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NGHIEN CUU SU THAY POI HINH THAI TE BAO, HAM LUGNG SAC TO VA
PROTEIN NOI BAO TRONG VONG POI CUA VI TAO LUC HAEMATOCOCCUS
PLUVIALIS NUOI CAY TRONG PIEU KIEN PHONG THI NGHIEM

Vi tao luc nuéc ngot Haematococcus
pluvialis  (thuoc nganh Chlorophyta, 16p
Chlorophyceae, bo Volvocales, ho
Haematococcaceae, chi Haematococcus, loai
pluvialis) [20] dugc biét dén rong rai nhu la mot
doi tugng tiém nang dé téng hgp astaxanthin
cao, dat dén 5 - 6% trong lugng kho [26], dac
biét 1a khi t€ bao tao gap diéu kién song bat 1gi.
Astaxanthin 1a mot loai carotenoit c6 tic dung
bao vé t&€ bao, gitp ching chong chiu tot hon
doi v6i cac yéu t6 moi truong bat loi.
Astaxanthin khong chi 1a thanh phan thic an
khong thé thi€u d6i véi mot s6 doi tuong nuodi
trong thuy san, trong d6 c6 cd hoi ma con la
nguon tiém nang dng dung trong viéc chita tri
mot s6 bénh do ching c6 hoat tinh chéng oxy
héa cao hon B-caroten va vitamin E rdt nhiéu
[17]. Nhi€u nghién cttu da chi ra rang, qud trinh
tong hop astaxanthin & H. pluvialis 1a su két hop
gifta viéc chuyén hinh théi t€ bao tir trang théi
sinh dudng c6 hai roi, chuyén dong, mau xanh
sang nang bao (cyst) khong chuyén dong, mat
roi, c6 thanh t€ bao day, mau d6 dam & giai
doan nghi trong diéu kién nuoi cdy quang tu
dudng [2] va tap dudng [11]. Hién nay, c6 2 qui
trinh cong nghé nuoi trong dugc dp dung dé san
xudt astaxathin tir vi tao H. pluvialis: 1. Qui
trinh nuoi cdy mot pha sir dung moi trudng toi
uu cho tao sinh khéi va téng hop astaxathin. Khi
do, astaxanthin tich liy ngay bén trong t€ bao
dang sinh truong; 2. Qui trinh nudi cdy 2 pha
gbm 2 budc lién ti€p, budc thit nhat 1a tao diéu
kién t6i uu cho sinh trudng sinh dudng va budc
tht 2 - cho tich lily astaxanthin trong t€ bao
khong sinh truong [1]. Pay 1a phuong phap nudi
cdy ¢6 hiéu qua cao dé san xuat astaxanthin &
qui mo6 thuong mai.

Astaxanthin 12 mot dang carotenoit c6 gia tri

PINH PUC HOANG, LUU THI TAM,
NGUYEN THI THU THUY, PANG DIEM HONG

Vién Cong nghé sinh hoc

thuong mai 16n do céc ting dung da dang va cé
gia thanh cao (khoang 2.500-3.000 dola/kg)
[15]. Hién nay, astaxanthin c6 thé dugc san xuat
bing ca 2 phuong phdp héa hoc va sinh hoc.
Tuy nhién, sinh tdng hop nhan tao astaxanthin 1a
mot qua trinh phitc tap lam cho gia thanh ctia n6
cao. Ngoai ra, astaxanthin t6ng hgp héa hoc con
1an nhiéu tap chat, nhiing chat nay sé anh hudng
dén chat luogng clia san pham. Tat ca cic yéu to
nay da lam cho viéc st dung cac astaxanthin c6
nguén goc tu nhién cé nhiing 1gi th€ va tiém
nang to 16n [5, 9].

Ngay nay, tit ca astaxanthin thuong mai
phuc vu cho nuoi trong thily san dugc san xuét
tlr cdc chat ¢6 nguon géc dau mo (petrochemical
sources) v4i doanh thu trén 200 triéu dola va gia
ban la 2.000 dola/kg astaxanthin tinh khiét.
Cong nghé san xuit astaxanthin nhan tao 1a bi
quyét cong nghé. Trén thé gidi chi c6 cong ty
DSM (Thuy S§) v6i san phdm 1a Carophyll Pink
10% CWS (c6 ban tai thi truong Viét Nam) va
BASF (Pic) v6i san phim 1a Lucantin Pink.
Trong khi d6, mac du astaxanthin tu nhién cé
chat lugng t6t hon nhung chi chi€ém 5% thi
trudng vi kho khan vé cong nghé. Hién nay, trén
thé giGi c6 mot s6 cong ty san xuat astaxanthin
tet H. pluvialis nhu Fuji Health Science Inc
(Nhat Ban); Alga Tech (Israel); Cynotech (M¥);
Mera Pharmaceuticals (My); Parry Nutraceuticals
(An Po); Yunnan Green A Biological Project Co.,
LTD (Trung Quoéc). Tu ndm men (Phaffia
rhodozyma) c6 cong ty Acher Daniel Midland
(M§). Tt vo tom (Pandalus borealis) c6 cOng ty
BioPrawns (Norway) [8, 15].

Hinh thai t€ bao vi tao H. pluvialis c6 su
bién déi khdc nhau trong chu trinh s6ng clia
ching. Cic t€ bao Sinhdudng mau xanh véi hai
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roi, c6 kha nang chuyén dong, sinh trudng duéi
diéu kién quang tu dudng [3] va di dudng trong
t6i [12]. Khi gap diéu kién bat loi (nhu déi dinh
dudng, cuong do anh sang, nhiét do cao, nong
do muoi trong moi trudng thay déi 1én...) sé
cam tng viéc hinh thanh nang bao tir va t€ bao
chuyén tir trang thdi sinh dudng sang dang bao
tlr bat dong (t€ bao cyst) [10] bat dau tich liy
astaxanthin. Thoi gian chuyén pha nay mat
khoang vai tuén trong diéu kién nuo6i cdy quang
ty dudng [7] hay trong moi truong nudi céd
acetate nhung thi€u nito [25] va photpho [23].
Mot s6 cong trinh nghién ctu khac da chi ra
rang khi néng do acetate trong moi trudng cao
s€ rit ngéan thoi gian chuyén giai doan cuia vi tdo
H. pluvialis xuong con khoang vai ngay [10].
Déng thoi véi su thay déi hinh thdi va kich
thudc clia t€ bao la qud trinh thay déi ham luong
séc t0 va protein ndi bao trong do6 c6 dién ra su
tich lily astaxanthin cao. Theo mdt s6 cong bo
cho thay ham Iuong chlorophyll khong thay déi
trong sudt qud trinh tich lily astaxanthin [6],
nhung trong nghién ctu cua Sperry, 1970 [21]
lai cho ring ham lugng nay c6 xu hudng
giam di.

Hién nay, nuo6i trong loai vi tao H. pluvialis
dang gdp rat nhi€u khé khan. Nguyén nhan
chinh 1a do tao nay c6 toc do sinh truéng cham
va chu ky song phtc tap, duoc thé hién t€ bao ¢
thé & giai doan van dong va khong hoidc giai
doan t€ bao ton tai don doc hoac theo nhom
trong palmella [14, 24], nhung nhiing giai doan
néu trén déu chua duoc 1am sing to. O Viét
Nam, vi tao luc H. pluvialis 1a d6i tugng nghién
ctru hoan toan mdi. Do dé, dé trién khai nuoi
trong loai vi tdo nay & qui mo 16n, can hiéu dugc
céc dac diém chinh vé chu trinh séng ciing nhu
mot s6 diac diém sinh hoc clia né.

Bai bdo nay trinh bay mot s két qua nghién
ctu vé su thay déi hinh thai t€ bao va x4c dinh
su bién doi vé ham luong sic t6, protein ndi bao
O t€ bao vi tao luc H. pluvialis & cap do binh tam
gidc 250 va 500 ml trong diéu kién phong thi
nghiém nhim tim hiéu vong doi tu nhién cta tdo
trong cdc diéu kién nuoi cdy khac nhau lam co
s& khoa hoc cho qui trinh nu6i cdy 2 pha dé san
xudt astaxanthin & vi tao nay dat 4-6% trong
lugng kho.

I. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
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1. Vatliéu

Chung tao va diéu kién nuoi cdy: Chung
Haematococcus pluvialis Flotow st dung trong
thi nghiém do phong Cong nghé Tao, Vién
Cong nghé sinh hoc cung cap. Tao duoc luu giit
va nhan giong so cip trong moi truong C, &
25°C, duéi cuong do chiéu sang 2 klux, véi chu
ky sang toi 1a 12: 12 gio.
2. Phuong phap

Chung tdo Haematococcus pluvialis Flotow
duoc nuoi trong moi truong C khoang 2-3 ngay,
khi d6 céc t€ bao chu yéu & trang thai sinh
dudng (chiém 80-90% so v6i téng s6 t€ bao).
Dich tao nuo6i cdy nay duoc ly tam & 6000
vong/5 phiit. Loai bo phan dich trén, thu can t€
bao va bé sung moi truong RM va C méi. Lac
déu va chia dich tdo vao cdc binh tam gidc 250
va 500 mL cé chda 150 va 350 mL dich
tdo/binh, tuong ting dé tién hanh thi nghiém.

Thi nghiém vong doi dugc tién hanh trong 2
moi truong RM va C & cép do binh tam giac 250
va 500 mL. Thanh phan mo6i truong RM va C st
dung theo cong b6 cua Rudic, 2005 [19]. Mbi
cong thitc thi nghiém dugc lap lai 3 lan.

Mat do t€ bao tao ban dau trong cic cong
thic thi nghiém 12 6 x 10* t€ bao (TB)/mL. C4c
binh tam gidc chia dich tao duoc nuoi dén khi
mau sic dich tdo chuyén tir mau xanh sang mau
do dam. Khi do, dich tao nuoi cay duge ly tam &
6000 vong/phiit trong 5 phit, thu 14y t&€ bao va
chuyén sang moi trudng RM va C méi dé cho t&
bao nay mam trd lai dudi diéu kién & 25°C,
cuong do anh sang 2 klux véi chu ky siang toi
12: 12 gio.

O 24 gid ddu tién, 14y mau 2 gid/lan dé quan
sat su thay déi vé hinh thdi va kich thuéc t€ bao.
Sau 24 gid, miu duoc 14y 2 ngay/lan dé xac dinh
hinh thdi, kich thudc t€ bao, ham lugng sic t6 va
protein ndi bao.

Vong doi tu nhién cua vi tao H. pluvialis
trong hai moi truong C va RM duogc xdc dinh
thong qua su thay ddi hinh théi, kich thuéc va
mat do t€ bao; ham luong séc t6 (chlorophyll a,
astaxanthin) va protein ndi bao qua cic giai
doan sinh trudng khac nhau.

Hinh thdi t&€ bao vi tao H. pluvialis dugc quan

st du6i kinh hién vi quang hoc OLYMPUS
CX21 (Nhat Ban) & do phong dai 400 1an; mat do



t€ bao tao dugc dém bang budng d€m hoéng cau
Burker - Turk (Ptc). Cong thitc tinh mat do t€
bao theo cong bo cua Ngod Hoai Thu va cs., 2008
[18]; do kich thuéc t€ bao bang phidn mém
Maplnfo professional (version 7.5 SCP, My);
phan tich ham luong sic t6 chlorophyll a va
astaxanthin theo Strick land & Person, 1977 [22];
ham lugng protein dugc dinh luong theo phuong
phap Lowry [16]; cic s6 liéu duge xir Iy béang
phan mém excel va thong ké ANOVA mot thanh
phan.

IL. KET QUA VA THAO LUAN

1. Vong doi ty nhién ciua vi tao luc H.
pluvialis

- T sau khi cho
nay mim tré lai
sau 15 ngay té bao
tré lai trang thai
sinh dwdéng mau
xanh véi 2 roi,
chuyén dén

(germination)

A
mam

Giai doan IV: T¢ bio nay

-Sau 48h cho nay
mam lai: Té bao
chuyén vé frang
thai c6 2 roi,

/4 =

Giai doan I: Té bao sinh

Nhiéu cong trinh nghién ciu trén thé gidi vé
vong doi cua vi tao H. pluvialis da chiing minh
rang sinh trudng cua loai tdo ndy trai qua 4 giai
doan véi hinh thai, kich thudc t€ bao, ham lugng
sdc t6 va protein & phan ndi bao khdc nhau.
Trong nghién ctu nay chiing t6i ciing da quan
sat duogc 4 giai doan sinh truéng co ban cuia tao
néi trén: giai doan I: t€ bao sinh trudng sinh
dudng (vegetative cell growth); giai doan II: t€
bao nang (encyst); giai doan IIl: t€ bao chin
(maturation); giai doan IV: t€ bao ndy mam
(germination) trong hai moi truong C va RM &
hai cép do binh tam giac 250 va 500 ml. Su thay
déi hinh thdi t& bao cta vi tdo H. pluvialis & céc
giai doan khéc nhau dugc trinh bay & hinh 1.

- Tir 0-10 ngay: Té
bao ¢ dang sinh
duwéng c6 2 roi,
chuyén déng.

- Kich thuée @
bao: 13x 16 + 19x
25+ 0,5um.

(1s42u9) Sueu
oeq 3L :II UBOp IBLD

-Tir 20-30 ngay: Té
bao chuyén sang
dang cyst. Kich
thude € 18 + 35+
0.5 pm.

-Sau 50 ngay té
bao chuyén dang do
hoan toan. Kich

chuyén déng.

Giai doan III: T¢ bao chin (maturation)

thwde: 40+ 1 pm.

Hinh 1. Su thay déi hinh thdi va kich thudc t€ bao trong vong doi
clia vi tdo H. pluvialis dugc quan sat dudi kinh hién vi quang hoc vé6i do phéng dai 400 1an

Nhu vay, da quan sat dugc 4 dang hinh thai
t€ bao cua vi tao H. pluvialis trong vong doi cia
ching. Cac t€ bao sinh dudng hinh elip mau
xanh, ¢6 hai roi, c¢6 kha nang chuyén dong.
Dang t€ bao nay chiém t6i 90% so vdi tong s6 t&
bao trong 10 ngay nuoi trong dau tién; kich
thude t€ bao dao dong trong khoang 13 x 16 -
19 x 25 pm. T 10 dén 20 ngay nuoi trong ti€p
theo, s6 lugng t€ bao sinh dudng giam dan, s6
lugng t€ bao dang encyst tang dan - day la t€

bao hinh cau, mau xanh, t€ bao mat roi, khong
c6 kha nang chuyén dong. Sau 20 ngay nudi
trong, cdc t€ bao chuyén hoan toan sang dang
encyst va kich thuée t€ bao tang lén ro rét (dat
khoang 40 pm), noi chat trong t€ bao chuyén
sang mau nau va bat dau tich lily astaxanthin.
Sau 50 ngay nuoi, cac t€ bao nay hoan toan
chuyén sang dang cyst (nang bao tir hoan chinh)
c6 mau d6 dam, thanh t€ bao day, sic t6 chl yéu
la astaxanthin.
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Giai doan ndy mam duoc tinh tir khi chuyén
cac t€ bao dang cyst vao trong moi truong mdi
bang cdch ly tam thu can t€ bao. Giai doan nay
kéo dai trong vong 2 ngay. Trong giai doan nay
c6 2 qua trinh bién ddi rat quan trong. Trong 24
gid ddu tién (ngay sau khi chuyén t&€ bao vao
trong moi trudng méi) c6 su bién déi mau sic
nodi chat bén trong t€ bao tir d6 dadm sang nau do,
déng thoi xuat hién séic t6 xanh. 24 gid ti€p theo
la giai doan nay mam thuc su. C6 2 cach thic
nay mam & vi tao H. pluvialis da quan sat duoc:
1. ndy mam truc ti€p tir 1 nang bao tlr hinh cau,
khong di dong thanh 1 t&€ bao sinh dudng hinh
elip, c6 2 roi; va 2. ndy mam gian ti€p thong qua
pamella (cum t€ bao dugc bao boc bing mot 1Gp

Mat d6 té bao (x10* TB/mL)

0 T — — — — — — , Ngay
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 w0 4 a8

Hinh 2. Mat d6 t€ bao cua H. pluvialis nu6i & binh
tam gidc 250ml trong moi truong RM

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

—e—Chla (ug/l) —m— Astaxanthin (ug/l) —a—Protein (pg/TB)
Hinh 3: Su thay déi ctia ham lugng sic t6
(chlorophyll a, astaxanthin) va protein cta H.
pluvialis nu6i & binh tam gidc 250ml trong moi

truong RM

Két qua dugce trinh bay & hinh 2 va 3 da cho
thay, vi tdo H. pluvialis sinh truéng & binh tam
giac 250 mL trong moi truong RM dat mat do t€
bao cao nhat 1a 50,00 x 10* TB/ml sau 32 ngay
nuoi cdy. Ham luong sic t6 va protein nodi bao
c6 su thay déi rat rd nét va theo huéng nguoc
chiéu nhau trong thoi gian tir 0 - 36 ngay. Ham
lugng chlorophyll a trong t€ bao c6 xu hudng
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mang). Khi d6, mang bao boc pamella bi v& ra,
tr mot t€ bao nang tao ra 8 t€ bao sinh dudng.
Tuy nhién, khi d6 cac t€ bao sinh dudng nay van
chi chita sac t6 mau do trong noi chat t&€ bao.
Chi sau 15 ngay nu6i cdy trong moi truong mai,
cdc t€ bao méi c6 mau xanh hoan toan.

a. Nghién ciu vong doi cua H. pluvialis trong
binh tam gidc 250 mL

Nghién cttu vong doi H. pluvialis trong moi
truong RM va C dugc danh gid thong qua su
thay déi clia mat do va hinh thai t€ bao; ham
luong séc t6 (chlorophyll a va astaxanthin) va
protein ndi bao. Két qua duoc trinh bay & hinh
2,3,4vas.

Mat d té bao (x10° TB/mL)

0 o r— P — r— r— —————— Ngdy
0 4 g 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Hinh 4. Mat d¢ t€ bao cta H. pluvialis nuoi & binh
tam gidc 250ml trong moi truong C
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Hinh 5. Su thay d6i ctia ham luong sic t6
(chlorophyll a, astaxanthin) va protein ctua H.
pluvialis nuoi & binh tam giac 250mL trong moi
truong C

tang dan va dat cuc dai véi gia tri 1164,79 ug/L
& thoi diém 36 ngay. Sau d6 ham luong nay
giam dan & cac ngay nuoi tié€p theo. Két qua thu
duoc phu hop véi két qua cong bd clia Sperry,
1970 [21] da phat hién thdy ham luong
chlorophyll ¢6 xu huéng giam di trong qua trinh
tich 1y astaxanthin. Tuy nhién, két qua nay lai
trdi ngugc véi cong trinh cua Zlotnik va cs.,



1993 [25] da cong bé ham lugng chlorophyll
khong thay ddi trong sudt qué trinh tich liy
astaxanthin. Trong khi d6, ham luong
astaxanthin trong 40 ngay dau nu6i cdy tang
cham trong khi t&€ bao chuyén tir dang sinh
dudng sang encyst vd bat dau tich lily dan
astaxanthin. Tuy nhién, ham luong sic t6 nay
tang dot ngot & giai doan tir 40 dén 50 ngay khi
moi truong tré nén thi€u dinh dudng. Ham
luong astaxanthin dat gia tri cao nhat la 1424,23
Mg/L. Ngoai ra, kich thudc t€ bao & giai doan
nay tang manh va dat cuc dai khoang 40 pm.
Ham luong protein ndi bao c¢6 xu hudng giam
dan trong su6t qua trinh nuoi cdy. Tai thoi diém
t€ bao chuyén hoan toan sang giai doan cyst ¢
mau do dam, ham lugng protein ndi bao cua t€
bao H. pluvialis c6 gia tri nho hon 100 pg/ TB.

Vong doi cua t€ bao H. pluvialis trong moi
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Hinh 6. Mat do t€ bao ctia H. pluvialis nu6i & binh
tam gidc 500 mL trong moi truong RM
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Hinh 7. Su thay déi ctia ham lugng séc t6 (chlrophyll
a, astaxanthin) va protein noi bao cua H. pluvialis
nuoi & binh tam gidc 500 mL trong moi truong RM

K&t qua trinh bay trén hinh 6 va 7 da cho
thdy, trong moi truong RM, mat do t€ bao dat
cuc dai vao khoang 40,20 x 10* TB/ml sau 32
ngay nuoi cdy. Ham luong chlorophyll a va
astaxanthin tang dan trong 40 ngay diu nuoi
cdy. Ham luong protein ndi bao & giai doan sinh

truong C & binh tam gidc 250 mL ciing xay ra
tuong tu nhu trong moi truong RM (hinh 4, 5).
Nhung ¢6 su khac biét 1a ham lugng sic t6 cling
nhu ham lugng protein noi bao dat gia tri thap
hon so véi trong moi truong RM. Ham luong
chlorophyll a cao nhat tai thoi diém 40 ngay dat
811,45 pg/L, astaxanthin dat gia tri cao nhat tai
thoi diém khéo sit 1a 912,65 pg/L, ham luong
protein ndi bao giam dan dén gia tri 44 pg/TB
sau 50 ngay nuoi ciy.

b. Nghién citu vong doi cua té"bao H. pluvialis
trong binh tam gidc 500 mL

Nghién ctu vong doi cua t€ bao H. pluvialis
trong moi truong RM va C & cdp do binh tam
giac 500 mL ciling dugc ti€n hanh tuong tu nhu
6 binh 250 mL. Két qua dugc trinh bay & hinh 6,
7,8 vao.
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Hinh 8. Mat d¢ t&€ bao cta H. pluvialis nuoi & binh
tam gidc 500 mL trong moi trudong C
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Hinh 9. Su thay ddi ctia ham lugng sic t6
(chlorophyll a, astaxanthin) va protein noi bao ctia H.
pluvialis nu6i & binh tam gidc 500 mL trong
moi truong C
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—=— Astaxanthin (ugh) —a— Protein (po/TB)

dudng c6 gia tri la 1300 pg/TB. Khi t€ bao
chuyén sang giai doan cyst ham lugng nay gidm
dan va chi con khoang 80 pg/TB sau 50 ngay
nuoi, giam khoang 16,3 1an so véi giai doan sinh
dudng. Chlorophyll a dugc téng hop manh trong
giai doan sinh dudng, tang tir 100 pg/L 1én 1200
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pg/L sau 36 ngay nuoi va sau do6 lai giam dan
vao cdc ngly ti€p theo. O ngay thi 50, khi t&
bao da chuyén sang giai doan chin hoan toan thi
ham lugng chlorophyll a chi con dudi 300 pg/L,
trong khi d6 ham lugng astaxanthin dat trén
1100 pg/L. O trong moi trudng C, mat do t& bao
va ham lugng chlorophyll a dat cuc dai 1a 30,10
x 10* TB/ml va 800 pg/L sau 36 ngdy nuodi. Con
ham lugng astaxanthin dat cuc dai 800 pg/L va
ham lugng protein giam xudng con 20 pg/TB
sau 50 ngay nuoi. Nhu vay, cling véi su chuyén
hinh thdi t€ bao tir trang thai sinh dudng sang
nang bao tir con ¢6 qua trinh téng hop, tich liy
carotenoit va phan giai protein noi bao.

Theo két qua cong bo cua Kobayashi va cs.
1997 [12] vé vong doi cla tao H. pluvialis, ty 1&
ham lugng astaxanthin/ chlorophyll a & mot
thong s6 tot nhit dé xdc dinh pha sinh trudng
ctia t€ bao. Néu ty 1¢ astaxathin/ chlorophyll a <
0,5 thi t€ bao dugc xem chu yéu dang & giai
doan sinh dudng. Khi ty 1¢é astaxathin/
chlorophyll a dao dong tir 0,5 - 1, t€ bao chl yéu
duoc xem dang & giai doan encyst. Trong khi
do, néu ty 1é nay trong khoang 2 - 7 thi t€ bao
chu yéu & giai doan cyst [13]. K&t qua thu dugc
ctia ching toi hoan toan phu hgp véi nhitng két
qua cong bd & trén, dugc trinh bay chi tiét &
bang 1.

Bdng 1
Ty lé astaxanthin/chlorophyll a cta vi tao H. pluvialis 6 cac giai doan sinh truéng khac nhau
Giai doan Sinh duong Encyst Cyst Nay mam
T& bao hinh elip, | T€ bao hinh cau, | T€ bao hinh cau, | T€ bao hinh elip,
mau xanh, cé hai | mau xanh, khong | mau dé dam, | c6 hai roi, mau
Trang th4i t€ bao | roi. Kich thuéc t€ | ¢6 roi.  Kich | khong ¢6 roi. | nau do dén xanh.
bao: 13 x 16 - 19 | thudce t€ bao: 14 - | Kich thude: 35 - | Kich thude: 8x11 -
x25+0,50 yum | 30+ 0,50 pm 40 £ 0,20 pm 10 x 15 £0,30 ym
Ty 16 astaxanthin/ | 3 | ¢ o 0,90 £ 0,20 2,40 £0,10 0,60 + 0,20
chlorophyll a

Trong 10 ngay dau tién cic t€ bao tao chu
yéu & dang sinh dudng, ty 1& astaxanthin/
chlorophyll a dat 0,30 + 0,05. 020 ngay nuoi
trong ti€p theo, cac t€ bao tdo ¢ dang nang non
(encyst), c¢6 dac trung ty & astaxanthin/
chlorophyll a tang tir 0,3 = 0,05 dén gia tri 0,90
+ 0,20. Kéo dai thoi gian nuoi trong 1én dén 50
ngay, tdo chuyén sang giai doan cyst v cé su
tich lily astaxanthin bén trong t&€ bao, noi chat t&€
bao chuyén hoan toan sang mau doé dam, ty lé
astaxanthin/chlorophyll a dat gié tri 2,40 + 0,10.
Con trong giai doan ndy mam, cung véi su
chuyén hinh théi t€ bao tir hinh cdu c¢6 mau do
dam (cyst) sang dang sinh dudng (hinh elip cé
hai roi, mau nau do) la qud trinh bién déi ham
luong céc sic t6 bén trong ndi bao duoc dic
trung & ty 1é astaxanthin/chlorophyll a c6 xu
huéng giam va dat gia tri 0,60 + 0,20.

Qua trinh chuyén giai doan ciia t€ bao vi tdo
H. pluvialis tt dang sinh dudng sang dang nang
bao téng hop tich lily astaxanthin cao c6 thé
dugc thuc hién theo 2 con duong khéc nhau: 1.
nuoi tao trong moi truong cho dén khi dich tao
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tu chuyén sang mau do do can kiét nguén dinh
dudng. Theo phuong thitc nay thé hién vong doi
tu nhién cua t€ bao tao H. pluvialis v6i thoi gian
chuyén giai doan tuong do6i dai (hon 50 ngay) va
ham lugng astaxanthin dugc téng hop la khong
cao; 2. diéu khién qud trinh chuyén giai doan
trong vong doi cua t€ bao bang nuodi cdy 2 pha.
Trong d6, pha mot nuoi cdly tao dudi diéu kién
toi uu dé tdo dat mat do t&€ bao cuc dai, sau dé
chuyén sinh khdoi tdo vao pha thit hai c6 moi
truong nuoi cdy bat lgi nhu: cuong do dnh sang,
nhiét do cao, thi€u nito, shock vé muéi... dé kich
thich nhanh chéng t€ bao chuyén sang dang
nang bao tir ¢6 tich iy cao astaxanthin [4].

1. KET LUAN

Tir cac két qua nghién ctu da dugce trinh bay
& trén, 6 thé rit ra mot s6 két luan nhu sau:

1. Vong doi tu nhién cta vi tao H. pluvialis
trong moi trudng RM va C déu trai qua 4 giai
doan tuong ung véi 4 dang hinh thdi t&€ bao co
céc dic diém khdc nhau:



Giai doan sinh duong: T€ bao sinh dudng c6
hinh elip, mau xanh, c6 hai roi chuyén dong,
kich thudc t€ bao dao dong tir 10 - 20 pm. Giai
doan nay kéo dai khoang 10 ngay nuo6i cay; giai
doan tao bao nang non (encyst): Kéo dai tur 10
dén 20 ngay nuoi cdy. Cac t€ bao c6 dang hinh
cdu, mait roi, khong c6 kha nang chuyén dong.
Kich thuéc t€ bao ting lén ddng ké, khoang 40
Hm. O giai doan nay, noi chat t&€ bao c6 su bién
déi mau sic tir xanh sang nau dam; giai doan
tao bao nang hoan chinh (cyst): Sau 50 ngay
nuoi cay, cic t€ bao nang non chuyén thanh
nang hoan chinh, t€ bao ¢6 mau sic do6 dam.
Day la giai doan tich iy cao nhat astaxanthin;
giai doan nday mam: Kéo dai trong vong 2 ngay.
C6 2 cach nay mam: 1. tr mot t€ bao nang hoan
chinh ndy mam tryc ti€p thanh t€ bao sinh
dudng; va 2. ndy mam gian ti€p thong qua dang
pamella.

2. Dong thoi véi su thay déi hinh thdi, kich
thudc t€ bao, ¢ su thay déi vé ham lugng séic t6
va protein trong noi bao. Ham luong sic t6
chlorophylla a va astaxanthin c6 xu huéng tang
cham & 20 ngay dau tién khi tao dugc nuoi trong
ca 2 moi truong RM va C & ca binh tam giac
250 va 500 mL. Tuy nhién, sau 40 ngay nuoi
cdy, ham lugng astaxanthin tang dot ngot, trong
khi ham lugng chlorophyll a lai bi giam dan.
Ham luong cdc sic t6 (chlorophyll a va
astaxanthin) trong moi truong RM cao hon
trong moi truong C khi tao dugc nuodi & ca binh
tam giac 250 va 500 ml. O binh 250 mL, ham
luong astaxanthin dat gia tri cuc dai trong moi
truong RM va C la 1424,23 va 912,65 pg/L,
tuong ung, con & binh 500 ml cac gia tri nay la
1100 va 800 pg/L, twong ung v6i moi trudng
RM va C. Trong ca 2 mo6i trudong nudi, ham
lugng protein giam dan khi tang thoi gian nuoi
cdy. Sau 50 ngay nuoi cdy, ham lugng protein
ndi bao nho hon 100 pg/t€ bao, giam 20 - 40 1an
so vGi khi t€ bao & giai doan sinh dudng.

3. Ty 1¢é astaxanthin/chlorophyll a la thong
sO rat tot dé xdc dinh pha sinh trudng cla vi tdo
H. pluvialis. O giai doan sinh dudng, encyst,
cyst va ndy mam, ty I¢ astaxanthin/chlorophyll a
dat gid tri 0,30 + 0,05, 0,90 + 0,20, 2,4 + 0,10 va
0,60 £ 0,20, tuong tng.

Loi cam on: Cong trinh duoc ho trg kinh phi
tr dé tai “Nghién ciu cong nghé nudi vi tdo

Haematococcus pluvialis va cong nghé chiét
xudt astaxanthin” cap Bo Nong nghiép va Phat
trién nong thon thudc chuong trinh cong nghé
sinh hoc trong thiy san nam 2010-2012.
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A STUDY ON THE CHANGES OF THE CELL MORPHOLOGY,
CONTENTS OF PIGMENTS AND INTRACELLULAR PROTEIN
IN THE LIFE CYCLE OF THE GREEN MICROALGAL
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS UNDER LABORATORY CONDITION

DINH DUC HOANG, LUU THI TAM,
NGUYEN THI THU THUY, DANG DIEM HONG

SUMMARY

The green unicellular algal Haematococcus pluvialis is a potential producer of astaxanthin, because it is
capable of accumulating the highest proportion of astaxanthin around 5% of dry cell weight. In this report, a
50 days of model life cycle of the green algal H. pluvialis was constructed, consisting of four cell stages: 1.
vegetative cell growth (prolong from 0 to 10 days of cultivation); 2. encystment (10-40 days of cultivation); 3.
Maturation (40-50 days of cultivation); and 4. germination (within 2 days). Each algal cell stage could be
distinguished each another by the profile of pigments and the intracellular protein content. During the life
cycle of the algae, vegetative cells contained high levels of chlorophyll a and protein but they had very low
carotenoid contents, whereas maturation of cyst cells was accompanied by enhancing carotenoid biosynthesis
(especially astaxanthin) and accelerating protein degradation. The contents of chlorophyll a and astaxanthin
tend to rise slowly in the first 20 days of cultivation, and then increased rapidly. After 40 days of cultivation,
chlorophyll a content decreased whereas the content of astaxanthin is still increasing and reached maximal
after 50 days of cultivation. The maximum astaxanthin content were 1424.23, 912.65 pg/L and 1100, 800
Mg/L in media RM and C when culturing H. pluvialis in 250 and 500 ml flask, respectively. The highest cell
diameter is around 40 pm when cells of H. pluvialis were in maturation cell stage. Contrary to astaxathin and
chlorophyll a contents, the content of intracellular protein tends to reduce when the cell began to convert from
vegetative to cyst stage and accumulate astaxanthin. After 50 days of cultivation, protein content is less than
100 pg/cell which is decreased in 20 times compared with vegetative cell stage. In this study, we have
determined astaxanthin/chlorophyll a ratio in each cell algal stage for distinguishing among vegetative, encyst,
cyst and germination cells. Our obtained results have indicated that the astaxanthin/chlorophyll ratios were
about 0.3 = 0.05; 0.9 £ 0.20; 2.4 + 0.10 and 0.60 + 0.20 in vegetative, encyst, cyst and germination cell stages,
respectively.

Key words: Astaxanthin, cell morphology, cyst, germination, Haematococcus pluvialis, life cycle.
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