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TÓM TẮT: Trong nuôi trồng thủy sản, Thalassiosira là nguồn thức ăn tự nhiên cho ấu trùng tôm và các loài nhuyễn thể. Chúng được ưa thích hơn cả các loài đang sử dụng phổ biến hiện nay như Chaetoceros, Tetraselmis nhờ kích thước lớn hơn, phù hợp với cỡ miệng ấu trùng của các đối tượng này. Độ mặn là một trong số các yếu tố có ảnh hưởng đến sinh trưởng và thành phần sinh hóa của loài tảo này. Thí nghiệm được bố trí với 6 độ mặn khác nhau gồm 25, 30, 35, 40, 45 và 50‰ nhằm xác định độ mặn tối ưu cho sinh trưởng và thành phần sinh hóa của tảo Thalassiosira pseudonana trong điều kiện thí nghiệm. Kết quả cho thấy, vào này nuôi thứ 5, tảo được nuôi ở độ mặn 30 và 35‰ cho mật độ cực đại cao nhất (76,90 và 78,83 vạn tế bào/ml), còn ở độ mặn 25‰ (67,87 vạn tế bào/ml) và thấp nhất là ở độ mặn 40, 45 và 50‰ tương ứng là 65,33; 60,60 và 55,67 vạn tế bào/ml ở ngày nuôi thứ 6 (p<0,05). Trong khi đó, thành phần sinh hóa của tảo, cụ thể là hàm lượng protein, carbohydrate và lipit đạt cao nhất khi nuôi ở độ mặn 25‰ tương ứng là 305; 264,33 và 219,33 mg/g, sau đó ở độ mặn 30‰ hàm lượng protein, carbohydrate và lipit tương ứng là 283,33; 246,67 và 205,33; độ mặn 35‰ tương ứng là 274,33; 208,67 và 201,33 mg/g và ba thành phần sinh hóa này thấp nhất ở 40, 45 và 50‰ (245,33; 191,33 và 158,33; 218,33; 184,33 và 144,67; 181,00; 177,33 và 139,67 mg/g, tương ứng) (p<0,05). Có thể thấy rằng, nên nuôi tảo T. pseudonana trong khoảng độ mặn từ 25 đến 35‰ nhằm đạt được các giá trị tối ưu về sinh trưởng và thành phần sinh hóa. 
Từ khóa: Thalassiosira pseudonana, độ mặn, mật độ cực đại, sinh trưởng, thành phần sinh hóa.
MỞ ĐẦU
Vi tảo là nguồn thức ăn sống có vai trò quan trọng trong sản xuất giống các loài động vật thủy sản như cá, giáp xác và động vật thân mềm. Kỹ thuật lưu giữ và nuôi sinh khối tảo là một trong những khâu, quyết định sự thành công trong ương nuôi ấu trùng [4, 7]. Hiện nay, hầu hết các trại sản xuất giống ở Việt Nam chỉ tập trung sử dụng một số giống tảo quen thuộc như Nannochloropsis, Chaetoceros, Tetraselmis, Isochrysis với sản lượng và chất lượng luôn biến động, đặc biệt là vào mùa mưa, đã ảnh hưởng lớn đến tỷ lệ sống của ấu trùng và gián tiếp làm giảm hiệu quả sản xuất. Đa dạng hóa loài vi tảo ngoài các loài bản địa bằng cách di nhập từ nước ngoài về là một trong những hướng đi đang được quan tâm, nhằm cải thiện chất lượng và nâng cao tỷ lệ sống của con giống. 
Thalassiosira sp. là loài tảo khuê mới được nhập vào Việt Nam trong những năm gần đây, có giá trị dinh dưỡng rất cao, đặc biệt là các axit béo không no đa nối đôi với hàm lượng DHA và EPA đạt 7,2 mg/ml [10]. Trong điều kiện nuôi nhân tạo, Thalassiosira có tốc độ sinh trưởng nhanh, có khả năng thích ứng với những thay đổi môi trường như: nhiệt độ, ánh sáng và pH [3]. Với những đặc điểm này cùng lợi thế trên cộng với kích thước tế bào nhỏ 4-6 µm, Thalassiosira sp. là một trong những loài tảo được ưu tiên lựa chọn trong các trại sản xuất giống cá biển (làm thức ăn cho copepoda), các trại sản xuất nhuyễn thể (giai đoạn nhuyễn thể có kích thước 200 µm trở lên) và các trại sản xuất tôm giống (giai đoạn mysis đến post-larvae) [7]. 
Trong nuôi tảo nói chung, ngoài môi trường dinh dưỡng, ánh sáng, pH và nhiệt độ, độ mặn là một trong những yếu tố có ảnh hưởng rất lớn đến sinh trưởng và thành phần sinh hóa của tảo [5, 6]. Biến động về độ mặn sẽ dẫn đến những thay đổi về khả năng điều hòa áp suất thẩm thấu, quá trình quang hợp, trao đổi chất và thành phần sinh hóa của tảo [13]. Theo Coutteau (1996) [4]: độ mặn thích hợp cho các loài tảo biển dao động trong khoảng 12 đến 40‰, tối ưu 20 đến 24‰. Nghiên cứu này nhằm xác định độ mặn tối ưu cho sinh trưởng và thành phần sinh hóa của quần thể tảo Thalassiosira pseudonana trong điều kiện phòng thí nghiệm. Đây là một trong những tiền đề để thiết lập quy trình công nghệ nuôi sinh khối loài tảo này ở quy mô công nghiệp phục vụ nhu cầu sản xuất giống các đối tượng thủy sản. 
VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
Đối tượng nghiên cứu là giống tảo Thalassiosira pseudonana (Hasle & Heimdal, 1970), được nhập từ Đan Mạch từ năm 2008 và đang được lưu giữ tại phòng tảo giống thuộc Khoa Nuôi trồng thủy sản, Trường Đại học Nha Trang. Nghiên cứu được thực hiện từ tháng 3 đến tháng 6 năm 2013. 
Nguồn nước biển được xử lý bằng chlorine 25 ppm trong 2 ngày, sau đó phơi nắng và trung hòa bằng natrithiosulfat. Trước khi thí nghiệm, nước biển được khử trùng bằng cách hấp tiệt trùng ở nhiệt độ 121oC, áp suất 1 atm trong 15 phút; tảo được thí nghiệm trong các bình có thể tích 1.000 mL; môi trường dinh dưỡng được sử dụng trong nghiên cứu này là f/2. 
Phương pháp bố trí thí nghiệm

Nghiên cứu ảnh hưởng của độ mặn được bố trí với 6 công thức lần lượt là: 25, 30, 35, 40, 45 và 50‰ trong điều kiện phòng thí nghiệm. Mật độ tảo ban đầu là 5 vạn tb/ml. Mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần cùng thời điểm. 
Các yếu tố môi trường, ngoài độ mặn, được duy trì trong phạm vi thích hợp với sinh trưởng của tảo T. pseudonana: nhiệt độ phòng 25oC, pH = 8, chế độ chiếu sáng 12 sáng: 12 tối, sục khí liên tục, cường độ ánh sáng 3.000 lux.

Phương pháp xác định một số chỉ tiêu
Phương pháp xác định khả năng sinh trưởng
Mẫu tảo được lấy một lần trong ngày vào 8 giờ sáng để xác định mật độ tế bào. Lượng mẫu tảo được lấy mỗi lần là 5 ml. Mẫu sau khi thu được cố định bằng dung dịch Neutral Lugols (20g Potasium Iodin (KI) + 10g I2 + 200 mL nước cất).
Việc xác định mật độ tế bào được tiến hành bằng buồng đếm hồng cầu (Neubaeur’s Hemacytometer); buồng đếm có 25 ô vuông lớn, mỗi ô có 16 ô vuông nhỏ, mỗi ô vuông nhỏ có diện tích 0,0025 mm2, độ sâu buồng đếm 0,1 mm. 
Lắc đều mẫu tảo, dùng micropipet hút mẫu tảo cho vào buồng đếm đã được đậy sẵn lamen, để lắng một lúc rồi đưa vào thị trường kính để đếm ở vật kính 40. Mật độ tế bào được xác định theo 2 trường hợp sau: 
Trường hợp mật độ tảo thưa (dưới 5(106 TB/mL): Mật độ tế bào (TB/mL) = Số tế bào đếm được trong 25 ô lớn ( 104.

Trường hợp mật độ tảo dày (trên 5(106 TB/mL): Mật độ tế bào (TB/mL) = Số tế bào ở 5 ô lớn/5 ( 25 ( 104.
Phương pháp xác định thành phần sinh hóa của tảo

Để phân tích làm lượng protein, carbohydrat và lipit, các mẫu tảo được thu ở cuối pha tăng trưởng, khi tảo đạt sinh khối cực đại. Các mẫu tảo được tách ly tâm khỏi môi trường nuôi bằng máy ly tâm có tốc độ quay 7.500 vòng/phút trong thời gian 10 phút, sử dụng máy ly tâm Hereaus Suprafuge 22. Mẫu tảo sau đó được sấy khô ở nhiệt độ 55°C trong 2 giờ, lưu giữ ở nhiệt độ -20°C trước khi thực hiện các phân tích hóa sinh. Hàm lượng lipit trong mẫu tảo khô được phân tích theo phương pháp của Bligh & Dyer (1959) [2] sử dụng hỗn hợp tách chiết chứa chloroform và methanol với tỷ lệ thể tích là 2 : 1. Khoảng 120 ml của hỗn hợp này được sử dụng để tách chiết mỗi gam tảo khô. Các chất rắn được phân tách một cách cẩn thận bằng cách sử dụng giấy lọc chuyên dụng 2 lớp của Nhật Bản. Các chất hòa tan và dung môi được làm bay hơi trong máy hút chân không ở nhiệt độ 60°C. Quá trình tách chiết được thực hiện 3 lần cho đến khi thu được toàn bộ lượng lipit thô trong mẫu tảo. Protein và cacbohydrat thô được phân tích theo phương pháp chuẩn của AOAC (1998) [1]. Quá trình phân tích được tiến hành tại Viện Công nghệ sinh học và Môi trường, Trường Đại học Nha Trang.

Phương pháp xác định các thông số môi trường

Các yếu tố môi trường được xác định hàng ngày. Chỉ số pH được đo bằng máy đo pH (Hanna pH Meter, độ chính xác 0,1). Độ mặn được đo bằng khúc xạ kế (Refractometer, độ chính xác 0,5‰). 

Phương pháp phân tích và xử lý số liệu

Các số liệu được xử lý bằng phần mềm SPSS 16.0. Sử dụng phương pháp phân tích phương sai một yếu tố (oneway - ANOVA) và phép kiểm định Duncan để so sánh sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05) về mật độ tảo giữa các công thức thí nghiệm. Toàn bộ số liệu được trình bày dưới dạng giá trị trung bình (TB)±sai số chuẩn (SE).

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

Ảnh hưởng của độ mặn lên sinh trưởng của tảo
Kết quả nghiên cứu cho thấy, độ mặn có ảnh hưởng lớn đến sinh trưởng, mật độ cực đại, thời gian đạt mật độ cực đại và thời gian duy trì quần thể của tảo T. pseudonana với xu hướng chung là độ mặn thấp tốt hơn độ mặn cao (hình 1). Cụ thể, ở các mức độ mặn 25, 30 và 35‰ tảo đạt mật độ cực đại vào ngày nuôi thứ 5, trong khi đó, ở độ mặn 40, 45 và 50‰ tảo đạt mật độ cực đại vào ngày thứ 6 (p<0,05). Mặt khác, tảo được nuôi ở độ mặn thấp (25 đến 35‰) có thời gian duy trì quần thể lâu hơn 2 ngày so với nuôi ở độ mặn cao (40 đến 50‰) (p<0,05). 
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Hình 1. Ảnh hưởng của độ mặn lên sinh trưởng của tảo

Sinh trưởng của quần thể tảo gia tăng mạnh mẽ trong khoảng 6-7 ngày đầu, trong đó tảo được nuôi ở độ mặn thấp (25 đến 35‰) có mật độ cao hơn so với nuôi ở độ mặn cao (40 đến 50‰) (p<0,05). Tuy nhiên, ở các độ mặn cao hơn tảo T. pseudonana cũng nhanh chóng thích nghi với điều kiện thí nghiệm và sinh trưởng khá tốt. 

Độ mặn cũng ảnh hưởng lớn đến mật độ cực đại đạt được của tảo T. pseudonana. Trong đó, tảo được nuôi ở độ mặn 30 và 35‰ cho mật độ cực đại cao nhất (76,90±1,05 và 78,83±1,01 vạn tế bào/ml, tương ứng) (p>0,05), tiếp theo là ở độ mặn 25‰ (67,87±1,62 vạn tế bào/ml, tương ứng), và thấp nhất là ở độ mặn 40, 45 và 50‰ (65,33±1,05; 60,6±0,73 và 65,67±0,82 vạn tế bào/ml, tương ứng). Các quan sát thêm còn thấy, sau khi đạt mật độ cực đại, pha cân bằng của tảo ở độ mặn thấp (25 đến 35‰) có khuynh hướng kéo dài hơn so với ở độ mặn cao (40 đến 50‰) khoảng 2 ngày. Sau khi đạt mật độ cực đại, sinh trưởng của tảo giảm rất nhanh, cụ thể ở ngày thứ 10 mật độ tảo ở công thức 25, 30 và 35‰ từ 29,27 đến 37,73 vạn tế bào/ml, cao hơn so với các công thức còn lại từ 5,23 đến 13,27 vạn tế bào/ml (p<0,05). 
Thực vật phù du biển có khả năng chịu đựng rất tốt với sự thay đổi của độ mặn. Điều này là do nhiều loài tảo có khả năng tích lũy những phân tử nhỏ để điều chỉnh áp suất thẩm thấu nhằm thích ứng với sự thay đổi về độ mặn của môi trường [9]. Tảo Thalassiosira pseudonana có xu hướng ưa độ mặn thấp, phát triển tối ưu ở độ mặn 25-35‰ nhưng vẫn có thể sinh trưởng ở độ mặn cao hơn (40 đến 50‰). Theo Radchenko & Il’yash (2006) [11], T. pseudonana là loài tảo sống ở vùng cửa sông, nơi tiếp giáp với biển, vì vậy, loài tảo này ưa thích và sinh trưởng tốt ở môi trường có độ mặn thấp từ 25 đến 35‰. Trong khi đó, mật độ cực đại của tảo ở độ mặn 40 đến 50‰ thấp do quá trình quang hợp và hô hấp bị ức chế mà cụ thể là do các phân tử muối bám lên các sắc tố quang hợp làm ức chế quá trình này [8, 12].
Ảnh hưởng của độ mặn lên thành phần sinh hóa của tảo
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Hình 2. Ảnh hưởng của độ mặn 
lên thành phần sinh hóa của tảo
Kết quả phân tích thành phần sinh hóa của tảo T. pseudonana nuôi ở các độ mặn khác nhau cho thấy, hàm lượng protein, lipit và carbohydrat của tảo phụ thuộc chặt chẽ vào độ mặn của môi trường nuôi với xu hướng chung là sự gia tăng độ mặn tỷ lệ nghịch với hàm lượng protein, lipit và carbohydrat tích lũy trong tế bào (hình 2). 
Hàm lượng protein và carbohydrat trong tế bào đạt cao nhất (305,00 và 264,33 mg/g) ở độ mặn thấp nhất 25‰, tiếp theo là độ mặn 30 và 35‰ (283,33 và 246,67; 274,33 và 208,67 mg/g) và thấp nhất là ở độ mặn 40, 45 và 50‰ (245,33 và 191,33; 218,33 và 184,33; 181,00 và 177,33 mg/g) (p<0,05). Tuy nhiên, không có sự khác biệt về hàm lượng protein ở các mức độ mặn 30 và 35‰ hay hàm lượng carbohydrat ở 40, 45 và 50‰ (p>0,05). 

Tương tự protein và carbohydrat, hàm lượng lipit tích lũy trong tế bào tảo cũng có xu hướng giảm dần khi độ mặn tăng từ 25 đến 50‰. Cụ thể, hàm lượng lipit thu được lớn nhất ở độ mặn 25 và 30‰ (219,33 và 205,33 mg/g), theo sau là độ mặn 35‰ (201,33 mg/g) và thấp nhất ở 45, 50 và 50‰ (158,33; 144,67 và 139,67 mg/g) (p<0,05). Không có sự khác biệt về hàm lượng lipit thu được giữa các mức độ mặn 25 và 30‰; 30 và 35‰; 40 và 45; hay 45 và 50‰ (p>0,05). 

Độ mặn không chỉ ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng, mật độ cực đại, thời gian đạt mật độ cực đại mà còn tác động đến thành phần sinh hóa tích lũy trong tế bào tảo, đã được chứng minh trong nhiều nghiên cứu [9, 11, 12]. Sự biến động về độ mặn của môi trường nuôi dẫn đến thay đổi hàm lượng protein, carbohydrat và lipit ở hầu hết các loài tảo biển [12, 13], trong đó có tảo Thalassiosira sp. [9, 11]. Nghiên cứu của Kiatmetha et al. (2010) [8] ở loài tảo Thalassiosira weissflogii nuôi sinh khối cho thấy: hàm lượng protein trong tế bào đạt cao nhất (326 mg/g sinh khối khô) khi nuôi ở độ mặn 25‰ và giảm dần khi độ mặn tăng. Do đó, trong thực tiễn nên căn cứ vào độ mặn nước biển của vùng nuôi để chọn độ mặn thích hợp trong quá trình nuôi tảo T. pseudonana.
KẾT LUẬN 

Tảo được nuôi ở độ mặn 30 và 35‰ cho mật độ cực đại cao nhất (76,90-78,83 vạn tế bào/ml), tiếp theo là độ mặn 25‰ (67,87 vạn tế bào/ml) cùng vào ngày nuôi thứ 5 và thấp nhất là ở độ mặn 40, 45 và 50‰ (60,60-65,67 vạn tế bào/ml) ở ngày nuôi thứ 6 (p<0,05). 
 Hàm lượng protein, carbohydrat và lipit trong tế bào đạt cao nhất khi nuôi tảo ở độ mặn 25‰ (305; 264,33 và 219,33 mg/g), theo sau là độ mặn 30 và 35‰ (283,33; 246,67 và 205,33; 274,33; 208,67 và 201,33 mg/g) và thấp nhất là ở 40, 45 và 50‰ (245,33; 191,33 và 158,33; 218,33; 184,33 và 144,67; 181,00; 177,33 và 139,67 mg/g) (p<0,05).
Kết quả nghiên cứu thu được trong bài báo cho thấy nên nuôi tảo ở độ mặn từ 25 đến 35‰ nhằm đạt mật độ cực đại, hàm lượng protein, carbohydrat và lipit cao nhất.

Cần nghiên cứu sâu hơn ảnh hưởng của độ mặn lên thành phần và hàm lượng các acid béo không no đa nối đôi có trong tảo, đặc biệt trong nuôi sinh khối tảo T. pseudonana. Đây là một trong những chỉ tiêu quan trọng để đánh giá được giá trị dinh dưỡng của loài tảo này. 
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EFFECT OF SALINITY ON GROWTH AND CHEMICAL COMPOSITION 
OF Thalassiosira pseudonana (Hasle & Heimdal, 1970)

Tran Thi Le Trang

Nha Trang University

SUMMARY
In aquaculture, Thalassiosira is used to feed to shrimp and shellfish larvae in hatcheries. It is considered preferable for this purpose to the other commercially available microalgae, Chaetoceros and Tetraselmis, because of its larger size which means it can continue to be used at more advanced larval stages. Salinity is one of the environment factors effected significantly on growth and chemical composition of this algae. The experiment was conducted with 6 salinities: 25, 30, 35, 40, 45 and 50‰ in order to identify the optimum salinity for growth and chemical composition of Thalassiosira pseudonana in the laboratory condition. Results showed that: algae was culture in salinity of 30 and 35‰ gave the highest maximum density (76.90 and 78.83 ( 104 cells/ml), followed by 25‰ (67.87 ( 104 cells/ml) in the same day 5 and the lowest at 40, 45 and 50‰ (65.33; 60.60 and 55.67 ( 104 cells/ml) in the day 6 (p<0,05). Specifically, the highest protein, carbohydrate and lipid contents of T. pseudonana were gained at salinity of 25‰ (305.00; 264.33 and 219.33 mg/g), followed by 30 and 35‰ (283.33; 246.67 and 205.33; 274.33; 208.67 and 201.33 mg/g) and the lowest at 40, 45 and 50‰ (245.33; 191.33 and 158.33; 218.33; 18.33 and 144.67; 181.00; 177.33 and 139.67 mg/g) (p<0,05). From the results of this study, it can be suggested that T. pseudonana should be culture at the salinity from 25 to 35‰ to obtain the optimal values of growth and chemical composition.
Keywords: Thalassiosira pseudonana, chemical composition, growth, maximum cell density, salinity.
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