4 (AC)sTC 52°C
4 ISSR 5 (AC)sCA 52°C
5 ISSS 6 (AC)sCC 52°C
6 ISSS 8 (AC)sGA 52°C
7 ISSR 9 (AC)sGG 52°C
8 ISSR 10 (TG)sGG 52°C
9 ISSR 11 (AG)sGC 52°C
10 ISSR 12 (AG)sGT 52°C
11 ISSR 13 (AG)sCA 52°C
12 ISSR 14 (AG)sCT 52°C
13 ISSR 15 (AG)sCC 52°C
14 ISSR 17 (ACTG)4 52°C

3.2.2. San pham PCR véi chi thi ISSR
Bang 3.3. Tong hop s6 bang DNA ciia san pham PCR khuéch dai véi 14 primer duoc

khao sat
Primer Tong sd S6 bang Tilé bang dahinh  Kich thuéc bang
bang da hinh (%) (bp)

ISSR1 14 13 93,9 300 — 2000
ISSR2 12 10 83,3 200 — 3000
ISSR4 14 14 100 250 — 3000
ISSR5 11 11 100 300 — 4000
1SSS6 9 8 88,9 350 — 2500
1SSS8 16 16 100 300 — 3000
ISSR9 12 12 100 400 — 2500
ISSR10 14 14 100 400 — 2500
ISSR11 9 9 100 600 — 2500
ISSR12 11 11 100 250 — 1750
ISSR13 14 14 100 300 — 3000
ISSR14 12 12 100 250 — 3000
ISSR15 17 17 100 300 — 4000
ISSR17 13 13 100 400 — 3000
Tong 179 175 - -



Trung binh 12,78 12,5 97,58 -

3.2.3. Phan tich sw da dang di truyén ciia 8 mdu tdo Chlorella
Bang 3.4. Hé sb trong dong di truyén ctia 8 miu tao

DN- TG- Trung
112 65 binh

Mau CG-20 BD-33 BD-38 PT-51 TG-67 LA-81

CG-20 1,000

BD-33 0,6196 1,000

BD-38 0,6757 0,5452 1,000

bT-51 0,6204 0,5561 0,8152 1,000

TG-67 0,5282 0,6507 0,5172 0,5607 1,000
LA-81 0,6102 0,6087 0,5412 0,5412 0,5598 1,000

?TZ_ 0,6322 0,5343 0,5412 0,5412 0,5/07 0,5987 1,000
TG-65 0,6096 0,5343 0,5669 0,5443 0,5385 0,5661 0,7952 1,000
Tbrilrj]?]g 0,6137 0,5715 0,5963 0,5468 0,5563 0,5824 0,7952 0  0,6089

Hé so twong dong di truyen lén nhat va nhé nhat dweoc in dam

CG-20

BD-38 Nhoml1
DT-51

DN-112

Nhoém I

IG-65

BD-33

Nhom III

LA-81

1667 —> Nhém IV

r - - - T - - - - T - - - - T - - - - 1
0.56 0.62 0.69 0.75 0.82

Hinh 3.10. Cay phan nhom di truyén caa 8 mau tao Chlorella
Cay di truyén duoc xay dung bang phan mém NTSYSpc 2.1 chia 8 miu tao thanh
4 nhém (Hinh 3.10) véi hé s6 twong dong di truyén trung binh 13 0,6089. Nhém | 1a nhém

¢6 nhiéu mau nhat gom ba mau CG-20, BD-38 va PT-51 déu la ching Chorella vulgaris



Vi hé sb twong dong di truyén 13 0,6204 - 0,8152. Nhoém 11 gom hai mau DN-112 VA TG-
65 ca 2 déu 1a Chlorella sp., véi hé sé twong dong di truyén 1a 0,7952. Nhém 11 gém hai
mau 1a BD-33 va LA-81 Chlorella sorokiniana, véi hé s6 twong dong di truyén 1a 0,6087.
Nhom 1V chi c6 mot mau la TG-67 (Chlorella sp.).

3.3. Ngi dung 3: Khao sat kha niang &ng dung cac chang tao Chlorella vao xi ly

nwoc thai

3.3.3. Khdo sdt ngwong chiu dwng NH4" ciia Chlorella spp.

1.20+

1.00+

H

H

H

0.80 —|— =
1

0.60—

-

Néng d§ Ammonium (g/L)

.

0.40—

0.20+

0.00

T T T T T T T T
BH-112 BT-51 BD-33 BD-38 CG-20 LA-S1 TG-65 TG-67

Error Bars: 95% CI

Hinh 3.11. Nong ¢ Ammonium c6 ty 18 uc ché sinh trudong 50% ddi véi cac chung tao
khao sat

3.3.2. Khdo sat kha nang loai bé NO3™ ciia Chlorella spp.
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Hinh 3.12. Kha ning hap thu nitrate cua cac chung tao khao sét

3.3.3. Khdo sdt méi trwong nudi cdy tdo Chlorella sp.
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Théi gian (ngay)
Error Bars: 95% CI

Hinh 3.13. Ham lugng chlorophyll a cua cac chung tao Chlorella duoc nudi ciy ¢
cac moi truong kKhac nhau
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Hinh 3.14. Ham luong sinh khéi khd cua cac chung tao Chlorella dugc nudi ciy & cac
moi truong khac nhau

3.4. N§i dung 4: Thir nghiém xir 1y nwéc thai bang tao Chlorella sp. va ly trich lipid
tir sinh khdi tao

3.4.1. Thar nghiém sng dung tao Chlorella va song &m nhgc vao trong xi Iy nwoc thai
3.4.1.1. Két qua phan tich mdu nuwéc thai dau vao

Bang 3.11. Thong s6 nuée thai dau vao chg dau moéi Hoc Mén

Gia tri dau

STT Chi tiéu Pon vi
Vao
1 pH - 6,4-75
2 COD mg/l 516 - 524
3 TOC mg/l 150 - 190
4 TN mg/I 66,9 - 75,7
5 NOs mg/l 14,1-21,2
6 NH.* mg/l 47,5 - 60,2
7 BODs mg/l 357 - 363
8 POs* mg/I 20,5-23,1
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3.4.1.2. Két qua thi nghiém xa Iy nuéc thdi

Bang 3.12. Cac thong sé dong hoc phan tmg dé loai bo TN trong nude thai cho truyén

thong
Yéu té Ba;r?ga” Phuong trinh hdi quy ~ R? Hing sty 18 twz (ngay)
1 y=0,3182x +0,3390 0,9497 03182 (—) 2,178
Chlorel "*qLay
la CG- 2 y=00335x —0,0217 0,9685 00335 (——) 0419
20/am ,
nhac 3 y=0,0108x —0,0210 0,8248 0,0108 (———) 0,027
mg-.ngay
1 y =0,1094x + 0,2249 0,9080  0,1094 (—) 6,336
Chlorel "gLay
la CG- 2 y =0,0331x + 0,0165 10,9770 0,0331 (mg ngéy) 4,524
20 o
_ 4 1,939 x 10
3 y=1939x10°%+ 4 9996 2 0,152
1,674 x 10 (——)
mg4.ngay
y 1 y=0,0018x +0,0299 0,1799  0,0018 (—)  385,1
riem 2,655 x 10°
chang y = 2,655x107°x + ’
2 0,014 0,1771 L ) 192127
g.nga .
3 y=17329x107%+ 4745 7’329L2x 0 11,5
0,0002 ! ) ’
mg-.ngay
_ " 1 x 10°
3 y =110 X+ 3.9 5 9106 2 547,337
10 (o)
mg<.nga
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3.4.1.3. Cdc diéu Kién t6i wu dé xur Iy nwéc thai bang tao Chlorella két hop song am nhac

. Mt di tao Curérng d6 m nhac Thiri gian xir Iy
loiuy  (Cag 9,20 110,45 8,53
D: 0,847 Hién tai 4,0 52,4 4.6
Dy dodn Thap 0,80 9,55 1,47

s TN el
Giam COD 7——* 7 o 7

Muc tiéu:
100,0

y= 84,437
d=0,761

GiamTN x /
Muc tiéu:
100,0

y= 97,076
d= 0,942

A AN/

Hinh 3.18. Biéu d6 ti wu hoa phan tng ctia hiéu qua loai bd TN va COD téi da
3.4.2. Nghién cizu ly trich lipid tée sinh khéi téo Chlorella dwéi sw hé tre ciia song siéu
dm va ddanh gid vong dinh gid vong doi san pham
3.4.2.1. Két qua &p dung phwong phdp Taguchi t6i wu héa cdc théng sé ly trich lipid tor
sinh khai tdo Chlorella

Bién (%) _]_Thoi gian phan tng (min) He/EtOH Nhigt g Q)

182 Bién 6 s6ng siéu am (%) _|_Thoi gian phan tng (min) He/EtOH Nhigt 36 (<)
* 2524
18.0-
514
= N
i ECEUEERES [T P . o c e
T, . (N N, SN U, o O . S .. S
4 o
w76 g
Ly £
o + 249
> b
17.4
>
<9
24.84
172
24.74 |
17.0 .
T T T T T T T T T T T T
60 80 100 15 25 35 2 3 4 30 40 50

Hinh 3.19. Anh huéng chinh ctia cac yéu t6 trong thiét ké thi nghiém Taguchi
a) ty I¢ S/N va b) y nghia trung binh lipid tir Chlorella CG-20
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Hinh 3.2. Biéu d6 dwong vién anh huéng
a) bién do siéu am so vai thoi gian phan wng; b) HE/EtOH so vai thoi gian phan
ung; ¢) HE/EtOH so vai nhiét do, va d) bién dé siéu am so voi nhiét do
3.4.2.2. Thanh phan dau ly trich tiz Chlorella CG-20
Bang 3.5. Thanh phan acid béo chinh trong lipid tir Chlorella CG-20

Thanh phan acid béo Ham luong (%)
Myristic acid (C14:0) 1,5
Pentadecanoic acid (C15:0) 9,4
Palmitic acid (C16:0) 28,3
Palmitoleic acid (C16:1) 3,6
Heptadecanoic acid (C17:0) 13,9
Stearic acid (C18:0) 58
Oleic acid (C18:1) 8,1
Linoleic acid (C18:2) 17,4
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y-Linolenic acid (C18:3) 6,3

Arachidic acid (C20:0) 2,6
Cis-11,14-Eicosadienoic acid (C20:2) 2,5
Tong 99,4

3.5.2.3. Két quda phan tich kiém ké vong doi san pham (LCA) cho déc tinh san xudt
biodiesel bang phirong phép siéu Gm
Bang 3.18. Tong tic dong moi truong do tao Chlorella CG-20 va quy trinh san xuét dau
theo phuong phap CML va TRACI

Qua trinh
Ly trich Tinh ché
Yéu t6 tac dong Ponvi Tong lipid Say kho dau
CML 2001
Can kiét phi sinh hoc kg Sb eq 0.193 0.180 0.0002 0.013
Acid hoa kg SO,eq 0.192 0.179 0.0003 0.013
6.649x10
Hién tugng phu dudng kg POs> eq 0.048 0.044 N 0.003
Sy néng 1én toan cau kg CO.eq 24.854 23.107 0.0346 1.712
kg CFC-11 4.538x10 3.508x10 1.734x10
Suy giam tdng 6 zon eq 7 4.361x107 10 8
kg 1,4-DB
Gay doc cho con ngudi  eq 14.697 13.687 0.020 0.991
Doc tinh thuy sinh nuéc kg 1,4-DB
ngot eq 11.602 10.787 0.016 0.800
kg 1,4-DB 33221.52
Poc tinh thiy sinh bién  eq 6 30864.768 46.734 2310.023
Doc tinh sinh thai trén kg 1,4-DB 4.211x10
can eq 0.0311 0.029 ° 0.002
9.380%10
ozon hoda quang hoa kg CoHseq 0.008 0.007 6 0.0005
TRACI 2.1
Acid hoa kg SO,eq 0.187 0.174 0.0003 0.013
Kha nang phu dudng
(EP) kg N eq 0.097 0.090 0.0001 0.007
Su nong 1én toan cau kg CO2eq 24.880 23.132 0.0347 1.713
kg CFC-11 6.89x10
Suy giam 6 zon eq 7.6x107  7.26x107 10 3.41x108
Chat gay ung thu CTUh 1.16x10° 1.08x10° 1.59x10° 7.88x103
Khong gay ung thu CTUh 8.39x10° 7.8x10° 1.18x10® 5.82x10”
kg PM25
Tac dung ho hép eq 0.020 0.019 2.76x10° 0.0013
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Doc tinh sinh thai CTUe 157.022  146.279 0.213 10.530

Suong mu kg O3 eq 1.800 1.673 0.0025 0.124
Can kiét nhién liéu hoa
thach MJ surplus  16.965 16.013 0.0189 0.933
ADP ODA
3 100 b)

TETP EP Eco

MAETP GWP RE

HTP HTC

=== Qua trinh tach chiét lipid —— S3y = Loc dau
Hinh 3.21. Biéu d6 radar vé tac dong moi truong cua viée tach chiét lipid tir Chlorella
CG-20 nhu duogc giai thich bdi a) CML va b) TRACI
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CHUONG 4. KET LUAN VA KIEN NGHI
4.1. Két luan

Nghién ctru da phan 1ap va chon loc thanh cbéng 8 chung tao Chlorella tir 120 mau
thu thap tai cac tinh Nam B¢ (Can Gid - TP. Hd Chi Minh, Binh Duong, Pong Nai, Long
An, Tién Giang, Pong Thép), dong thoi duy tri cac ching nay dé phuc vu cac thi nghiém
tiép theo. Qua phan tich hinh thai két hop trinh tw DNA barcode (18S rRNA, ITS, rbcL), 3
chung (CG-20, BD-38, BT-51) dugc dinh danh la Chlorella vulgaris, 2 chung (BD-33,
LA-81) la Chlorella sorokiniana va 3 chung (TG-65, TG-67, DN-112) chua xac dinh cip
loai Chlorella sp.).

Phan tich da dang di truyén bang chi thi ISSR cho thay 3 chang C. vulgaris (CG-20,
BD-38, DT-51) c6 sy bién thién dang ké (hé sé twong ddng 0,6204-0,8152), nhung khong
turong quan rd rang vai phan b dia Iy, goi ¥ rang yéu té moi truong (dat ngap nudc, ao hd)
c6 thé anh hudng manh hon dén genome tao so véi khoang cach dia ly.

Vé kha nang xtr Iy nuéc thai, ching C. vulgaris CG-20 néi bat véi ngudng chiu dung
ammonium cao nhat (IC50: 1,19 + 0,01 g/L) va kha nang hap thu nitrate t6i uu (155,11 +
2,1 mg/L/ngay), vuot troi so vai cac chung khac (BDN-112: 89,75 mg/L/ngay). Thur nghiém
thuc té trén nudce thai chg Hoc Mén (TN 66,9-75,7 mg/L, COD 516-524 mg/L) cho thy
CG-20 két hop séng am nhac (52,5 dB, “Ly Ngua O”) dat hiéu suat loai bo TN 98,12% va
COD 85,3% trong 4,6 ngay (mat do 4%), véi dong hoc bac 2 (t1/2: 0,419 ngay).

Moi trudng BBM va HAMGM duoc xac dinh 12 téi wu dé san xuét sinh khéi CG-20
(4,6 + 0,08 g/L va 4,56 + 0,08 g/L), cung cap luong tao ban dau ddi dao cho xir 1y nudc
thai thuc té. Phuong phap Taguchi tdi wu hoa ly trich lipid dat hiéu suat 18,8 + 0,2% (80%,
15 phat, HE/EtOH 3:1, 40°C), véi bién do siéu am 1a yéu té anh huong 16n nhat (S/N
25,18). Thanh phin FAME (61,5% SFA, 37,9% UFA, d6 nhét 4,6 cSt, iodine 81) cho thiy
CG-20 1a nguyén liéu tiém niang cho biodiesel, du can quan Iy UFA dé d¢am bao do 6n dinh
oxy hoa. Phan tich LCA (CML 2001, TRACI 2.1) chi ra ly trich chiém 92-96% tac dong
(GWP 24,854 kg CO2 eq, doc tinh bién 33,221,526 kg 1,4-DB eq), chi yéu tir dién (64,2%)

va n-hexan (33,6%), dat co s& cho cai tién bén viing.
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4.2. Kién nghi

Dé nang cao do chinh xac trong dinh danh va danh gia da dang di truyén, can mo
rong nguon mau thu thap tir cac khu vuc khac tai Nam Bo va ap dung thém marker phan
tir (tufA, COI) nham phan dinh loai cho TG-65, TG-67 va DN-112. Phan tich hinh thai nén
két hop kinh hién vi dién tir quét (SEM) va truyén qua (TEM) dé nghién ctu siéu cau tric
té bao, hd tro xac dinh dic diém dic thi caa cac chung ban dia.

Vé xir ly nudce thai, can khao sat anh huong cia anh sang (cuong do, budc séng) va
cac yéu té khac (oxy hoa tan, tong kiém, bién dong pH) dén sinh truéng va hap thu
nitrogen/phét-pho cua CG-20, nham téi wu hoa hiéu suat trong diéu kién thyc té. Nghién
ctru sdu hon vé co ché séng &m nhac (tan s, thoi gian tac dong) c6 thé 1am rd méi quan hé
gitta Am thanh va sinh tong hop lipid, ting tiém ning wng dung thuc tién.

Déi véi san xuat biodiesel, can diéu chinh diéu kién nudi ciy (thiéu nitrogen) dé tang
ty 16 SFA, giam UFA (37,9%), cai thién do 6n dinh oxy hda cua lipid CG-20. LCA cho
thay can thay thé dién than bang ning luong tai tao va tai ché n-hexan dé giam GWP
(24,854 kg CO2 eq) va doc tinh sinh thai, huéng téi quy trinh bén viing hon. Cac nghién
ctru tiép theo nén mé rong quy mo tir phong thi nghiém (300 mL) 1én pilot dé danh gia hiéu

qua kinh té va méi truong toan dién.
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