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TOM TAT

Dunaliella salina la vi tao luc don bao cé kha nang tich lity ham lwong lon carotenoid dac
biét f-caroten trong cdc diéu kién nudi cay bat loi. Bon ching D. salina N, O, J va CCAP 19/18 dwoc
sir dung dé khdo sat méi trirong nudi cdy MD4, RM1 va RM2 da trén si tang trucng, ham lirong
sdc to quang hop diép luc té va carotenoid. Két qua cho thay, mdt dé té bao va toc dg tang trueng
ciia cac ching D. salina dat gid tri cao khi nudi cdy trén méi triong sir dung nueée rugng musi RM1
va RM?2. Ham lwong diép luc to va carotenoid cua cac ching D. salina diwoc tong hop véi ham lwong
cao nhdt khi dwoc nudi cdy trong méi truwong RM2. Nhw vy, méi triong RM2 két hop gidta nuréc
rugng muoi va nuéc bién gilp tdo tang trwéng nhanh, én dinh va tiét kiém phd hop nudi cay D.
salina quy mo pilot ¢ Viét Nam.

Tir khéa: Carotenoid; diép luc to; Dunaliella salina; nudi cay pilot

1. Giéi thigu

Dunaliella salina 13 mét loai tao luc don bao thudc ho Chlorophyceae, dugc biét véi
kha nang tich lity ham lugng 16n carotenoid trong cac diéu kién nudi cay trc ché. Tao nay c6
thé mang lai ba san pham c6 gia tri 16n 1a glycerol, B-carotene va protein cao (Murthy et al.,
2005). Carotenoid 1a nhom séc t6 ¢ kha ning chdng oxy hoa, gitip ngin ngira hozc tri hodn
cac bénh man tinh nhu ung thu, 130 hoa, xo cing dong mach, duc thay tinh thé. Trén thé
gi¢i, mo hinh lam giau B-caroten trong sinh khéi ciia D. salina da dugc nghién ctu trén quy
mé phong thi nghiém va san xuat thwong mai (Ben-Amotz, 1987).

Trong nudi cdy D. salina, d min ti uu cho su phat trién nam trong khoang 18-22%
NaCl, trong khi d6 man tdi wu dé san xuit carotenoid 1a > 27% NaCl (Borowitzka, Moulton,
& Borowitzka, 1984). Mot s6 chung Dunaliella cé thé tich lily B-carotene va glycerol, nhiing
dac tinh ¢d loi ich vé kinh té da dan dén viéc nudi quy md 16n loai tao ndy & mot sb qubc gia
nhu Uc, Trung Quéc, Israel va An Do véi cac du an quy md thir nghiém & cac nuée khac
(Chile, Tay Ban Nha, Iran) (Sathasivam, & Juntawong, 2013). Hau hét cac nghién ctu
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D. salina dugc thuc hién trén cac mdi trudng nudc bién nhan tao hoic méi truong nudc bién
bd sung dinh dudng.

Trong nudi cdy D. salina véi quy méd pilot dé thu nhan sinh khéi c6 ham lwong
B-carotene cao thi moi trudng nudi cdy hiéu qua va gia thanh thap 1a yéu tb rat quan trong.
Viét Nam 1a nuéc nhiét d6i co tiém nang bién rat 16n véi bo bién dai hon 3200 km va cac
vung ruéng mudi ndi tiéng nhu Sa Huynh, bé Gi, Ninh Diém, Cam Ranh, Long Pién, Can
Gio. Viéc tan dung ngudn nudce bién va ruong mudi phuc vy cho nudi cay D. salina vo cling
hiru ich. Mo6i truong MD4 1,5M NaCl do Tran va cong su (2013) xay dung phai sur dung
nguon mudi (NaCl) (Tran et al., 2013) nén anh huéng dén chi phi va hiéu qua khi thyc hién
nudi ciy D. salina & quy md pilot. Vi vay, nghién cau ndy nham xay dung méi truong st
dung ngudn nude rudng mudi va nudc bién dé dat hiéu qua sinh khéi va tiét kiém chi phi
trong nudi cay D. salina & Viét Nam.

2. Vatli¢u va phuwong phap
2.1. Chang Dunaliella salina

Thi nghiém thuc hién trén 3 chung D. salina:

Dunaliella salina CCAP 19/18 duoc cung cap boi Juergen E. W. Polle — Phong Sinh
hoc, Truong Pai hoc Brooklyn, New York, Hoa Ki. Dunaliella salina J, N phéan lap ¢ Khéanh
Hoa, Viét Nam. Dunaliella salina O phan lap ¢ Vinh Hao, Binh Thuan, Viét Nam
2.2. Thiét ké thi nghiém

Céc chiing D. salina dwoc nudi ciy trong méi truong MD4 1,5 M NaCl, suc khi lién
tuc va chiéu sang & cuong d6 100 pmol photon/m?/s, chu ki séng: ti = 12:12h. Sau 10 ngay
nudi ciy, tio dat pha ting truong duoc sir dung dé b tri thi nghiém.

Nudc ruong mudi st dung cho thi nghiém duoc thu tai ving rusng mudi Can Thanh,
Can Gio, Thanh phd HS Chi Minh vao thoi diém khoang tir thang 12 dén thang 2, d6 mudbi
cao khoang 380%o. Nudc bién duoc thu tai ving bién Lagi, Binh Thuan thang 12 hang nam.

Céc chung D. salina dugc nudi cay trén 3 moi truong:

Moi truong MD4 1,5M NaCl theo Tran va cong su (2013) (Tran et al., 2013).

Mai truong RM1: nuéc ruong mudi pha lodng véi nuéce cat dé dat do mudi 1,5M
(90%o), sau d6 bd sung dinh dudng tuwong ty nhu méi trudng MDA4.

Moi truong RM2: nudc rudng mudi (380%o) pha lodng véi nudc bién dé dat do mudi
1,5M (90%o), sau d6 bd sung cac chat dinh dudng twong tu nhu mdi truong MD4. Mat do té
bao ban dau khoang 10x10* t& bao/mL cho tat ca cac nghiém thtc.

2.3. Xdc dinh mdt d¢ té bao

Sy tang truong cua D. salina duoc xac dinh dua trén viéc dém té bao tao truc tiép bang
budng dém hdong cau véi 10 L mau tao sau mdi 3 ngay nudi ciy. Mat do té bao trong 1 mL
dugc tinh theo cong thac (Robert, 2005):

D= ? 10* x hé s8 pha loang
trong do, n: tong s6 té bao dém dugc

i: dién tich dém
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D: mat do té bao (t& bao/mL)
2.4. Xdc dinh téc dé ting truwéng dic higu
Mat d6 té bao & hai thoi diém khac nhau trong qua trinh ting trudng cia mau duoc
dung dé tinh téc d6 tang trudng dac hiéu (U: té bao/mL/ngay) trong khoang thoi gian d6 theo
cong thure (Levasseur, 1993).

C
In (C_i

H_152_151

trong d6: C1, Co: Mat do té bao tai thoi diém 1 va 2
t1, t2: Thoi diém 1 va 2

2.5. Xdc dinh ham lwong sdic to

L4y 1 mL dich nuéi cdy, li tim & 13.000 vong trong 5 phat, phan tao bén duéi duoc li
trich véi 3 mL ethanol: hexane (2:1 v/v), tron déu. Thém vao 4 mL hexane, tron déu. Hon
hop li trich nay duoc li thm 3.000 vong trong 5 pht. Lop sic té ¢ hexane bén trén duoc do
& cac bude song 450 nm, 662 nm va 645 nm. Ham luong carotenoid téng dugc xac dinh theo
cbng thuc: Carotenoid (ug/mL) = A450 x 25,2 (Prieto, Canavate, & Garcia-Gonzélez, 2011).

Ham luong diép luc t6 a va diép luc t6 téng duoc xac dinh theo (Lichtenthaler &
Wellburn, 1983).

Digp luc té a (ug/mL) = 11,75 (A662) — 2,35 (A645)

Digp luc té b (ug/mL) = 18,61 (A645) — 3,96 (A662)

Diép luc té tong (ug/mL) = diép luc té a + diép luc té b
trong d6: A645: do hap thu ¢ budc séng 645 nm

A662: d6 hap thu ¢ budc song 662 nm
2.6. X li sé ligu

Cac thi nghiém duoc 13p lai 3 1an. S6 liéu dugc xt 1i bang Microsoft office Excel 2019
va phan tich one-way ANOVAbang phan mém SPSS 20.0 véi sai s6 ¥ nghia p<0,05.
3. Kétqua vathao luan
3.1. Swtang truwong cia D. salina

Hinh 1 thé hién sy ting truong ciia cac ching D. salina nudi ciy trong 3 méi trudng
MD4, RM1 va RM2. Mat d6 té bao caa 4 ching D. salina dat cuc dai sau 12 ngay nudi ciy
& ca 3 moi truong. Ba chung D. salina N, O, J mat d6 té bao va toc do tang trudng dat gia
tri cao hon khi nudi cay & méi truong RM1 va RM2 so véi méi trudng MD4 (p<0,05). Trong
khi d6, mat do té bao va tdc do tang truong cua D. salina CCAP 19/18 nudi cay trong moi
truong MD4 va RM2 cao hon mdi trudng RM1 (p<0,05) (Hinh 2). Nuéc ruong mudi cd cac
thanh phan dinh dudng quan trong gilp bd sung vao moéi trudng nudi cay. Ngoai ra, d6 mudi
cao co vai tro diéu hoa &p suat tham thau va ion trong té bao, duy tri sy séng 6n dinh cho té
vi tao D. salina. Bén canh d6, nudc bién 1a méi trudng thich hop nhat dé nudi ciy vi tao vi
c6 sdn mot nguodn dinh dudng vo co ddi dao, da phan la cac hop chit cua nitrate, phosphor
va cac nguyén tb vi luong c6 vai trd quan trong trong su tang trudng cua cac té bao (Atkinson,
1997). Su két hop giira nuéc rudng mudi va nude bién gidp duy trinh ngudn dinh dudng,
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khoéng chit va 6n dinh do mudi cua moéi trudng kich thich cho té bao D. salina ting truong
6n dinh trén cac moi truong RM1 va RM2. Hé thdng nudi cdy vi tao phu thudc vao cac thong
s6 t6i wu thu duoc tir diéu kién phong thi nghiém dé tao ra nhitng hop chét c6 gia trj cao va
gia thanh thap. Sau 15 ngay nudi cdy D. salina BMAK 116 cho két qua mat do té bao cao
nhat 229 + 5,29 x 10* t& bao/mL trén mudi trudng Conway (Colusse et al., 2020). Trong khi
d6 moi truong RM1 va RM2 cua chung D. salina J dat mat do té bao 403 + 0,882 x 10* va
434 + 2,603 x 10* té bao/mL sau 18 ngdy nudi ciy. Ngoai ra trong diéu kién nuéi ciy ti wu
D. salina & méi truong F/2 dat mat do té bao cuc dai trong khoang 200-300 x 10* té bao/mL
(Abu-Rezq, Al-Hooti, & Jacob, 2010).
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Hinh 2. Téc dg tang truéng dac hiéu cia cac ching D. salina
trong 3 méi trwong nudi cady MD4, RM1 va RM2
3.2. Ham lweng diép luc to

Diép luc t6 1a sic t6 quang hop hap thu ning lwong anh sang mat troi gidp cho sy ting
truong cua vi tao D. salina. Ham luong diép luc té a va diép luc t tong cua 4 chang D.
salina dugc xac dinh trong qua trinh nudi cdy ¢ 3 moéi trudng MD4, RM1 va RM2. Két qua
cho thay, 4 chung D. salina c6 ham luong diép luc té a va diép luc té tong ting trong qua
trinh nudi cay va dat gia tri cao nhat khi dwoc nudi cdy & méi truong RM2 (p<0,05)
(Hinh 3, 4).

Mai truong RM2 1a su két hop gitta nuéc rudng mudi va nuéc bién nén dam bao su
6n dinh va day di ngudn dinh dudng da lugng dac biét nito va phosphor, va cac khoang chat
gilp té bao céc chung D. salina tong hop diép luc t§ cao hon so véi cac moi truong MD4 va
RMI. Ham luong diép luc t5 thap khi vi tao nudi cdy ¢ méi truong can Kiét nito va phosphor.
Acid 5-aminolevulinic 1a mét tién chat cua diép luc t6 duoc tong hop tir su két hop gitra
succinate va glycin hoic truc tiép tir glutamate. Viéc cung cap han ché nito vao cac té bao
c6 thé anh huong Ién kha niang tong hop acid amin nhu glycin va glutamate cta té bao, lam
han ché tong hop acid 5-aminolevulinic va din dén ham luong diép luc té thap trong té bao
(Andersen, 2005). Mbi trudng Conway D. salina BMAK 116 cho ham luong diép luc té a
cao nhat 3,92 + 0,43 ug/L ¢ ngay thir 7 cua qua trinh nudi cdy (Colusse et al., 2020). Trong
d6 ham luong diép luc t6 a cua cac ching D. salina N, O, J cao gip khoang 10 lan cu thé
ham lugng diép luc té a cua D. salina J 50,8 + 0,04 pg/L & ngay nudi cay tha 9 trén moi
truong RM2.
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J (c), D. salina CCAP 19/18 (d) trong 3 méi trwong nudi cay MD4, RM1 va RM2
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Hinh 4. Ham heong diép luc t6 a cua cac ching D. salina N (a), D. salina O (b), D. salina

J (c), D. salina CCAP 19/18 (d) trong 3 méi trwong nudi cay MD4, RM1 va RM2
3.3.  Ham lwgng carotenoid

Tuong ty nhu sic t6 diép luc t6, ham lwong carotenoid caa 4 ching D. salina ting
trong qua trinh nudi cy trén cic mdi truong. Hai chung D. salina N va D. salina CCAP
19/18 ham lugng carotenoid dat gia tri cao khi nudi cdy trén méi truong RM1 va RM2. Trong
khi d6, hai chung D. salina O va D. salina J dat ham luong carotenoid cao nhit khi nudi ciy
trén moi truong RM2 (Hinh 5). Tuong ty nhu ham luong diép luc t5, ham lugng carotenoid
t6ng cuia cac chung D. salina nudi ciy trén cac moi trudng RM1 va RM2 dat gié trj cao hon
S0 V&i cac moi truong F/2, Conway va Johnson (Colusse et al., 2020). Nhu vay, méi truong
RM1 va RM2 st dung nudc ruong mudi gitp cho céc chung vi tao D. salina téng hop céac
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sic t6 quang hop diép luc t6 va carotenoid cao kich thich té bao ting truéng nhanh hon méi
trudng MD4. Vi vay hai méi truong nudi cdy RM1 va RM2 sir dung nudc rugng mudi rat
thich hop, hiéu qua va tiét kiém trong nuéi cdy D. salina vai quy md pilot & Viét Nam.
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Hinh 5. Ham lwong carotenoid cua cac chung D. salina N (a), D. salina O (b), D. salina J
(c), D. salina CCAP 19/18 (d) trong 3 méi truong nudi cay MD4, RM1 va RM2
4. Kétluan
Céc chung D. salina nudi ciy trén méi truong RM1 va RM2 dat mat do té bao va toc
d6 tang truong, ham luong sac té diép luc td va carotenoid cao. Bac biét, moi truong RM2
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str dung nuéc ruopng mudi va nudc bién c6 d6 mudi va ngudn dinh dudng phi hop va én dinh
gilp té bao D. salina dat cac chi sé tang trudng cao va 6n dinh, kich thich sinh téng hop séc
t6 quang hop diép luc té va carotenoid, hon so v6i méi truong MD4 va RM1. Vi vdy, mdi
trudng RM2 pha hop, hiéu qua va tiét kiém cho nudi cay vi tao D. salina trén quy md pilot
o Viét Nam.

< Tuyén bé vé quyén lgi: Cac tac gid xac nhan hoan toan khéng c6 xung dét vé quyén loi.
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ABSTRACT

Dunaliella salina is a unicellular green microalgae capable of accumulating large carotenoid
contents, in particular f-carotene under adverse culturing conditions. Four strains of D. salina N,
O, Jand CCAP 19/18 were used to investigate MD4, RM1, and RM2 media based on the cell density,
growth rate, photosynthesis pigments chlorophyll, and carotenoid. The results showed that the cell
density and growth rate of D. salina strains were high when cultured in RM1 and RM2 media using
salt field water. The chlorophyll and carotenoid of D. salina strains were synthesized with the highest
contents when cultured in an RM2 medium. Thus, the RM2 medium combining with salt field water
and seawater stimulated D. salina cells to grow rapidly, stably, and economically, suitable for D.
salina pilot-scale culture in Viet Nam.

Keywords: carotenoid; chlorophyll; Dunaliella salina; pilot-scale
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