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Tém tit. Nghién cttu x4c dinh anh huong ctia ba méi treong dinh dudng va bon gia tri dd mén dén sinh
triedng cua vi tdo Nannochloropsis oculata. Mat d6 cuee dai va thoi gian dat mat d6 cwec dai la khac nhau 6 cac
mdi treong. Mat d0 cuc dai cao nhat la (316,55 + 1,19) x 10* va thdp nhat 1a (223,22 + 1,48) x 10* t€ bao/mL. O

dd man 30%o, mat do cuc dai cao nhat va sém nhét ((294,29 + 1,01) x 10* t€ bao/mL & ngay nudi thi 9).

Tt khéa: Nannochloropsis oculata, vi tdo, moéi treong dinh dudng, d6 man

Influence of nutrient media and salinity on growth of microalgae
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Abstract. The study determines the influence of three nutrient media and four salinity values on the growth
of microalgae Nannochloropsis oculate. The maximum density and the time to achieve maximum density are
different among the media. The highest and lowest maximum density is (316.55 + 1.19) x 10* and
(223.22 + 1.48) x 10* cells/mL, respectively. The salinity at 30%o provides a maximum density of (294.29 +
1.01) x 10* cells/mL on the 9th day of culture.
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1  Datvan dé

Vi tao 1a mat xich dau tién trong chudi thirc &n ¢ dwdi nudc. Ching 1a ngudn thike an sdng

khong thé thiéu trong cong nghé san xuat giong cting nhu nuoi thuwong pham do6i voi cac doi
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twgng thuy san. Dac biét, vi tao 1a thitc an cho tdt ca cac giai doan sinh tredng ctia ddng vat than
meém hai manh vo va mét s6 loai gidp xac va ca o giai doan au trung [10]. Nannochloropsis oculata
la loai tao c6 kich thuwdec nho (2—4 um) va ¢6 ham luwgng dinh dudng twong doi cao. Tao Nan-
nochlopsis oculata c6 ham luwong acid eicosapentaenoic cao (3,2% khoi luong kho); acid ascorbic
chiém 0,8% khdi lwong kho; ham lwong vitamin B12 c6 thé dap tng nhu cau cuia cdc dong vat
thiy san ¢ giai doan dau ctia qua trinh phat trién. Nannochloropsis oculata dwgc xem nhu nguoén

thitc &n quan trong cho luan trung va mot sd du trung ca va giap xac khac [1, 9].

Cé rdt nhiéu yéu t6 anh hudng dén sinh trudng va phat trién cua vi tao, trong dé c6 méi
treong dinh dudng va d6 man. Trong bai bao nay, ching t6i nghién cttu anh hwdng ctia moi
truong dinh dudng va dd man dén sinh trudng ctia tho Nannochloropsis oculata nham so sanh va
tim diéu kién thich hop nhat cho sy sinh trudng ctia vi tao, gop phan hoan thién quy trinh nu6i

loai tao nay.

2 Vatliéu va phuwong phap
21 Vatliéu

Vi tao Nannochloropsis oculata (Hinh 1) dwgc nhap tir Phan vién nghién ctru nu6i trong thay
san Bic Trung Bo (Nghé An) va duoc luu gitr tai BO mén Céng nghé té€ bao thyc vat — Vién Cong
nghé Sinh hoc — Dai hoc Hué€.

Téo gidng dugc nhan vao cac chai 500 mL véi nude bign duoc xit ly bang clo & néng do 30
ppm va nudi trong moi trueong F/2 véi diéu kién suc khi lién tuc, d6 mdn 33%o, pH 7,5 cho dén khi

mat do tao tang va duwoc nhan nudi ti€p dé€ tao ra cac binh giong so cap.
22  Phuwong phap
Thi nghiém 1: Anh hudong ctia méi treong dinh dudng
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Hinh 1. Tao Nannochloropsis oculata
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Anh huong ciia méi treong dinh dudng Ién s sinh truong cia vi tao Nanno-
chloropsis oculata

NT1 (moi truong F/2) NT2 (moi truong Walne) NT3 (moi truong TT3)

C1 Cz

Hinh 2. So d6 bé tri thi nghiém anh hudng ctia méi truong dinh dudng 1én su sinh trudng
ctia vi tdo Nannochloropsis oculata

Thi nghiém duoc tién hanh v6i moi truong F/2 (Bang 1), nghiém thiee 1 (NT1); mdi truong
Walne (Bang 2), nghiém thitc 2 (NT2) va méi treong TT3 (Bang 3), nghiém thitc 3 (NT3) (Hinh 2). Ba
moi treong duogc bd tri ngau nhién hoan toan vao cac can nhua thé tich 20 L; mdi nghiém thiic lap
lai ba Ian; tong sd can thi nghiém la chin. Diéu kién méi truong: nhiét d6 25-27 °C, pH 8, méat d) ban
dau 8,5 van tb/mL, cuong d6 anh sang 2000 lux, chiéu sang lién tuc.

Thi nghiém 2: Anh huéng ctia do man

Thi nghiém duoc tién hanh v6i bdn d6 man: 20, 25, 30, 35%. twong ting véi NT1, NT2, NT3
va NT4 (Hinh 3). Diéu kién thi nghiém giong ¢ Thi nghiém 1. Mo6i treong dinh dudng la két qua
ttt Thi nghiém 1.

Xac dinh cac chi tiéu theo doi

Anh huong caa do man 1én sy sinh truong cua vi tao Nannochloropsis oculata

NT1 NT2 NT3 NT4
(d6 man 20%o) (d6 man 25%o) (@6 man 30%o) (@6 man 35%o)

AL Az As B1 B2 Bs C1 C2 Cs D1 D2 D3

Hinh 3. So d6 b6 tri thi nghiém anh hudng ctia 6 mén 1én su sinh truong
ctia vi tdo Nannochloropsis oculata
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Nhiét d6 va pH duwoc do bang btt do pH (Hanna HI98127). Cuong d6 chiéu sang duwoc do
bang médy do cuong dd anh sang Extech. Mat d¢ t& bao duoc xac dinh bang budng dém Sedgewick
Rafter (dung tich 1 mL v6i 1000 6 dém) va kinh hién vi c6 dd phong dai 10 lan.

Bang 1. Thanh phan méi trwong F/2 cta Guillard (Smith, 1993)

16

Chit dinh dudng Nong d6 (mg/L)  Chat dinh dudng Nong d6 (mg/L)
NaNOs 75 MnCl2.4H0 0,18
NaH:PO4+H:0 5 Na2Mo0O4.2H20 0,006
Na25i03.9H20 30 ZnS04.7H20 0,022
Na2EDTA 4,36 HCL Thiamin 0,1
CoCl.6H20 0,01 Biotin 0,0005
CuSO4+.5H0 0,01 B2 0,0005
FeCls.6H20 3,15

Bang 2. Thanh phan méi truong Walne (Laing, 1991)
Chit dinh duong Khéi lwgng (g) Chat dinh duéng Khéi lwgng (g)
FeCls 0,8 (NH4)sM07024.4H20 09
MnCl2.4H20 04 CuS0O4.5H:20 2,0
HsBO:s 33,6 HCL dam dic 10,0
EDTA 45,0 Vitamin B1 0,2
NaH:PO+.2H20 20,0 Dung dich E 25,0 mL
NaNOs 100,0 Na25i03.5H20 40,0
ZnCl2 2,1 Vitamin B12 0,1
CoCl.6H20 2,0

Bang 3. Thanh phan méi truong TT3

Chat dinh dudng Nong d6 (mg/L)  Chéit dinh dudng Nong do (mg/L)
KNO3 70 EDTA 5
KH2PO, 6 CeHs07.H.0 7
NazSiOsz 5 FeCls.6H-0 2
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Liy miu tio: Mau tao duoc 1dy 1 lan/ngay vao 8-8 gio 30 phut sang va mdi lan 14y 1 mL. Mau
tao duoc dung trong dng Ependorf va duwoc ¢ dinh bang dung dich Neutral Lugol’s 2% [2].

Xac dinh mat do tao bang budng dém: Lic déu mau tao, dung pipet paster hit mau tao xit vao
budng dém da duoc day s&n lamen; dé Iéng mot luc roi dua vao thi treong kinh dé€ dém. Dém s6
lwong t& bao ctia ndm goéc (bdn goc ngoai cling va mot goc 6 gitta), modi goc 10 6. Tiéh hanh dém
s0 lugng té€ bao 6 d6 phong dai 10 Tan; mdi mau tao dwoc dém 3 Tan [5, 6, 8].

C x 1000

M4t do té€ bao (t€é bao/mL) = ——
at d¢ ( /ml) == % F
trong d6 C 1a s6 lugng t& bao dém dugc; A 1a dién tich cia mdi 6 (1 mm2); D 1a chidu cao mdi &

(1 mm); F 1a s6 lwong 6 duwoc dém.
23 Xwlysé liéu

S6 liéu nghién ctru duoc thu thap va tinh toan gid tri trung binh va d6 léch chuan bang
phan mém Microsoft Excel 2013. Xt 1y s6 liéu trén phan mém SPSS 20. Trong d6, st dung phan

tich phuong sai mot yéu td va kiém dinh Duncan d€ tim sy sai khac gitta cdc nghiém thitc 6 mtic

y nghia p <0,05.

3 K&t qua va thio luan
3.1  Anh huéng ctia méi truong dinh duong

Hién nay trén thé gidi c6 rat nhiéu mdi treong dinh dudng khac nhau dwoc st dung cho
nudi tao. Tuy theo ting loai tao va tinh chdt cua nudc, nguoi ta chon ra moéi treong thich hop
nham dat dugc sinh khéi cao véi gia thanh thap. Trong qud trinh thi nghiém, chiing t&i da b tri

ba moéi treong dinh dudng khac nhau.
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Sau 3 ngay thi nghiém, sy phat trién cua tao da co su sai khac gitra cdc moi truong

(p <0,05) (Bang 4). Mat d¢ tao tang dan nhung con cham do ¢ giai doan nay tao con thich
tng véi mdi truong nudi. Tir ngay nudi thit 4 trd di, & ca ba nghiém thiic, cac t& bao tao bat dau
sinh treong nhanh va mat do tao da cé su sai khac déng ké va cé y nghia théng ké (p < 0,05).

O cting mot thoi diém, nghiém thite véi moi truong TT3 ludn cho mét d6 tao thap hon hai
nghiém thtic nudi bang moi tredng Walne va F/2 (Hinh 4). Digu nay c6 thé' 1a do su khac biét vé
thanh phan dinh dudng cta cac moi treong, mdc du ca ba moi truong déu chira céc thanh phan
chinh nhw dam va 1an. Tuy nhién, m6i treong TT3 c6 ngudén dam la mudi KNOs, con hai méi
treong F/2 va Walne c6 nguon dam la mudi NaNOs. O ca ba méi treong, ngudn 1an déu la mudi
(H2POs)- cia Na va K. Moéi treong TT3 khong ¢ cdc nguyén t6 vi lwong khac va cac vitamin can
thiét cho sy sinh treong va phat trién cua vi tao. Day c6 thé la ly do ma Nannochloropsis oculata

trong moi treong TT3 ¢ mat d§ thdp nhat.

O NT1, mét dd tao dat cuc dai sém nhat vao ngay th 10 (316,55 1,19 van tb/mL). O NT2
va NT3, tao ti€p tuc phat trién va dat mat do cuc dai lan luot & ngay tht 12 (248,79 + 1,19 van
tb/mL) va ngay tht 13 (223,22 + 1,48 van tb/mL). Nhu vay, tao nudi ¢ moi treong F/2 c6 mat do

cuc dai cao nhat, tiép dén la mdi truong Walne va thdp nhat la méi truong TT3.

'\é 350.00

£

= 300.00

o

2 250.00

o

3

o 200.00

*E e NT'1

& 150.00

p= == NT2
100.00 NT3
50.00
0.00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Ngay nuoi
(NT1: mdi treong F/2; NT2: mdi treong Walne; NT3: moi trieong TT3)

Hinh 4. D6 thi thé hién méat d0 tao ¢ cdc moi truong dinh dudng khéc nhau
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Bang 4. Mat d0 cua tao ¢ cac moi truwong dinh duwong khac nhau

Mit dd (x 10* tb/mL)

Ngay NT1 (mbi truong F/2) NT2 (mo6i truong Walne) NT3 (méi truong TT3)
1 8,50 + 0,022 8,50 + 0,002 8,50 + 0,012
2 12,52 £ 0,02¢ 12,36 0,020 11,92 £ 0,152
3 20,39 £ 0,01 20,52 +0,01¢ 19,78 £ 0,022
4 45,34 + 0,06¢ 36,78 + 0,08 33,90 + 0,022
5 76,02 +0,01¢ 58,12 £ 0,02° 47,58 +0,012
6 130,36 + 0,01¢ 98,36 + 0,900 71,56 + 0,65°
7 174,17 + 0,02¢ 127,42 + 0,85 95,21 + 0,022
8 224,71 +0,27¢ 155,92 +0,67° 121,56 +1,13%
9 286,17 +1,13¢ 188,28 + 0,38 146,03 + 1,622
10 316,55 +1,19¢ 205,46 +0,74° 165,44 +1,26%
11 310,49 +0,45¢ 226,35 +0,83° 175,63 + 1,292
12 304,89 £ 0,10¢ 248,79 £1,19° 195,86 + 0,462
13 287,03 +1,70¢ 239,65 + 0,97 223,22 +1,48*
14 259,12 +0,79¢ 202,32 + 0,800 214,98 + 0,882
15 230,55 + 0,06¢ 197,91 +0,71° 183,93 + 1,092
16 192,46 + 0,08¢ 146,28 + 0,37° 145,63 + 0,962
17 150,12 +0,03¢ 109,82 + 0,78 110,65 + 0,482

Ghi chii: Cac ky tw a, b, ¢ theo sau trén cung mét hang gidng nhau thi sy khédc biét khéng c6 y nghia
théng ké (p > 0,05), d6 1éch chuan dét sau dau =

Céc két qua trén cho thay, trong ba mdi treong thi nghiém, tdao Nannochloropsis oculata sinh
treong manh nhat trong moi treong F/2. Nguyén nhan c6 thé' 1a thanh phan dinh dudng ctia cac
moi truong khong giong nhau. Méi truong TT3 ¢6 thanh phan dinh dudng don gian, thiéu cac
nguyén td vi lugng nhu Mn, Zn, Cu va Co va vitamin nhu Bl va B12. Céc nguyén t6 vi luong nay
hau nhu déu cé tac dung dén qua trinh trao doi chét cta tao, can thiét cho cac phan tng enzim
va vitamin du chi véi mét lugng rat nho nhung cé thé thiuc day su gia tang sinh khoi cta tao. Do
d6, tao nudi trong moi truong TT3 sinh trudng va phat trién khong t6t nhu trong hai moi truong
con lai. M6i truong F/2 va Walne déu chita cac thanh phan chinh giong nhau nhu NaNOs,
NaH:POs, EDTA, FeCls, cadc nguyén t6 vi luong nhu Cu, Zn, Mn, Co, ... Day la nhitng thanh phan
cau tao nén cac chat dinh dudng can thiét cho sy phat trién cua tao.

Tuy mo6i treong Walne c6 ham Ieong dam va lan cua cao hon méi treong F/2, nhung moi
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treong F/2 c6 nhiéu loai vitamin hon. Dong thoi, moi truong Walne trong thi nghiém nay khong
c6 ngudn silic ttr mudi NazSiOs, trong khi d6 mdi truong F/2 ¢6 ham luwong Na2SiOs 1a 30 mg/L.
Silic rat can thiét cho sy tang treong cta tao vi nd tham gia vao cau tao cua mang t€ bao. Do do,

6 thé F/2 la méi trueong t6i wu cho su sinh trudng va phat trién cta tao Nannochloropsis oculata.

Trong sudt qud trinh thi nghiém véi cuing mét mat do ban dau, & méi treong F/2, tao
Nannochloropsis oculata ludn dat mat do cao hon ¢ trong cung cac ngay nuoi, mat do cuc dai 16n,
thoi gian gitt & pha can bang dai hon va hién tuong tan lui cling dién ra cham hon so véi & moi
treong Walne va TT3. Két qua nay hoan toan tuong dong véi két qua ciia Nguyén Thé Giang [3]
vé anh huong cua cac diéu kién nudi cdy lén kha nang sinh trudng ctua vi tao Nannochloropsis
phan 14p tr riing ngap man Xuan Thay, Nam Dinh. Theo Nguyén Thé Giang [3], mdi trueong
thich hop nhat d& nuoi cdy N. oculata 1a F/2 do véi pha can bang kéo dai, pha suy tan dién ra cham
hon so v6i cdc moi truong khac, thuan tién cho viéc nuodi cdy, nghién ctru. Nghién cttu cua Ton
Nt My Nga va cs. cing cho thdy mdi truong dinh dudng F/2 va Walne déu cho kha ning tang

trueong tot doi voi tdo Chaetoceros gracilis [7].

Tt két qua trén, chung t6i chon F/2 1am méi treong nudi cdy vi tao Nannochloropsis oculata

d€ tién hanh thi nghiém ti€p theo vé anh hudng ctia d6 man dén sinh tredng cua vi tao nay.

32 Anh huwong cua d0 man

D06 mdn 1a mot trong nhiing yéu td rat quan trong quyét dinh dén su phan b ciing nhuw su
sinh trudng va phat trién cta tao, quyét dinh dén két qua nudi sinh khoi tao. Cac loai tao khéac

nhau c6 kha nang thich nghi véi moét khoang dao dong do man khac nhau.

Do thi nghiém dugc b6 tri & bdn dd man khac nhau nén sy phat trién cta tao ciing khac
nhau va c6 sy bién dong gitra cdc nghiém thitc. Sau hai ngay, mat d6 tao bat dau ting 1én & ca
bdén nghiém thitc. Su sai khéac ¢ y nghia thong ké (p < 0,05), nhung mat dé tao tang con cham
(Bang 5).

Tt ngay nudi th 4 cho dén ngay thit 8, tio bat dau sinh truong nhanh va mat do tao & ca
bdn nghiém thikc c6 sy sai khac dang ké va cd y nghia thong ké (p < 0,05). O NT3, mat do tao dat
cuc dai sém nhat vao ngay thit 9 (294,29 + 1,01 van tb/mL). O ngay thi 10 va 11, tao & giai doan
can bang. Ttr ngay thit 12, mat d6 tao giam manh do chuyén sang giai doan tan lui. NT4 dat cuc
dai cham hon & ngay thit 10 v6i mat d6 cwec dai la 275,14 + 0,32 van tb/mL va cling giam manbh tt
ngay 12 do chuyén sang giai doan tan lui.
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D6i véi NT1 va NT2, mat do6 tao van ti€p tuc tang cho dén ngay 13 va dat cuc dai & mic

twong tng 197,57 + 0,64 van tb/mL va 214,35 + 0,55 van tb/mL. Khi tdo chuyén qua giai doan tan

lyi, mat d6 tao cling nhanh chéng giam manh nhw & NT1.

Bang 5. Mat d cua tao Nannochloropsis oculata ¢ cac d¢ mén khac nhau

Mit d6 (x 104 tb/mL)

Ngay NT1 NT2 NT3 NT4

(d6 man 20%o) (d6 man 25%o) (d6 man 30%o) (d6 man 35%o)
1 8,50 + 0,012 8,50 + 0,032 8,50 + 0,06 8,50 + 0,012
2 12,32 + 0,302 12,79 +0,30P 14,47 + 0,184 14,03 £ 0,03¢
3 22,91 +0,322 23,66 +0,37° 27,64 + 0,154 26,97 +0,02¢
4 41,240,732 43,33 + 0,500 62,98 + 0,334 60,41 + 0,58¢
5 60,23 + 0,052 61,74 + 0,09° 102,98 + 0,104 78,32 £ 0,36¢
6 77,48 + 0,542 83,15 + 0,26 149,16 + 0,084 102,08 + 0,03¢
7 90,11 + 0,572 111,96 + 0,630 199,23 + 0,774 149,71 £ 0,77¢
8 116,05 + 1,18 137,42 £ 0,830 256,09 + 0,414 178,69 +0,95¢
9 129,21 + 1,472 154,09 + 0,73 294,29 + 1,014 247,51 + 0,55¢
10 144,77 + 0,26 171,34 + 0,94 293,80 + 1,004 275,14 +0,32¢
11 157,77 + 0,772 184,85 + 0,740 289,39 + 0,224 270,20 +0,70¢
12 171,38 + 0,932 207,73 + 0,64° 268,65 + 0,354 255,62 +0,70¢
13 197,57 + 0,642 214,35 + 0,55 241,53 +0,374 228,31 +0,83¢
14 189,08 + 1,15 204,79 + 0,86 215,90 + 0,074 204,52 +0,01b¢
15 174,87 + 0,732 184,67 + 0,82¢ 186,72 + 0,304 175,25 +0,13°
16 147,59 + 0,262 152,90 + 0,010 160,12 + 0,014 154,26 +0,21¢

Ghi chii: Cac ky hiéu a, b, c theo sau trén ciing mét hang giéng nhau thi su khac biét khéng ¢6 y nghia
thong ké (p > 0,05), do léch chudn dat sau dau +.
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Hinh 5. D9 thi thé hién mat d0 tao & cdc mirc dd man khic nhau

Két qua ttr Hinh 5 cho thay, & NT3, tao sinh tredng nhanh hon va dat mat do cwe dai 294,29
+ 1,01 van tb/mL & ngay thit 9. O NT4, tao dat mat d6 cuc dai & ngay thit 10 voi gia tri 275,14 +
0,32 van tb/mL. Tao dat mat d6 cuc dai cham nhat 6 NT1 va NT2, déu ¢ ngay nudi tha 13 véi gia
tri [an lwot 1a 197,57 + 0,64 van tb/mL va 214,35 + 0,55 van tb/mL. Nhu vay, tao N. oculata & NT3
cho mat do cuc dai 16n nhat, ti€p dén la NT4 va cudi cung thdp nhédt 1a NT2 va NT1.

Nhu vay, tdo Nannochloropsis oculata ¢ xu hudéng wa d6 man cao (30-35%o). Trong sust
qua trinh thi nghiém, thi & NT3, tdo Nannochloropsis oculata ludn dat mat do cao hon trong cung
mot ngay nudi; mat d¢ cuec dai 16n hon; thoi gian ¢ pha can béng dai hon va pha tan dién ra chAm
hon so véi & ba nghiém thitc 1, 2 va 4. Do d6, nén nudi tao Nannochloropsis oculata & d¢ man 30%o.
Két qua nay hoan toan tuong dong voi két qua ctia Pham Thi Lam Hong [4] khi nghién cttu anh
huong cua dd man, anh sang va ty 1& thu hoach 1én mot s6 ddc diém sinh hoc va thanh phén sinh
héa cua hai loai tao N. oculata va Chaetoceros mulleri trong diéu kién phong thi nghiém.

Két qua cho thdy N. oculata phat trién t6t & dd mén 30-35%o va cho san luong va chat luong
dinh duéng cao. Theo Nguyén Thé Giang [3], cac diéu kién nudi cdy ciing c6 anh huéng lén kha
nang sinh tredng ctia vi tdo Nannochloropsis phan l1ap tir ring ngap man Xuan Thay, Nam Dinh.
D06 mén thich hop dé vi tdo N. oculata phat trién la 30-40%o.
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4  Kétluan

Trong 3 moi treong F/2, Walne va TT3 dwgc sit dung nudi vi tao, tdo Nannochloropsis oculata
sinh treong va phat trién tot nhdt trong moi truong F/2. Mat do tao dat cuc dai soém nhat vao
ngay thit 10 va kém nhat & moi truong TT3 va dat mat do cuc dai ¢ ngay thi 13. Tao Nannochlo-
ropsis oculata phat trién t6t nhat & dd6 man 30%o0 v6i mat do cuc dai cao nhét, sém nhét va pha tan

lui dién ra cham.

Thong tin tai trg

Nghién cttu duoc Pai hoc Hué tai trg thong qua dé tai “Nghién cttu anh huong ctia moi
treong dinh dudng, dd mén, ceong dd, chu ky chiéu sang dén sinh treong va ham luong lipid
cua vi tdo Nannochloropsis oculata”, ma s6 DHH 2019-02-120.
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