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TÓM TẮT 
Dunaliella salina là vi tảo lục đơn bào, có khả năng tổng hợp lượng lớn carotenoid, đặc biệt 

β-carotene trong các điều kiện ức chế khác nhau. Ba chủng D. salina được sử dụng cho nghiên cứu 
ảnh hưởng ức chế H2O2 và kết hợp với ánh sáng, độ muối cao lên sự tăng trưởng, tổng hợp 
carotenoid và lipid. Kết quả cho thấy 3 chủng D. salina có những đáp ứng khác nhau về tăng 
trưởng sau các điều kiện ức chế như mật độ tế bào tăng trong điều kiện ức chế H2O2 kết hợp ánh 
sáng cao và giảm trong điều kiện ức chế H2O2 kết hợp độ muối cao đối với hai chủng D. salina A9 
và D. salina CCAP 19/18, mật độ tế bào ổn định đối với D. bardawil DCCBC 15 trong các điều 
kiện ức chế khác nhau. Hàm lượng carotenoid và lipid ở 3 chủng D. salina tăng, trong đó ở điều 
kiện ức chế kết hợp ánh sáng cao hàm lượng carotenoid và lipid cao hơn so với các điều kiện ức 
chế khác.  

Từ khóa: Dunaliella salina, carotenoid, phương pháp Sulfo-Phospho-Vanillin. 
ABSTRACT 

The growth, carotenoid and lipid accumulation  
of Dunaliella salina cultivated under stress conditions 

Dunaliella salina, a unicellular green microalgae, is capable of biosynthesising high 
carotenoid content, particularly β-carotene under different stress conditions. This study used three 
D. salina strains to investigate the growth, biosynthesis of carotenoid and lipid under stress 
conditions such as separate H2O2 and combination of high light intensity and salinity. The results 
indicated that the growth of three D. salina strains was different responses to stress conditions 
including increase for D. salina A9 and D. salina CCAP 19/18 under combination of H2O2 and 
high light intensity, and constant for D. bardawil DCCBC 15 under all stress conditions in cell 
density. Carotenoid and lipid contents of three D. salina strains increased significantly under 
stress conditions, in which combination of high light intensity was higher compared with the other 
stress conditions. 

Keywords: Dunaliella salina, carotenoid, Sulfo-Phospho-Vanillin method. 
 

1. Giới thiệu 
Dunaliella salina (thuộc Dunaliellaceae) là một trong những vi tảo đơn bào có nhiều 

tiềm năng được sử dụng làm thực phẩm và dược phẩm trong nhiều năm qua. D. salina tăng 
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trưởng trong nhiều điều kiện ức chế khác nhau gây ra sự sản xuất carotene có khả năng 
chống oxy hóa và kháng độc tế bào [1]. Sự tích lũy carotene ở D. salina có thể được kích 
thích bởi cường độ ánh sáng cao và các điều kiện nuôi cấy có thể dẫn đến giảm tốc độ tăng 
trưởng bao gồm nhiệt độ tới hạn, độ muối cao và hạn chế nitrogen [2]. 

Sự thay đổi độ muối đột ngột trong nuôi cấy D. salina tạo ra phase lag trong tăng 
trưởng và độ dài của phase lag phụ thuộc vào nồng độ muối và mức độ thay đổi của độ 
muối. Nồng độ carotene tăng sau ức chế muối cao, độ dài của phase lag phụ thuộc vào 
độ muối ban đầu và mức độ thay đổi của độ muối, tuy nhiên tốc độ tổng hợp carotene và 
nồng độ carotene phụ thuộc vào độ muối cuối cùng. Sự tăng hàm lượng carotene tổng là 
do sự tăng hàm lượng β-carotene [3]. Carotenoid từ D. salina có hoạt tính chống oxy 
hóa cao, all-trans-β-carotene và 9-/90-cis- β-carotene là carotenoid chính ở tảo. 
Carotenoid ở dạng cis, đặc biệt 9-/90-cis- β-carotene đóng vai trò chống oxy hóa chính 
trong dịch trích của tảo [4]. 

Nhiều nghiên cứu cho thấy trong điều kiện stress oxy hóa D. salina tăng tích lũy 
lipid. Bên cạnh đó, trong điều kiện nuôi cấy tối ưu gây stress oxy hóa bằng cách sử dụng 
H2O2 dẫn đến tăng hàm lượng lipid nội bào lên đến 44% so với mẫu đối chứng không có 
xử lý. Stress oxy hóa và sự tăng sản xuất lipid có mối liên kết với nhau, stress oxy hóa là 
trung gian gây tích lũy lipid [5]. Nghiên cứu này nhằm tìm hiểu hiệu quả kết hợp H2O2 một 
yếu tố stress oxy hóa ngoại sinh và các điều kiện ức chế khác ở ba chủng D. salina tạo cơ 
sở cho nuôi cấy ứng dụng để làm tăng hàm lượng carotene trong các hệ thống mở. 
2. Vật liệu và phương pháp 
2.1. Chủng Dunaliella salina 

Hai chủng Dunaliella salina var. bardawil DCCBC 15 (D. bardawil DCCBC 15) và 
Dunaliella salina CCAP 19/18 được cung cấp bởi TS. Juergen E. W. Polle, Phòng Sinh 
học – Trường Đại học Brooklyn, New York, Hoa Kì. D. salina A9 được phân lập từ mẫu 
thu thập ở vùng ruộng muối Vĩnh Hảo, Bình Thuận.  
2.2. Thiết kế thí nghiệm 

D. salina được nuôi cấy trên môi trường MD4 1,5M NaCl gồm 2 giai đoạn: 
Giai đoạn nuôi tăng trưởng: Các chủng D. salina nuôi trên điều kiện ánh sáng trắng 

50 µmol photon/m2/s. 
Giai đoạn nuôi ức chế: Sau 10 ngày nuôi cấy tăng trưởng D. salina được chuyển 

sang điều kiện ức chế khác nhau: 12,5 μM H2O2, H2O2 (12,5 μM) kết hợp với ánh sáng 300 
µmol photon/m2/s (H2O2 – AS) và H2O2 (12,5 μM) kết hợp với độ muối cao 4M NaCl 
(H2O2 – NaCl). 

Các thí nghiệm thực hiện ở nhiệt độ 25 ± 20C và được lặp lại 3 lần. 
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2.3. Quan sát hình thái tế bào Dunaliella salina 
Hình thái tế bào Dunaliella được quan sát dưới KHV quang học (X40). 

2.4. Xác định sự tăng trưởng tế bào Dunaliella salina 
Mật độ tế bào tảo được đếm trực tiếp bằng buồng đếm hồng cầu. 200 μL mẫu tảo 

được lấy và cố định bằng lugol mỗi 2-3 ngày. Số lượng tế bào được đếm bằng buồng đếm 
hồng cầu có độ sâu 0,1 mm và diện tích ô vuông 1 mm2. Mật độ tế bào trong 1 mL được 
tính theo công thức [6]. 

	ܦ = ௡
௜

. 10ସx hệ số pha loãng 

trong đó, n: tổng số tế bào đếm được 

i: diện tích đếm 

D: mật độ tế bào (tế bào/mL). 

Tốc độ tăng trưởng được tính theo công thức [7]: 
μ = ln(N1/N0)/(t1-t0) 

trong đó, N1, N0: mật độ tế bào tại thời điểm 1 và 0 
t1, t0: thời điểm 1 và 0. 

2.5. Xác định hàm lượng carotenoid tổng 
Lấy 1 mL dịch nuôi cấy, li tâm ở 1000×g trong 5 phút, phần tảo bên dưới được li 

trích với 3 mL ethanol: hexane (2:1 v/v). Thêm vào 2 mL H2O và 4 mL hexane, lắc mạnh. 
Hỗn hợp li trích này được li tâm 1000×g trong 5 phút. Lớp sắc tố có hexane bên trên được 
đọc ở các bước sóng 450 nm, 662 nm và 645 nm. Hàm lượng carotenoid tổng được xác 
định theo công thức: Carotenoid (µg/mL) = A450 x 25,2 [8], [9]. 

Hàm lượng diệp lục tố a và b được xác định theo [10]: 
Diệp lục tố a (µg/mL) = 11,75 (A662) – 2,35 (A645) 
Diệp lục tố b (µg/mL) = 18,61 (A645) – 3,96 (A662) 
Diệp lục tố tổng (µg/mL) = diệp lục tố a + diệp lục tố b 
Trong đó: A645: độ hấp thụ ở bước sóng 645 
                 A662: độ hấp thu ở bước sóng 662. 

2.6. Xác định hàm lượng lipid bằng phương pháp Sulfo-Phospho-Vanillin 
Thuốc thử Phosphovanillin: Hòa tan 0,06 g vanillin trong 2 mL ethanol nguyên chất, 

thêm 8 mL nước cất và lắc kĩ. Thêm 50 mL dung dịch acid phosphoric đậm đặc vào hỗn 
hợp trên và bảo quản trong tối cho quá trình phân tích [11], [12]. 

Xác định hàm lượng lipid ở Dunaliella salina: li tâm 1 mL dịch nuôi tảo ở  
6000 rpm, 40C, 10 phút; phần cắn tế bào được li trích với 2 mL acid sulfuric đậm đặc, 
sau đó đun trên bếp cách thủy 1000C trong 10 phút, làm lạnh trong bể nước đá. Bổ sung 
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5 mL thuốc thử Phosphovanillin, hỗn hợp được ủ ở 370C và lắc mẫu liên tục. Đo mẫu ở 
bước sóng 530 nm [11], [12]. 

Đường chuẩn lipid: Dầu cải thương mại (hiệu Tường An) được pha trong chloroform 
(nồng độ 1 mg/mL), nồng độ lipid chuẩn (10-150 µg) được thực hiện trong các ống nghiệm 
có nắp. Ủ các ống nghiệm ở nhiệt độ 900C, 10 phút để bay hơi chloroform. Thêm 2 mL 
acid sulfuric đậm đặc, sau đó đun trên bếp cách thủy 1000C trong 10 phút, làm lạnh trong 
bể nước đá. Bổ sung 5 mL thuốc thử Phosphovanillin, hỗn hợp được ủ ở 370C và lắc mẫu 
liên tục. Đo mẫu ở bước sóng 530 nm. 
2.7. Xử lí số liệu 

Số liệu được xử lí bằng Microsoft office Excel 2013 và phân tích one way ANOVA 
bằng phần mềm SPSS 20.0 với sai số ý nghĩa p < 0,05. 
3. Kết quả và thảo luận 
3.1. Sự tăng trưởng của Dunaliella salina 

Trong giai đoạn nuôi cấy tăng trưởng tốc độ tăng trưởng của hai chủng D. salina A9 
và D. salina CCAP 19/18 (μ = 0,333/ngày và µ = 0,328/ngày) cao hơn so với D. bardawil 
DCCBC 15 (μ = 0,243/ngày) (p = 0,018). Ngoài ra, mật độ tế bào của ba chủng D. salina 
cũng không có sự khác biệt ý nghĩa (p = 0,174). Trong giai đoạn ức chế với các điều kiện 
ức chế khác nhau cho thấy: ở D. salina A9 điều kiện ức chế H2O2 kết hợp độ muối cao mật 
độ tế bào giảm so với hai điều kiện ức chế còn lại (p = 0,016); tương tự ở D. salina CCAP 
19/18 điều kiện ức chế H2O2 kết hợp độ muối cao mật độ tế bào giảm so với hai điều kiện 
ức chế còn lại và có sự khác biệt ý nghĩa (p = 0,000); ở D. bardawil DCCBC 15 mật độ tế 
bào hầu như không có sự thay đổi sau ức chế giữa các điều kiện ức chế (p = 0,021)  
(Hình 1). Theo Xu và cộng sự, khi ức chế ánh sáng cao từ 200-1500 µmol/m2/s cho thấy 
bốn chủng D. salina có sự thay đổi hình dạng tế bào từ hình oval sáng hình cầu, từ tế bào 
màu xanh sang màu cam [13]. Ở D. tertiolecta sự quang ức chế thực sự xảy ra trong thời 
gian ngắn (6 giờ đầu) sau ức chế ánh sáng cao (1000, 1500 và 2000 µmol/m2/s), tuy 
nhiên sau 2 ngày ức chế ánh sáng cao liên tục D. tertiolecta đáp ứng được với điều kiện 
ánh sáng cao này và tốc độ tăng trưởng đạt được như điều kiện ánh sáng thấp. Điều này 
cho thấy D. tertiolecta có thể đáp ứng với phổ rộng ánh sáng cao từ 50-2000 μmol 
photons/m2/s [14]. Theo Yilancioglu và cộng sự, khi xử lí H2O2 ngoại sinh nồng độ từ 
200µM-4mM cho thấy sự sống sót của tế bào D. salina giảm dần, tuy nhiên nồng độ 
ROS và lipid tăng cao [5]. 
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Hình 1. Sự tăng trưởng của D. salina dưới các điều kiện nuôi cấy ức chế khác nhau 
 

3.2. Hàm lượng diệp lục tố 
Hàm lượng diệp lục tố a và diệp lục tố tổng (trên thể tích và tế bào) của ba chủng D. 

salina trong điều kiện ức chế H2O2 kết hợp với ánh sáng cao giảm và có sự khác biệt ý 
nghĩa (p < 0,005). Tương tự ở D. salina A9 trong điều kiện ức chế H2O2 kết hợp độ muối 
cao 4M NaCl và D. salina CCAP 19/18 trong điều kiện ức chế H2O2 hàm lượng diệp lục tố 
cũng giảm và có sự khác biệt ý nghĩa (p < 0,005). Trong khi đó, hàm lượng diệp lục tố của 
D. salina CCAP 19/18 trong điều kiện ức chế H2O2 kết hợp độ muối cao 4M NaCl, D. 
bardawil DCCBC 15 trong các điều kiện ức chế H2O2 riêng rẽ và H2O2 kết hợp độ muối 
cao 4M NaCl không có sự thay đổi rõ rệt sau ức chế (p > 0,005) (Hình 2, 3). Ở D. 
tertiolecta trong điều kiện ức chế ánh sáng cao 1000, 1500 và 2000 μmol photons/m2/s, 
hàm lượng diệp lục tố thấp hơn so với điều kiện đối chứng (50 μmol photons/m2/s); và tỉ lệ 
Fv/Fm giảm trong 5 giờ đầu ức chế và sau đó bắt đầu tăng trở lại. Ngoài ra, sau 2 ngày nuôi 
cấy, tỉ lệ Fv/Fm không có khác biệt giữa các điều kiện độ muối khác nhau khi nuôi trong 
điều kiện nuôi ánh sáng thấp; tuy nhiên tỉ lệ này có sự khác biệt giữa các độ muối khi nuôi 
cấy dưới điều kiện ánh sáng cao. Sự giảm tỉ lệ Fv/Fm cho thấy tế bào D. tertiolecta bị 
quang ức chế trong điều kiện ánh sáng cao [14]. 
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Hình 2. Hàm lượng diệp lục tố a trên thể tích (a)  
và trên tế bào (b) của D. salina dưới các điều kiện nuôi cấy ức chế khác nhau 

 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

10 12 15 17 21

H
àm

 lư
ợn

g 
di

ệp
 lụ

c 
tố

 a
 (μ

g/
m

L)

Thời gian (Ngày)

D. salina A9 - H2O2

D. salina A9 - H2O2+AS

D. salina A9 - H2O2+NaCl

D. salina CCAP 19/18 - H2O2

D. salina CCAP 19/18
H2O2+AS
D. salina CCAP 19/18 -
H2O2+NaCl
D. bardawil DCCBC 15 - H2O2

D. bardawil DCCBC 15
H2O2+AS
D. bardawil - DCCBC 15
H2O2+NaCl

(a)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

10 12 15 17 21

H
àm

 lư
ợn

g 
di

ệp
 lụ

c 
tố

 a
 (p

g/
tb

 x
 1

0-3
)

Thời gian (Ngày)

D. salina A9 - H2O2

D. salina A9 -
H2O2+AS
D. salina A9 -
H2O2+NaCl
D. salina CCAP 19/18 -
H2O2
D. salina CCAP 19/18
H2O2+AS
D. salina CCAP 19/18 -
H2O2+NaCl
D. bardawil DCCBC 15
- H2O2
D. bardawil DCCBC 15
H2O2+AS
D. bardawil - DCCBC
15 H2O2+NaCl

(b)



TẠP CHÍ KHOA HỌC - Trường ĐHSP TPHCM Tập 15, Số 12 (2018): 14-24 

 

20 

 
 

 
 

Hình 3. Hàm lượng diệp lục tố tổng trên thể tích (a)  
và trên tế bào (b) của D. salina dưới các điều kiện nuôi cấy ức chế khác nhau 

 
3.3. Hàm lượng carotenoid 

Hàm lượng carotenoid trên thể tích và tế bào của ba chủng D. salina tăng sau ức chế 
dưới tất cả các điều kiện và có sự khác biệt ý nghĩa (p = 0,000). Hàm lượng carotenoid trên 
thể tích và trên tế bào của ba chủng D. salina trong điều kiện ức chế H2O2 kết hợp ánh 
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so với các điều kiện còn lại (p = 0,000) (Hình 4). Kết quả cho thấy trong các điều kiện ức 
chế kết hợp có ánh sáng cao gây ra sự tích lũy carotenoid cao hơn các điều kiện ức chế 
khác. β-caroten được sản xuất lượng lớn ở D. salina khi đáp ứng với cường độ ánh cao; sự 
sản xuất carotenoid gắn với sự hình thành các giọt lipid và giảm nồng độ acid béo không 
bão hòa, tăng tích lũy các acid béo đặc hiệu (C16:0 và C18:1) [15]. Ở vi tảo sự sản xuất 
carotenoid liên quan đến cơ chế đáp ứng tổn thương oxy hóa của tế bào; trong điều kiện ức 
chế ánh sáng cao và cạn kiệt nitrogen hoặc kết hợp cả hai điều kiện có thể làm tăng tổn 
thương oxy hóa gây ra tăng tổng hợp carotenoid D. bardawil [16]. 

 
 

 
Hình 4. Hàm lượng carotenoid trên thể tích (a) và trên tế bào (b) của D. salina 
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lipid trên tế bào của D. bardawil DCCBC 15 ở cả ba điều ức chế đạt nồng độ cao 
(342,508x10-3, 224,246 x10-3, 336,737 x10-3 pg/tb theo thứ tự) tại ngày 21 của quá trình 
nuôi cấy (p = 0,000) (Hình 5). Nhiều nghiên cứu cho thấy, ở vi tảo như Dunaliella, 
Haematococcus carotenoid thứ cấp và lipid được tổng hợp đồng thời trong các điều kiện 
nuôi cấy bất lợi. Vi tảo có tỉ lệ diện tích bề mặt/thể tích cao, tạo điều kiện đáp ứng nhanh 
với những điều kiện môi trường thay đổi và chúng có thể thay đổi nhanh sự chuyển hóa 
lipid trong các điều kiện môi trường này như ức chế muối. Các thí nghiệm ức chế muối dài 
hạn (2 tuần) có thể cho phép sự đáp ứng di truyền gây ra sự tổng hợp các protein cảm ứng 
muối và sự biểu hiện các gene ức chế muối [17]. Hầu hết vi tảo có khả năng tích lũy lượng 
lớn lipid trong phase cân bằng hay phase suy vong hơn tế bào ở phase tăng trưởng. Sự suy 
vong của tảo dẫn đến thay đổi trong con đường sinh tổng hợp lipid từ màng lục lạp hay các 
màng tế bào khác đến đến lipid trung tính dự trữ [18].  

 
 

 
Hình 5. Hàm lượng lipid trên thể tích (a)  

và trên tế bào (b) của D. salina dưới các điều kiện nuôi cấy ức chế khác nhau 
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4. Kết luận 
Sự tăng trưởng của ba chủng D. salina có sự thay đổi khác nhau khi ức chế H2O2 kết 

hợp ánh sáng cao và độ muối cao. Trong các điều kiện ức chế có sự kết hợp ánh sáng cao 
cho thấy các chủng D. salina đạt hàm lượng carotenoid, lipid cao; tuy nhiên hàm lượng 
diệp lục tố giảm. 

 

 

 Tuyên bố về quyền lợi: Các tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 
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