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TOM TAT

Sy tang trwdng cla vi tdo nwéc man Nannochloropsis oculata trong moi trwdng /2 cai tién gbm hai giai doan
tang trwdng nhanh vé&i mot giai doan tang triwdng cham xen gitra, sau cung la giai doan tang trwdng bao hoa. Trong
giai doan ting trwdng nhanh, cac t& bao vi tdo phan chia manh va dat mat do khoang 2x10" té bao/mL & ngay th 6.
Ngworc lai, giai doan tang trwdng cham déc trung béi sw gia tang kich thwdc va khdi lwong khd. Giai doan ting
trwdng bao hoa bat ddu & ngay thir 12 véi sy thay déi khong dang ké& vé mat do va kich thudc té bao. Tac dong cla
mudi sodium chloride lén s phan chia té bao vi tdo N. Oculata ngoai tly thudc ndng d6 con tiy thudc thei gian xa ly.
Sw loai mudi sodium chloride khdi méi trwdng f/2 cai tién (dung dich NaCl OM) ho&c bd sung sodium chloride & néng
dd cao (2M) trong 10 gid gilip sw tang phan chia t& bao, qua d6 1am ting manh mat do t& bao. Khi kéo dai thdi gian
xt 1y 1én 24 gi®v, tac ddng tang phan chia té bao ctia mudi sodium chloride gidm.

Tl khéa: BPudng cong tang trwdng, d6 man, Nannochloropsis oculata, nhién liéu sinh hoc, nudi céy vi tdo

Effects of Salinity on The Growth of Nannochloropsis oculata in In Vitro Culture

ABSTRACT

Nannochloropsis oculata grown in modified f/2 medium exhibited a double sigmoid growth curve with four
phases: two phases of rapid growth separated by an intermediate slow growth phase, and a saturated phase. In the
rapid growth phases, microalgal cells divided rapidly and achieved 2x10" cells per mL on the sixth day. The slow
growth phase occurred with the increase of cell diameter and dry weight. The last phase started from the twelfth day,
in which there was little or no growth. Effects of sodium chloride on N. oculata cell division depended on
concentration and time of treatment. The removal of sodium chloride (NaCl OM) or the increase of sodium chloride
(NaCl 2M) in ten hours from modified f/2 medium yielded in the increase in cell division. Besides, the extension of
treatment time from ten to twenty hours resulted in decrease of sodium chloride effects.

Keywords: Biodiesel, growth curve, microalgal culture, Nannochloropsis oculata, salinity.

gap 20 1an so véi cac ngudn nguyén liéu khac ti
cay trong (Mata et al., 2009). Trong sb cac vi tao
dugc quan tam cho dich
Nannochloropsis oculata 13 mot loai vi tdo nudc

1. MO PAU

Vi tdo ngay nay dang dudc dic biét quan trén,

tam nghién ctu cho muc dich ché tao nhién liéu

muc

sinh hoc vi téc do ting trudng nhanh, kha ning
c6 dinh carbon dioxide, san xuit lipid vé6i ham
lugng cao va dic biét khong gay 6 nhiém méi
truéng. Theo cac nghién ctu thudc phong thi
nghiém Ning ludng Tai tao Qudc gia cua My
(The National Renewable Energy Laboratory,
NREL), su san xuét dau ti vi tdo c6 thé cao hon

min, c6 thanh phan lipid kha cao va dugc xem
12 mot Ging vién sang gia cho san xuit nhién liéu
sinh hoc (Makri et al., 2011). Sy tich lay lipid
trong t& bao vi tdo chiu anh hudng bdi nhiéu yéu
t6 ngoai sinh cling nhu ndi sinh, trong do6, su
tuong quan gitia ting trudéng (phan chia va ting
kich thuéc t& bao), cac yéu t6 anh hudng dén su
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tédng trudng va su tich 1y 14 mot huéng ma bai
bao dé cap dén.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu
Vi tdo Nannochloropsis oculataqua nhiéu

lan nudi cay trong binh tam giac 100ml, véi
20ml moi truong /2 cai tién (Chiu et al., 2009).

2.2. Phuong phap

2.2.1. Nuéi cay vi tdo

Vi tao N. oculata 6 ngay thi 6 trong 1an cay
chuyén sau cung dudc nudi trong binh tam giac
100ml, v6i 20ml moi trudng /2 cai tién, 6 mat do
t& bao ban dau 1320x10* t& bao/ml (kich thuée
t& bao trung binh 12 3,14 + 0,06pm). Su nudi cay
duge thuc hién 6 2800 + 200 lux, chu ky 12 gio
sang/12 gid t6i, nhiét do 28 + 1°C va dudge lac
lién tuc véi toc do 75 vong/phiit.

Thanh phan ctia méi truong f/2 cai tién bao
gom hoén hgp khoang, vitamin cia mdi trudng
£/2 (Guillard, 1975) va nudc bién nhan tao(thanh
phan cac loai mudi trong 1 lit nuéc bién nhan
tao: NaCl 29,23g, KCl 1,105g, MgS0O,.7TH,0O
11,09g, Tris-base 1,21g, CaCl,.2H,0 1,83g,
NaHCO, 0,25g) (Chiu et al 2009). Méi trudng £/2
cai tién chiia NaCl 6 néng d6 0,56M dudc xem la

10 gior 24 gio

X 1y 10 gioy

X0 ly 24 gioy

d6i chiing trong cac xt Iy NaCl & cac nong do
khac nhau.

2.2.2. Xéc dinh mat dé té& bao

Mat do t& bao (sd t& bao vi tdo/ml dich treo
t& bao vi tao) duge tinh sau su dém sd t& bao nho
budng dém héng ciu, dudi kinh hién vi quang
hoc (Kruss, MBL 2100), 6 do phéng dai 400 lan
(Guillard and Sieracki, 2005).

2.2.3. Xéc dinh khéi luong tuoi va khéi
Iwong khé

Sinh khéi vi tao duge thu bing cach ly tdm
d tdc do 3.000 vong/phit, trong 10 phit & 4°C,
sau d6 loai bo méi trudéng nudi va can khai lugng
tudi bang can phan tich. Khoi lugng khé cta vi
tao dudc xac dinh bang can phan tich sau khi
say kho 6 105°C trong 16 gid.

2.2.4. Po kich thuéc té bao vi tao

Pudng kinh t& bao vi tao dude do bing tric
vi thi kinh, duéi kinh hién vi quang hoc (Kruss,
MBL 2100), é d6 phéng dai 400 lan. Su do dudc
thuc hién 2 14n, méi 14n 50 t€ bo.

2.2.5. Xir Iy sodium chloride (NaCl)

Vi tdo N. oculata & ngay thi 6 duge ly tam
véi toc do 2.000 vong/phit, trong 5 phut & 4°C dé
loai bé méi truong f/2 cai tién sau dé xu ly

10 ngay

maéi trwéng /2 cai tién

NaCl

Xt ly lién tuc

maéi trwéng /2 cai tién

moi trwérng /2 cai tién véi ndng do NaCl thay dbi

\ \

Déi chirng

maéi trwéng /2 cai tién

Hinh 1. Thoi gian xt 1y sodium chloride (NaCl)va thoi diém xac dinh
SU tang trudng cua vi tao (| chi thoi diém xac dinh su ting trudng)
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trong dung dich NaCl 0 - 2M (tuong tng véi 0 -
12%), trong 10 gic hodc 24 gié. Trong cic trudng
hop xt Iy 10 gio va 24 gid, sau xu ly, vi tao duge
ly tam véi toc d6 2.000 vong/phit, trong 5 phit &
4°C dé loai bd dung dich NaCl va cdy chuyén
sang moi truong f/2 cai tién. Doi véi truong hop
xt Iy lién tuc, néng d6 NaCl trong moi trudng
f/2 cai tién dugc thay d6i bing cach thay déi
ham lugng NaCl trong nuéc bién nhan tao. P6i
chting ctia thi nghiém 14 vi tdo nudi trong méi
truong f/2 cai tién va khong xiu 1y dung dich
NaCl. Mo6i truong /2 cai tién nay c6 NaCl trong
nude bién nhan tao ¢ nong do 0,5M (theo cong
thiic nudc bién nhan tao da trinh bay & trén). Su
tédng trudng cta vi tdo dudc danh gia 6 cac thaoi
diém xéc dinh (Hinh 1).

2.3. Xt 1y s6 liéu

Cac s6 liéu thu dugc tit thi nghiém dudc
xt ly bing phan mém IBM SPSS Statistics
phién ban 20.0 dung cho Macintosh. Su khéac
biét c6 ¥ nghia & mic xac sudt p=0,05 dugc biéu

Trinh C4m Tu, Tran Thanh Hwong, Bui Trang Viét

hién bang mau tu (theo c6t) hay chit s6 (theo
hang) sau gia tri trung binh va sai sd chuén.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Két qua

3.1.1. Sv ting trudng in vitro cua vi tao N.
oculata

Trong 6 ngay dau nudi ciy, mat do té bao
va khoi lugng tuci ting nhanh, trong khikich
thudc t& bao chi tdng nhe vao ngay 6 va khéi
Iuong kho giam rd ngay ti ngay 1. TU ngay 6
dén ngay 8, mat d6 t&€ bao khong d6i, khéi lugng
tuoi giam manh, kich thuéc t& bao c6 xu huéng
tédng va dic biét khoi lugng kho ting rat nhanh.
T ngay 8 dén ngay 10, mat dd t& bao va khoi
lugng tuoi taing manh tré lai di cing véi su giam
khoi lugng kho va kich thuéc t& bao nhu 6 6
ngay dau. Sau ngay 10, mat do va kich thuéc t&
bao c6 khuynh huéng gia ting sau khi giam nhe
6 ngay 12, trong khi khéi lugng tuoi va kho gan
nhu khong thay d6i (Hinh 1, 2).

3000 g 20
—a— Matdo té bao  —8—Kich thudc té bao /1; 18
2500
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Hinh 2. Sy thay d&i mat db t€ bao (x10%ml) va kich thudc t& bao (um)
vi tdo trong moéi trudng f/2 cai tién theo thoi gian nubi ciy
(cac ky tu khac nhau thé hién su khac biét c6 ¥ nghia théng ké 6 p=0,05)

983



Anh hwéng cla su thay ddi ndng dd mudi lén sw tang trwdng ctia vi tdo Nannochloropsis oculata trong didu kién nudi

cdy in vitro

12

Khéi lugng tuoi (g/1)

N W A N NN O O
AN
)
S~ /
S

o
'\
N

Khéi lwong kho (mg/gTLT)

—a—Khbi luong twoi

—e—Khbi luong khod

0 1 2 4 6

8 10 12 20

Thoi gian (ngay)

Hinh 3. Su thay d6i khéi lugng tuoi va khéi lugng khé cta vi tao trong méi trudng £/2
cai tién theo thdi gian (cac ky tu khac nhau thé hién su khac biét c6 § nghia théng ké ¢ p=0,05)

Bang 1. Su thay ddi kich thudc t€ bao vi tao N. oculatatheo thi gian nubi
ciy trong moéi truong /2 cai tién

N . % té bao nhd
Thoi gian (ngay)

% té& bao trung binh % té bao Ion

(<2,56um) (=3,20um) (=3,84um)
0 25,74 + 2,2° 10,89 + 2,7° 63,37 £1,7°
1 62,38 +3,9° 23,76 £ 2,2° 13,86 + 1,6°
2 85,15 + 5,1° 11,88 + 3,8° 2,97 +1,2°
4 59,41 + 2,0° 29,70 + 4,7° 10,89 + 4,3°
6 17,82 + 3,3° 17,82 + 5,1° 64,36 + 7,6°
8 17,82 + 3,3° 9,90 + 3,9° 72,28 + 6,3°
10 25,74 +2,2° 10,89 + 4,6° 63,37 + 6,5°
12 80,20 + 5,2° 11,88 + 5,6° 792+1,7°
20 10,89 + 3,2° 17,82 + 4,1° 71,29 + 8,2°

Ghi chi: Cac s6 trung binh trong cting mét cot mang cac ky tu khac nhau thi khac biét c6 y nghia 6 miic p=0,05

3.1.2. Anh hudng citia sodium chloride
(NaCl) trén su ting trudng cua vi tao

Mbi trudng f/2 cai tién c6 nong d6 NaCl
trong nudc bién 1a 0,5M va dude dung lam d6i
chiing trong cac thi nghiém xt ly NaCl. Nong
dodung dich NaCl 0,5 M dugc xem nhu 14 néng
dd déi ching, tit d6 tinh su ting hay giam nong
d6 dung dich NaCl trong cac xi ly.
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O thoi diém ngay sau khi xit 1y, trudng hop
thoi gian10 gid, su giam hay téng nhe néng d6
NaCl (0,25 hay 1 M) lam mat do té& bao vi tao
tang rd so v6i ddi chiing (moi trudng f/2 cai tién)
va so v6i dung dich NaCl 0,5M (néng d6 NaCl
bing véi nong d6 NaCl c6 trong moi trudng f/2
cai tién). Tuy nhién, kich thuéc t& bao chi ting
néu dung dung dich NaCl 6 néng do thap hon
néng d6 0,5M (0 hay 0,25M). O cac néng d dung



15 uym

Anh 1. Cac t& bao vi tio N. oculata & ngay
thit 6 v6i loai t&€ bao c6 kich thudc nho va
trung binh trong moéi trudng /2 cai tién

dich NaCl cao hon 0,56M (1 hay 2M), kich thuéc
t& bao gidm so véi doi chiing va so véi xu 1y 6
néong d6 dung dich NaCl 0,5M. Trong cac xu ly
6 thoi gian 24 gio, 6 thoi diém ngay sau khi xt
1y, mat do t& bao ting khi dung dung dich NaCl
¢ noéng dd thap hon 0,5 M (0 hay 0,25 M) va
giam khi dung NaCl 6 néng d6 cao hon 0,5 M (1
hay 2 M). T4t ca cac xu 1y dung dich NaCl khac
néong d6 0,5 M trong 24 gio déu dan téi kich
thuéc t& bao giam so véi déi chiing va so véi
noéng d6 dung dich 0,5 M (Bang 2, 3).

Sau khi xti 1y dung dich NaCl trong 10 hodc
24 gig, vi tdo dudc nudi tré lai trén moéi truong
f/2 cai tién (c6 néng do6 NaCl trong méi trudng la
0,5 M). O thdi diém 10 ngay sau xi 1y, mat do t&
bao vi tdo (do 6 ngay 10) trong xt 1y dung dich
NaCl OM, 10 gid cao hon so véi d6i chiing va cao

Bang 2. Mat do t& bao vi tdo (x10%/ml) sau

Trinh C&m T4, Tran Thanh Hwong, Bui Trang Viét

Anh 2. T& bao vi tao N. oculata c6 kich
thudc 16n trong méi truong £/2 cai tién

nhat so véi tat ca cac xt ly con lai. Kich thudc t&
bao (do & ngay 10) khong c6 su khac biét rd rét
gifia cac xu 1y 10, ho#c 24 gis, tucng duong so
v6i d61 chiing va thap hon so véi xti Iy NaCl lién
tuc 6 nong do 2M (Bang 2, 3).

Doi1 vé6i cac xt Iy lién tuc 10 ngay, su loai
hoan toan NaCl (OM) hay ting manh néng d6
NaCl (2M) trong moi trudng f/2 cai tién lam
gidm mat do t& bao & ngay thi 10 trong khi su
tang hay giam nhe néng d6 NaCl (0,25 hay 1M)
khong gay tac dong nay. Kich thuée t& bao ting
manh khi NaCl trong méi truong /2 cai tién cé
noéng do6 2M (Bang 2, 3).

3.2. Thao luan

Su tang trudng cta vi tao N. oculata c6 thé
chia thanh 4 giai doan, véi dudng cong ting

xt Iy NaCl véi nong d6 va thoi gian thay déi

N X ly 10 gio X ly 24 gio Xt ly lién tuc
Nong d6 NaCl (M)
10 gi& 10 ngay 24 g 10 ngay 10 ngay
Déi chirng 36 + 3% 56 + 272 160 + 7%
(méi trwerng /2 cai tién)
0 41+ 3" 349 + 24% 98 + 5% 159 + 7% 129 + 5%
0,25 55 + 3" 142 + 5% 82 + 4 156 + 7°° 152+ 7%
0,5 39 + 3 163 + 4% 59 + 2% 153 + 7%° 152 + 6%
1 62 + 3% 180 + 6* 59 + 2*' 198 + 10 155 + 2%
2 43 2% 244 + 9 68 + 2% 171+ 6* 13,5 + 2°

Ghi chi: Céc s6 trung binh trong cting mét cot mang cac ky tu khac nhau thi khac biét c6 y nghia 6 miic p=0,05
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Bang 3. Kich thuéc t& bao vi tao (um) sau xt 1y NaCl véi ndng dé va thoi gian thay déi

. X 1y 10 giev X 1y 24 giev Xe 1y lién tuc
Nong d6 NaCl (M)
10 gi& 10 ngay 24 gi& 10 ngay 10 ngay
Déi chirng 3,37+0,06" 4,23+0,42% 3,36+0,12°"
(méi trwerng /2 cai tién)

0 3,72+0,08% 3,15:0,14" 3,49+0,45% 3,25+0,187 3,58+0,12%2

0,25 3,54+0,09% 3,35:0,16" 3,26+0,107 3,28+0,14%" 3,52+0,1672

0,5 3,27+0,06™ 2,66+0,147" 4,84+0,92% 3,30+0,21% 2,75+0,16"

1 2,90+0,09”' 3,23+0,14% 3,16+0,07% 3,28+0,19% 4,03+1,27°%

2 2,76+0,07 3,30£0,16% 2,80+0,06 3,05+0,11% 5,18+0,13%

Ghi chi: Céc s6 trung binh trong ciing mét hangmang cac chii khac nhau thi khac biét c6 y nghia 6 miic p=0,05

truéng dang S kép goébm hai giai doan téing
trudng nhanh, mot giai doan ting trudng cham
va giai doan bao hoa. Giai doan tidng trudng
nhanh 14n thda nhat xay ra 6 6 ngay dau, giai
doan tang trudng nhanh lan hai xay ra tit ngay
tht 8 dén ngay thi 10 ctia qua trinh nudi cay.
Ca hai giai doan tiang trudng nhanh déu dic
trung bdi su phan chia t& bao rat manh din dén
su tang rdo rét mat do t& bao vakhoi lugng tuoi
(Hinh 1, 2). Tuy nhién,chinh su phan chia t& bao
lién tuc v6i nhu cdu vé nang luong va dinh
dudng da lam kich thuéc trung binh cua té& bao
giam cung véi su giam khéi lugng kho. Gitia hai
giai doan tang trudng nhanh la giai doan tang
trudng cham kéo dai khoang 2 ngay véi mat do
t& bao khong thay déi nhung khéi lugng tuci
gidm manh trong khi khoi lugng kho ctia t& bao
gia tang kha dac sic (Hinh 1, 2). Bén canh do,
tl ngay 4 dén ngay 6 cb su gidm ti 1é phan tram
s6 t&€ bao nhd va trung binh, ting ti 1& phan
tram s6 t& bao 16n va ti ngay 8 sang ngay 10 c6
su tang nhe trd lai ti 1é phan tram sd t& bao nhd.
Su thay déi ti 1& cac loai t& bao nhd, t& bao trung
binh, t& bao 16n trudc va sau giai doan nay di
cung v6i sy giam khéi lugng tuoci va tang khoi
lugng khé cho thay day c6 thé 1a giai doan xay
ra su tich lity trong t& bao (Bang 1). Cudi cung
12 giai doan bao hoa bat dau tit ngay tht 12, véi
su ngung phan chia t& bao, tao cac t& bao vi tao
c6 kich thuéc 16n (Bang 1).

Muéi 1a mot trong nhiing yéu té quan
trong anh hudng dén su sinh trudng cta vi tao
N. oculata (Ranaud et al., 1994). Trong nghién
ctiu nay, xu ly sodium chloride & cac néng do
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thay déi tit 0 dén 2M déu c6 tac dong dén su
phan chia cling nhu kich thudc t& bao. Ngay
sau khi xt 1y, mat d6 t& bao gia tang 6 xt 1y 10
gio hay 24 gio ¢ nong d6 cao 2M hoic rat thap
(0 hodc 0,25M). Tuy nhién viéc xt ly sodium
chloride lién tuc trong 10 ngay lam mat do té&
bao giadm rd rét ¢ tat ca cac noéng do. Sau 10
ngay nudi cAy trén moi truong f/2 cai tién, mat
do t& bao ctia cac vi tao da duge xu Iy dung dich
NaCl OM trong 10 gié dat cao nh4t, sau dé la
xt ly NaCl 2M trong 24 gic. C6 18 su loai hoan
toan mudi NaCl (dung dich NaCl OM, 10 gio)
hoic ting cao nong d6 mudi (2M) cé tac dong
nhu moét yéu td gay stress dan dén su phan
chia manh mé cua cac t& bao vi tdo. Viéc xu ly
mudi tdc dong dén sy phan chia t& bao vi tao
ngoai tiy thudc vao noéng do con tuy thude vao
thoi gian xt ly. (Gu et al.,2012), khi nghién ctu
anh hudng cta su thay d6i néng d6 muéi trong
mbi trudng nudi cdy da chiing minh ring néng
d6 mudi qua cao thuong giy tic ché su ting
truéng va tich luy lipid, dic biét 1a cac TAG.
Tuy nhién, khi duge xi ly vao giai doan sau
clua su tang trudng, néng dd mudi cao (35g/L)
gidp su gia tang tich luy lipid qua d6 ning suit
thu lipid tang 2,82 1an. Dudng nhu c6 su tuong
quan gifia su tang trudng, dic biét 1a giai doan
tédng trudng véi su tich lity lipid. Trong nghién
ctiu nay, véi thoi gian xi 1y ngén (10 gid), nong
d6 muéi sodium chloride cao (2M) hoidc hoan
toan khong c6 mudi sodium chloride (dung dich
NaCl OM) khong lam ting phan chia t& bao
ngay khi xt Iy nhung mat dd t& bao cao & ngay
10 khi vi tao da dude chuyén trd vé moi trudng
f/2 cai tién. Ngugc lai, véi thoi gian xu ly dai
(24 gid), néng d6 sodium chloride thap (0 hay



0,25M), lam téng phan chia ctia t&€ bao ngay
sau khi xti Iy nhung khong lam ting mat do té&
bao & ngay tht 10 sau khi chuyén sang moéi
truong f/2 cai tién. Nhu vay su tac dong cua
sodium chloride con tuy thudc vao giai doan
tédng trudng cua vi tao.

4. KET LUAN

- Su téng trudng cta vi tdo N. oculata theo
duong cong hinh chii S kép gém 4 giai doan: hai
giai doan ting truéng nhanh xay ra 6 ngay 0
dén ngay 6 va ¢ ngay 8 dén ngay 10, mot giai
doan tang trudng cham xay ra ti ngay 6 dén
ngay 8, gitia hai giai doan ting trudéng nhanh,
dac trung bang su tang manh khoi lugng kho,
va cudi cung 1a giai doan téng trudng bdo hoa
sau ngay 12.

- T& bao vi tao N. oculata thuong c6 kich
thuéec nhd trong giai doan phan chia nhanh,
kich thudc 16n trong giai doan phén chia cham
tuong tng véi su tang khéi luong kho (manh
nhat vao ngay 8).

- O néng d6 thap hon 0,5M, thdi gian xi 1y
dung dich NaCl 24 gio lam ting su phan chia t&
bao nhung lam gidm kich thuéc t& bao. O nong
do cao hon 0,5M, NaCl lam gidm kich thuéc té&
bao nhung khéng lam tang phan chia té& bao khi
néng d6 NaCl qua cao (2M) hoéc khi xti 1y trong
thoi gian 24 gio.

- Xt 1y dung dich NaCl OM trong 10 gid
giip tang manh nhatmat d6 t& bao 6 ngay 10
cling nhu khéng lam gidm kich thuécté bao vi
tao N. oculata.
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