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Tom tit

Cong nghé té bao tran 1a mot huong tiép can quan trong trong cong
ngh¢ sinh hoc thyc vat va rong bién, cho phép tao luong 16n ngudn
giong sach va dong nhét phuc vu nuéi tréng. Trong do, viéc phan 1ap
té bao trin quyét dinh thanh cong cuia cong nghé. Bai bdo ndy tap trung
nghién ctru dnh hudng cua mot sO yéu t6 chinh trong qua trinh phan
1ap té bao tran rong cai bién U. lactuca nhu diéu kién khir trung, loai
enzyme, ndng do va thoi gian str dung enzyme dé pha v thanh té bao.
Két qua cho thay, dung dich natri hypochlorite (NaOCI) 0,5% cho hiéu
qué khir tring tot nhat voi ty 16 mau séng dat 90% va mau sach dat
80%. Bay loai enzyme khac nhau dugc thir nghiém bao gdm cellulase
Onozuka R -10, cellulase ((Merck-Sigma), driselase (Merck-Sigma),
hemicellulase (Merck-Sigma), pectinase (Novozyme), cellulast
(Novozyme) va Viscozyme (Novozyme) cho thiy hiéu qua phan giai
thanh té bao c6 su khac biét rd rét (p < 0,05). Enzyme cellulase
(Onozuka R-10) cho hiéu suét phan 14p cao nhét, dat 3,68 x 10° t& bao
tran/g khoi luong tuoi. Nong d va thoi gian xir Iy enzyme ciing anh
huéng 1 rét va ¢ xu hudng ty 18 thuan véi hidu qua té bao trin trong
ngudng gi¢i han. Nong do enzyme st dung thich hop nhét 1a 2% véi
thoi gian xur 1y 2 gio. Ket qua nghién ctiru gop phan hoan thién co s&
khoa hoc cho san xuét glong rong bién noi chung va rong cai bién noi

Tir khoa

Pit van dé

Rong cii bién Ulva lactuca 13 mot trong nhimng
lodi rong bién phan b rong rdi va co gia tri sir
dung cao trén thé gidi (Baweja va cong su, 2009;
Lahaye & Robic, 2007). Loai rong nay c6 chtra
ham lugng protein twong ddi cao, giau vitamin
(A, C, E, nhom B), khoang chat thiét yéu (Ca, Mg,
Fe, I) va cac hop chét sinh hoc c6 hoat tinh
(Baweja va cong su, 2009; Reddy va cong su,
2008). Do 6, U. lactuca dugce danh gia 1a nguon
nguyén liéu tiém ning cho thyc pham, thyc pham
chirc niang va dugc - my phdm. Bén canh do, loai
rong nay co kha nang sinh truong nhanh, chu ky
song ngan va hiéu suat tich liiy sinh khéi cao nén
U. lactuca tré thanh d6i tuong rong blen coy
nghia quan trong trong phat trién kinh té sinh hoc
bién (Lahaye & Robic, 2007), va phu hop véi xu
hudng phat trién kinh té xanh bén viing hién nay.
Tuy nhién, vi¢c khai thac va str dung U. lactuca
hién nay van chu yéu dya vao ngudn ty nhién hodc
cac phuong thirc nhan glong sinh dudng truyén
théng. Didu nay dan dén nhiéu han ché trong khai
thac nhu: chat lugng rong khong dong déu, kho

riéng bang cong nghé té bao tran.

Enzyme cellulase; Phan Idp, khu trung; T é bao tran; Ulva lactuca.

chu dong vé thoi vu va san luong, kho kiém soat
ham lugng cac hop chat c6 gia tri dinh dudng va
hoat tinh sinh hoc. Bén canh do, viéc khai thac
thuong xuyén trong tu nhién s& dan t6i nguy co
suy giam ngudn loi rong tu nhién.

Cong ngh¢ té bao tran 1a k¥ thuat loai bo thanh té
bao bang enzyme hodc co hoc dé thu nhan té bao
song chi con mang sinh chit bao boc. Cong nghé
nay dugc xem 1a nén tang quan trong trong cong
ngh¢ sinh hoc thyc vat do cho phép thyc hién cac
nghién ctru vé dung hop té bao soma, chuyén gen,
biéu hién gen va chon tao gidng méi c6 dic tinh
uu viét (Baweja va cong su, 2009; Reddy va cong
su, 2008). Trén nhiéu d6i twong rong bién khac
nhau nhu Ulva lactuca, Ulva reticulata,
Monostroma oxyspermum, Porphyra yezoensis,
Gracilaria verrucosa, Kappaphycus alvarezii va
Laminaria japonica, cong nghé t& bao tran da
dugc ing dung rong rai trong tai sinh tan rong
hoan chinh, tao dong lai soma va cdi thién céc dac
tinh sinh hoc quan trong. Nhiéu nghién ciru cho
thiy té bao tran ¢ kha ning tai sinh thanh co thé
rong hoan chinh véi téc d6 sinh trudng cao, ting
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kha ning thich nghi véi didu kién moi trudng bat
loi nhu bién dong d6 min, nhiét 6 va cudong do
anh sang, dong thoi nang cao ham luong cac hop
chét sinh hoc c6 gia tri nhu carrageenan, agar,
ulvan va protein hoa tan (Baweja va cong su,
2009; Reddy va cong su, 2006, 2008). Ngoai ra,
cong nghé t& bao tran con dugc s dung trong
nghién ctru co ché hinh thanh thanh té bao, twong
tac mang sinh chat va biéu hién gen & cip do té
bao, gbp phan mé rong tiém ning tmg dung cong
nghé sinh hoc trong chon gidng va nudi trong
rong bién. Tuy nhién, tai Viét Nam hién nay, céac
nghién ctru vé cong nghé té bao tran trén rong
bién van con han ché, dac biét di véi cac loai
rong c6 gié tri kinh té.

Qua trinh phan 14p té bao tran phy thudc vao nhiéu
yéu t6 khac nhau, trong d6 pha v thanh té bao 1a
budc then chdt quyét dinh hiéu qua thu nhéan té
bao tran (Reddy va cong su, 2008). Do cau triic va
thanh phan polysaccharide cta thanh té bao rong
bién khac nhau glua cac nhém rong luc, rong do
va rong nau nén diéu kién xir Iy enzyme ciing can
duoc t6i uu riéng cho timg dbi tugng nghién ctu.
Céc nghién ctru cho thdy hiéu qua phan 1ap té bao
tran chiu anh huéng dang ké boi thanh phan va
nong do enzyme, thoi gian xir 1y, didu kién tham
théu, nhiét d6, pH mai truong va giai doan sinh
trudng ctia mau rong (Chen & Shih, 2000, Reddy
va cong su, 2006). Vi vay, viéc khao sat va lya
chon céc diéu kién phan 1ap pht hop c6 ¥ nghia
quan trong nham nang cao hiu qua tao té bao tran
cling nhu kha nang tai sinh phuc vu nghién ctru va
san xuét giéng rong bién.

Xuat phat tir nhitng van dé trén, nghién ctiru nay
dugc thuc hién nham danh gia anh huong cua
mot s6 yéu td chinh trong qué trinh phén 1ap té
bao tran tir Ulva lactuca, gop phan xay dung quy
trinh k¥ thuat phuc vy san xuit giéng rong bién.

Vit liéu va phwong phap nghién ciru

Vit liéu nghién ciru

Mau rong cai bién U. lactuca dugc thu thdp vao
thang 3/2025 tir ving bién Cat Ba (Hai Phong) va
Ly Son (Quang Ngii), sau do chuyén vé phong
Nghién ctru Cong nghé Sinh hoc Bién - Trung
tam Nghién ctru hai san phia Bac. Rong duoc
nuoi thich nghi trong moi truong nude bién, do

man 30 £ 1%o, c6 bd sung dinh dudng PES & diéu
kién phong thi nghiém dudi dnh sdng dén huynh
quang 35 pumol photon.m?.s™', chu ky sang toi =
12:12, nhiét @6 25 + 1°C, suc khi lién tuc.

Nghién civu xdc dinh chét va diéu ki¢n khi triing
vit ligu rong cdi bién dé phén Igp té bao tran
Rong cai bién U. lactuca sau khi dugc thu thap
vé s& duoc rira sach, tao vat liéu vo trung dé
lam nguyén liéu tao té bao tran. Nhitng mau mo
non c6 mau xanh dic trung, khong tap nhiém
thuc vat biéu sinh dugc lya chon dé tién hanh
thi nghiém. Phuong phap khtr trung dugc tién
hanh thir nghiém bang 3 loai chét v6i cac nong
d6 khac nhau bao gom hdn hop khang sinh,
dung dich natri hypochlorite va nano bac.
Phuong phap khir tring bang hdn hop khang
sinh dya theo nghién ctru ctia Reddy va Fujita
(1989). Rong dugc chon (2 cm?) dugc 1am sach
trong nudc bién da loc. Sau d6, cic manh nay
duoc rira nhiéu 1an bang nudc bién da hap khir
tring. Cudi cung, chiing duoc u trong 100 mL
nudc bién di hap khir tring chira 10 mL hdn
hop khang sinh (Polne-Fuller va Gibor, 1984)
v&i cac nong do 5, 10, 15% trong 24 gio ¢ 25 = 1°C
duéi 4nh sdng deén huynh quang 35 pmol
photon.m?.s™! va chu ky 12:12 gior sang: t6i (L: D).
Phuong phap khir tring bang natri
hypochloride dugc thir nghiém véi cac n(‘A)ng do
0,25%, 0,5%, 0,75% va 1% trong thoi gian 5
gidy. Khir tring bang nano bac duogc tién hanh
trong thoi gian 5 phat vdi cac nong do tir 100
ppm dén 1000 ppm, buéc nhay 100 ppm. Thi
nghiém duogc lap lai 3 lan, v6i 30 mau cho mdi
lan 13p ciia mot cong thirc.

Nghién civu logi enzyme thich hop dé phan Iip
té bao trin

Qué trinh phan l4p té bao tran rong Ulva dugc
tién hanh dya trén nghién ciru ciia Reddy va cong
su (2006, 2018). Cac mau mod non clia rong cai
bién c6 mau xanh dic trung, khong bi tap nhiém
thuc vét biéu sinh duge lua chon 1am vat lidu dé
tién hanh céac thi nghiém phan lap. Sau khi khtr
trung, mau rong dugc cat thanh cdc manh nho
(<1 mm) va rira sach 3-4 1an bang nudc bién vo
trung dé loai bé cac manh vun. Cac dia petri duogc
chuén bi sin cdc hdn hop dung dich enzyme phéan
huy thanh té bao.
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Dung dich enzyme ph4 v& thanh té bao bao gdom
enzyme voi né)ng do 2%, sodium chloride 1%,
dextran sulfate 0,5% (Merck-Sigma) va 25mM 2-
[N-Morpholino]ethanesulfonic ~ acid (MES)
(Merck-Sigma). Trong thi nghiép nay, cac loai
enzyme khéac nhau bao gdm cellulase Onozuka
R -10, cellulase ((Merck-Sigma), driselase
(Merck-Sigma), hemicellulase (Merck-Sigma),
pectinase (Novozyme), cellulast (Novozyme),
Viscozyme (Novozyme) duoc str dung dé danh
gia tic dong dén qua trinh phan giai thanh té
bao. Gia tri pH ctia hon hop dung dich enzyme
dugc diéu chinh dat 6.

Mau rong bién sau khi b6 sung vao cac dia petri
chtra cac enzyme khac nhau dugc dua 1én may
lic (80 vong/phut), G ¢ nhiét d6 & 25 + 1°C
trong thoi gian 2 gio. Sau khi 0, té bao tran thu
duoc bang cach loc hdn hop va ly tam & diéu
kién 800 vong/phut trong thoi gian 5 phat. Kha
nang loai bo thanh té bao duogc thu nghiém
bang thudc nhuém huynh quang calcofluor
white (0,01 % - Merck - Sigma) nhudém dudi
kinh hién vi huynh quang.

Ty 1é séng cua té bao tran duoc xac dinh bang
cach nhuém phan té bao tran ly tim thu dugc véi
thudc nhudm Evans blue tich hop sin trong thude
nhudm Calcofluor white (Merck - Sigma). Té
bao tran sdng c6 mang sinh chat con nguyén ven
nén Evans blue khong di qua duoc do d6 té bao
khong bat mau. Néu té bao tran chét thi Evans
bule xAm nhap vao trong té bao dan dén té bao
bit mau xanh dam rd nét.

Thi nghiém dugc tién hanh lap lai 3 1an, khi
lugng mau rong dat 0,1 gram cho mdi lan lap.
Chi tiéu theo ddi dé danh gia hiéu qua phén giai
thanh té bao dya trén lugng té bao tran nguyén
ven thu dugec tinh trén khoi lugng tuoi cua mau
rong U. lactuca.

Nghién civu xdc dinh nong dé enzyme thich hop
dé phan ldp té bao trin

Thi nghiém nghién ctru ndng do enzyme thich
hop dé phan giai thanh té bao dugc bd tri voi
dai nong do tr 1 dén 5%, budc nhay 1%.

Enzyme su dung la enzyme dugc lya chon tu
két qua thi nghiém muc 2.3, 0 véi mau rong
bién trong thoi gian 2 gio. Thi nghiém duoc
tién hanh lap lai 3 lan, khoi luong mau rong dat
0,1 gram cho mdi lan lp. Chi tiéu theo ddi dé
danh gia hiéu qua phan giai thanh té bao dya
trén luong té bao tran thu dugc tinh trén khi
lugng twoi cia mau rong U. lactuca.

Nghién civu thoi gian xie Iy enzyme thich hop dé
phén ldp té bao trin

Thi nghi¢m nghién ctru thoi gian xur Iy enzyme
thich hop dé phan giai thanh té bao duoc bé tri voi
khoang thoi gian tir 1 dén 3 gio, bude nhay 0,5
gio. Thi nghiém duoc tién hanh lip lai 3 lan, khdi
luong mau rong dat 0,1 gram cho mbi lan lap. Chi
tiéu theo ddi dé danh gia hiéu qua phan giai thanh
té bao dua trén luong té bao tran thu duoc tinh trén
1 gram khéi luong tuoi mau rong U. lactuca.

Phuwong phdp xie ly sé li¢u

S6 liéu thu thap dugc luu ¢ dang file Microsoft
Excel va xir Iy bang phan mém SPSS 18. Sy sai
khac gitra cac nghiém thirc dugc phan tich bang
ANOVA mot nhan t6 & muc ¥ nghia thong ké
o = 0,05 v&i phép kiém dinh Tukey’s HSD.

Két qua

Anh hwong ciia chit khir tring va nong dp chat
khir trung dén qua trinh tao vdt liéu cho qua
trinh tich té bao trin

Khir tring bé mit rong U. lactuca 1a budc co ¥
nghia quyét dinh trong quy trinh nuéi cay té bao
tran, boi sy hién dién cua vi sinh vat khong chi
gdy nhiém moi trudng nudi cdy ma con anh
huong truc tiép dén hoat tinh ciia enzyme phéan
huy thanh té bao va kha ning sbng, tai sinh cua
té bao tran (Krishnakumar va cong su, 1999;
Reddy, 2018). Két qua nghién ctru phuong phap
khir tring vét liéu rong cai bién cho nuéi cay té
bao tran dugc thé hién trong Bang 1.
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Béng 1. Két qua nghién ciru phwong phap khir trung vat liéu rong cai bién cho nudi cy té bao tran

Cong Chét khir ‘ T§ 1¢ mAu séng Ty 1¢ mAu sach
. | Nong d¢

thue trung (%) (%)
1 Ddi chimg 0 93,33+ 5,77° 13,33+ 5,77
2 5% 70,00 + 10,00t 66,67 + 11,55
3 Hon hop khang 10% 56,67 +5,77¢ 56,67 + 5,77

sinh
4 15% 46,67 + 5,774 46,67 + 5,77%
5 0.25% 93,33 + 5,77 73,33 + 5,77
6 Natri 0,5% 90,00 + 10,00* 80,00 + 0,00°
7 hypochloride 0,75% 80,00 = 10,00 76,67 + 5,77
8 1,0% 70,00 = 10,00 66,67 + 5,77
9 100 ppm 83,33+ 5,77 46,67 + 5,774
10 200 ppm 80,00 + 10,00 53,33 +5,77¢
11 300 ppm 73,33 £ 5,77 63,33 +5,77°
12 400 ppm 70,00 + 0,00 66,67 £ 5,77°
13 500 ppm 56,67 + 5,77 53,33 +5,77¢
Nano bac

14 600 ppm 46,67 + 5,77 46,67 + 5,77
15 700 ppm 4333+ 5,77¢ 4333 + 5,774
16 800 ppm 36,67 £ 5,77% 36,67 + 5,77%
17 900 ppm 33,33 £ 5,77% 33,33 +5,77¢
18 1000 ppm 2333 +5,77¢ 23,33 + 5,77¢

Chu thvz'ch.' S6 lidu trinh bay la gia tri trung binh = d¢ léch chudn SD (n=3). Cac chii cai a, b, c. . biéu thi trong cung mot
cot biéu thi sy sai khdc co y nghia thong ké gitra cdac nghiém thirc o mirc o = 0,05 theo phép kiem dinh Tukey’s HSD.

Két qua nghién ctru cho thiy phuong phap khir
tring bang cac chat khac nhau véi nong do khac
nhau c6 su khac bi¢t 16 rét co y nghia thong ké (p
<0,0%). Phu’orng phap khu’ tring bang khang sinh
cho ty 1& mau song va mau sach dao dong tir 46,67
dén 70%. Viéc khir tring bang hdn hop khang sinh
c¢6 anh hudng dén strc sdng clia mau, mau bi nhat
mau so v6i ban dau. Khir tring bang nano bac voi
nong do cang cao thi ty 1¢ séng cang thap. Nong
d6 400 ppm cho ty 1& mau sach cao nhat. Khir
trung bang dung dich natri hypochlorite cho ty 1€
mau séng va mau sach cao. Trong d6, néng do

natri hypochlorite 0,5% cé hiéu qua cao nhét, dat
ty 16 mau sdng 90% va mau sach 80%. Vi vay,
phu’ong phép khur trung vat lleu rong cai bién hiéu
qua nhét cho nudi cy té bao tran 1a sir dung dung
dich natri hypochlorite 0,5%.

Két qud nghién ciru lwa chon logi enzyme thich
hop d@é phan lip té bao tran rong cdi bién

Sau qué trinh xir Iy enzyme (hinh 3,4), té bao tran
clia rong cai bién U. lactuca duoc thu nhan c6
dang hinh cau, bé mat nhan va khong con thanh
té bao, khong bat mau thuéc nhuém huynh quang
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calcofluor white. Céc té bao tran co luc lap hinh
chén phan bé sat mang sinh chit va xuat hién hién
tugng dong chat nguyén sinh. Kich thudc té bao
tran dat 20-25pum.

Calcofluor white c6 kha ning lién két dic hiéu
v6i cellulose va cac polysaccharide cdu trac
trong thanh té bao. Do d6, cac té bao con thanh
té bao s& phat huynh quang xanh lam dué6i anh
sang UV (Hinh 1), trong khi t& bao tran di loai
b6 hoan toan thanh té bao s& khong phat huynh
quang (Hinh 2).

Hinh 1. Té bao rong cai bién ban dau (c6 thanh té bao)

A. Tébao rong nguyén liéu sau khi nhugm calcofluor

Két qua tac dong cua cac loai enzyme khac nhau white chup dudi anh sang trang.
dén qua trinh phan giai thanh té bao tao té bao B. Tébao rong nguyén liéu sau khi nhuém calcofluor
tran rong cai bién dugc thé hién trong bang 2. white chyp dudi dnh sang huynh quang.

Hinh 2. Té bao tran thu dwoc sau khi xtr Iy miu rong véi enzyme

A. Té bao tran khéng c6 thanh té bao. Té bao tran méi tach mang luc lap dang hinh chén nam sdt thanh;
B. Tée bao tran khi nhuom calcofluor white.

Béang 2. Tac dong cia cac loai enzyme khic nhau dén kha ning thu té bao tran cia rong cdi bién

(tjl?llrlcg Loa(ineél;zgyclil:}ezz A)l;ﬁng S6 té bao tran/gram miu
1 Cellulase - Merck Sigma 7,20 + 0,33 x 10*P
2 Cellulase - Onozuka R10 3,68+ 0,26 x 102
3 Cellulast - Novozyme 1,48 £ 0,08 x 10*4
4 Viscozyme - Novozyme 2,65+0,16 x 104¢
5 Pectinase - Novozyme 2,01 £0,51 x 1044
6 Driselase - Merck-Sigma 3,02+ 0,26 x 10°¢
7 Hemicellulase - Merck-Sigma 6,33+ 0,81 x 104"

Chii thich: S6 liéu trinh bay la gia tri trung binh + dg léch chudn SD (n 3). Cdc chir cdi a, b, c... biéu thi trong ciing mot
ot biéu thi s sai khéc c6 y nghia thong ké giita cac nghiém thirc ¢ mirc o = 0,05 theo phép kiém dinh Tukey’s HSD.
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Két qua nghién ctru cho thiy, cac té bao tran déu
nguyén ven va ty 1¢ séng dat 100% & cac cong
thirc thi nghi€m, tuy nhién viéc st dung loai
enzyme khac nhau c¢6 anh hudng 10 rét dén hiéu
qua phan giai thanh t& bao dé tao ra té bao tran.
Trong 7 loai enzyme thu nghiém, enzyme
driselase c6 kha ning phan giai thanh té bao rong

kém nhét, chi tao dugc 3,02 + 0,26 x 10° té bao
trén/g khdi lugng tuoi. Nguoc lai, viéc sir dung
enzyme cellulase Onozuka R10 dé phan gidi
thanh té bao cho lugng té bao tran 16n nhat, dat
dén 3,68 + 0,26 x 10° t& bao tran/g khdi luong
tuoi. Vi vdy, enzyme cellulase (Onozuka R10)
dugc st dung cho cac nghién ctru tiép theo.

Hinh 3. Xir ly mau rong cai bién véi enzyme

A - Mau rong cdi bién. B - Rong cdi bién dwoc lam nho. C - Rong cai bién dwoc u voi enzyme

Y

& : |

&

Hinh 4. Té bao tran thu dwoc sau khi ly tim

Két qud nghién civu xdc dinh nong dp enzyme
thich hop cho qud trinh phdn ldp té bao trin
rong cdi bién

Trong thi nghiém nay, tac dong cta nong do
enzyme cellulase (Onozuka R10) dén qué trinh
phan 1ap té bao trén cai rong bién dugc danh gia,
két qua thé hién trong hinh 5. Két qua cho thay,
str dung enzyme ¢ cac ndng d6 khac nhau déu thu
duogc té bao trdn nguyén ven va cic té bao tran c6
ty 1¢ song 100%. Tuy nhién, nong d6 enzyme
cellulase sir dung anh hudng rd rét dén sb luong
té bao tran tao ra. Cu thé, s luong té bao tran
thu dugc ting theo ndng do enzyme cellulase tir
1% dén 2-3%, sau d6 giam dan & cac ndng do
cao hon. O néng d6 1%, sb té bao tran dat thép

nhat, chi 2,44 + 0,19 x 106 t& bao/g, va khac biét co
y nghia so v&i cac nghiém thue con lai. Khi tang
nong do enzyme 1én 2%, s6 lugng té bao tran ting
16 1ét, dat gid tri cao nhét 13 3,68 + 0,26 x 10° t& bao/g.
Gi4 tri nay khong khac biét c6 y nghia thong ké so
v6i nghiém thire 3% (3,61 + 0,69 x 10° t& bao/g),
cho thay hiéu qua phan 1ap dat muc t6i wu trong
khoang ndng d¢ tir 2-3%. O cac ndng do enzyme
cao hon (4% va 5%), sé lugng té bao tran thu
dugc co xu hudng giam, 1an luot dat 3,13 + 0,16
x 109 té bao/g va 3,04 + 0,27 x 10° té bao/g. Cac
nghiém thirc ndy c6 su khéac biét thong ké so véi
nhom ndng do tdi wu (p < 0,05). Nhu véy, nong
dé enzyme 2% dugc lya chon sir dung cho thi
nghiém tiép theo.
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Hinh 5. Két qua phan Iap té bao tran bang enzyme cellulase Onozuka R-10 & cac nong d¢ khac nhau
Chi thich: 86 liéu trinh bay la gid tri trung binh + do léch chudn SD (n=3). Cdc chit cdi a, b, c... biéu thi trong ciing mot
ot biéu thi si sai khdc cé ¥ nghia thong ké giita cdc nghiém thire & mire o = 0,05 theo phép kiém dinh Tukey’s HSD.

Két qua nghién ciru lya chon thoi gian xir ly enzyme
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thanh té bao. Két qua lya chon thoi gian xur 1y
Thoi gian xtr Iy enzyme la mot trong nhiing yéu enzyme thich hop dé phan lap té bao trdn rong cai
t6 then chdt quyét dinh hiéu qua tao té bao tran vi  bién duoc thé hién trong hinh 6.
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Hinh 6. Két qua phan lap té bao tran bang enzyme cellulase Onozuka R-10 véi thoi gian khac nhau

Chii thich: Sé liéu trinh bay la gia tri trung binh + dg léch chudn SD (n=3). Cdc chit cdi a, b, c... biéu thi trong ciing mot
ot biéu thi si sai khdc cé y nghia thong ké giita cdc nghiém thire & mike o = 0,05 theo phép kiém dinh Tukey’s HSD.

Két qua nghién ctru cho thdy thoi gian xr Iy  té bao tran duoc tao ra ty 1& thuan voi thoi gian
enzyme khac nhau déu thu duoc té bao tran  xir Iy enzyme trong khoang 1 dén 2,5 gid. Trong
nguyén ven va co ty I1¢ song 100% nhung c6 anh  hai gio dau, hiéu qua phéan giai thanh té bao ting
hudng rd rét dén luong té bao tran tao ra. Luong  1én 15 rét. SO luong té bao tran thu dugc sau khi
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xir Iy enzyme trong thoi gian 1,5 gio gan gap doi
so v6i thoi gian 1 gio. SO lugng té bao tran thu
duogc sau khi xtr Iy enzyme trong thoi gian 2 gio
gap 1,25 so vé6i thoi gian 1,5 gid va gap 2,33 lan
so voi thoi gian 1 gio. Hiéu qua xur ly trong thoi
gian 2,5 gid dat cao nhat voi luong té bao tran 1én
t61 3,71 + 0,42 x 10° té bao tran/g khdi luong
twoi. Tuy nhién, luong té bao tran thu dugc trong
hai cong thirc thoi gian 2 gio va 2,5 gio khong co
su khac biét vé y nghia thdng ké (p > 0,05). Khi
tang thoi gian xur 1y 16n 3 gio thi lugng té bao tran
bét dau giam xubng, con 3,32 + 0,67 x 10° té bao
tran/g khéi luong twoi. Nhu vay, thoi gian xur 1y
enzyme cellulase phu hop 1a trong khoang 2 gio.

Théo ludn

Két qua nghién ctru khang dinh rang hiéu qua khir
trung phu thudc chat ché vao sy can béng gitra
kha nang loai bo vi sinh vat va duy tri trang thai
sinh 1y cia mau (p < 0,05). Trong d6, natri
hypochlorite (NaOCl) & nong do 0,5% cho két
qua tdi uu (90% mau séng, 80% mau sach), vuot
trdi so voi khang sinh va nano bac. Hi€u qua nay
c6 thé dugc giai thich boi co ché oxy hda manh
nhung c6 kiém soat cta natri hypochlorite, cho
phép pha v& nhanh ciu triic t& bao vi khuan bam
ngodi ma chwa giy ton thuong sdu dén mé rong
khi st dung & ndng dd va thoi gian thich hop
(Bjork va cong su, 1992; Reddy & Fujita, 1989).
Nguoc lai, khi tdng cuong do xu 1y, stress oxy
hoa vuot ngudng s€ gay peroxy hoa lipid mang
va pha hity hé sic td, lam giam kha nang song ctia
protoplast (Krishnakumar va cong su, 1999;
Reddy va cong su, 2006). Ngoai ra, viéc loai bo
hoan toan vi sinh vat khong phai luc nao ciing c6
loi, do hé vi sinh noi sinh cé thé dong vai trd
trong sinh truéng va hinh thai cua Ulva
(Wichard, 2023). Béi v6i nano bac, mic du hiéu
qua diét khuan cao nho kha nang xam nhap té bao
va trc ché qua trinh sao chép DNA ciia vi khudn
nhung két qua cho thiy ton tai mdi quan hé ty 1&
nghich giira ty 1& mau sach va ty 1é song. O nong
dod cao, su tich Iy hat nano gay doc té bao thong
qua co ché tao ROS va rdi loan can bang oxy héa
- khtr, ddn dén giam stc sdng va chét mé
(Lansdown, 2006; Mahna va cong su, 2013;
Navarro va cong su, 2008). Xu hudng nay ciing

dugc ghi nhan trén céc loai rong khac, trong do
ndéng d6 trung binh (400-500 ppm) thuong cho
hi€u qua tdi uu (Lé va cong su, 2024; Mo va cong
su, 2020). Khang sinh cho hi¢u qua khir trung
thép hon va phy thugc manh vao né)ng do cling
nhu thoi gian xir Iy. Co ché e ché tong hop
DNA, RNA va protein khong chi tac dong lén vi
khudn ma con anh hudéng dén té bao rong, dic
biét khi x1r 1y kéo dai (Xuewu & Kloareg, 1992).
Nhiéu nghién ctru cho thiy viéc ting ndng do
hoic kéo dai th i gian xur 1y gitip nang ty 1¢ mau
sach nhung dong thoi lam giam dang ké ty 18
song (Baweja va cong su, 2009; Kumar va cong
su, 2007; Reddy va cong su, 2003). Thanh té bao
rong U. lactuca (Chlorophyta) 1a mot cdu trac
polysaccharide phtrc tap, trong do cellulose vi soi
dong vai trd nén tang tao khung, kém theo cac
hemicellulose nhu xyloglucan, xylan va mannan
cung mot lwgng nhd pectin. Ngoai ra, ulvan la
mdt polysaccharide sulfate hda dac trung cua
rong luc, chiém mot phan dang ké trong thanh té
bao va c6 cdu trac monosaccharide da dang gom
rhamnose, glucuronic acid, iduronic acid, va
xylose (Lahaye & Robic, 2007). Hiéu suat thu
nhan té bao tran trong nghién cru dat 3,68 x 10°
té bao tran/g khdi luong twoi, thip hon mot sb
nghién ctru di cong bd trén thé giéi nhung van
tuong duong voi nhiéu cong bd khac trén rong
bién va thyc vat thay sinh. Nhiéu nghién ctru trén
thé gidi ciing ghi nhan rang hiéu suit tao té bao
tran trén rong bién bién dong rat 16n gitra cac loai
va phu thudc vao nhiéu yéu té nhu ciu trac thanh
té bao, tuéi md, mua thu miu, diéu kién sinh
truong tu nhién, thanh phan enzyme va diéu kién
xtr 1y thdm thau. Bjork va cong sy (1992) khi
nghién ciru trén Ulva rigida ghi nhan hiéu suat
tao té bao tran dao dong trong khoang 10*-10° té
bao tran/g khi lugng tuoi tiry diéu kién xur 1y va
ndng do enzyme st dyung.

Viéc lya chon enzyme thich hop dé tao té bao tran
o rong Ulva phu thudc chdt ché vao thanh phz‘?ln
polysaccharide dic trung cia thanh té bao.
Cellulase 14 enzyme duoc sir dung phd bién nhét
trong hau hét cic nghién ciru tao té bao tran &
Ulva. Enzyme nay xuc tdc qud trinh thuy phan
lién két B-1,4-glycosidic cia cellulose, giup pha
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vd bg khung co hoc chinh cta thanh té bao. Két
qua nghién ctru cling tuong tu cac nghién ciu
trén thé gidi cho thy rang Cellulase Onozuka R-
10 1a enzyme phi hop va hiéu qua nhit dé tao té
bao tran & rong Ulva, nhd kha ning nhim tring
thanh phan céu tric chu dao ctia thanh té bao. Cac
nghién ctru ban dau trén nhém Chlorophyta
thuong ap dung to hop cellulase va macerozyme,
dwa trén gia dinh ring ciu truc thanh té bao rong
luc tuong d@)ng vol thuc vat bac cao.
Krishnakumar va cong su (1999) st dung
cellulase (2-3%) két hop macerozyme (0,5-1%)
dé xir Iy Monostroma oxyspermum va chi dat ty
1¢ té bao dugc giai phong & mirc trung binh (30—
40%), dong thoi yéu cau thoi gian xir 1y kéo dai.
Két qua nay cho thidy macerozyme v&i thanh
phan pectinase 1 chii yéu, chi déng vai tro han
ché trong viéc pha v& thanh té bao rong luc -
nhom sinh vt von c6 ham luong pectin thap.
Uppalapati va Fujita (2002) tiép tuc sir dung to
hop cellulase Onozuka R-10 (2%) va
macerozyme R-10 (1%) trén Ulva pertusa va thu
duoc 4,6 - 26,8 x 10° protoplasts/g khéi luong
tuoi, voi ty 16 tai sinh cao (>90%). Mic du két
qua nay cho thay kha ning duy tri tinh séng va
tai sinh tt cta protoplast, s6 luong té bao tran
thu dwoc van con han ché, cho thdy rang
macerozyme khong phai la yéu td quyét dinh higu
suat giai phong protoplast (Domozych va cong
su, 2012). Nhan dinh nay dugc cung cd manh mé&
bo1 nghién cuu cua Reddy va cong su (2006),
trong do cellulase don 1¢ (Cellulase Onozuka R-
10, 2%), trong diéu kién tham thau t6i wu vé6i 0.8
M mannitol, di tao ra sd lugng protoplast vuogt
troi (74,4 - 88,6 x 10° té bao/g khdi luong tuoi)
cling véi ty 16 sdng va tai sinh cao (89-92%). Két
qué nay khang dinh rang cellulose la thanh phan
ciu tric gidi han chinh cua thanh té bao Ulva va
viéc tap trung vao enzyme phan giai cellulose 1a
chién lugc hiéu qua nhat. Cac nghién ctru tiép
theo ciia Reddy va cong sy (2008, 2018) cho thay
viéc bd sung macerozyme hoic hemicellulase chi
cai thién nhe tinh 6n dinh cua protoplast hodc hd
trg & cac mau rong gia ¢ thanh té bao day, nhung
khong mang lai hi¢u sudt vuot troi so voi
cellulase don 1é. Sy han ché cua macerozyme

trong hé enzyme cho Ulva c6 thé duoc giai thich
tir goc do cAu tric thanh té bao. Lahaye va Robic
(2007) di chi ra rang thanh té bao Ulva giau
ulvan, mot polysaccharide sulfat dac trung, khac
biét ro rét voi pectin cua thyc vat bac cao. Do do,
cac enzyme pectinase thong thuong khong phai
12 muc tiéu phu hop dé pha v& thanh té bao Ulva.
Romero va cong su (2023) st dung cac enzyme
thuong mai da hoat tinh nhu Cellulysin va
Viscozyme L dé pha v& thanh t& bao nham chiét
ulvan, trong d6 Cellulysin cho hiéu suét cao nhat
dat 14,1% ulvan trong lugng kho sau 20 gio thuy
phan. Enzyme nay c6 kha ning pha v& thanh té
bao hiéu qua nhung yéu cau thoi gian xur 1y dai
va khong dac hi¢u cho muc tiéu thu nhén
protoplast (Malvis Romero va cong su, 2023).
Nong do enzyme 1a mot trong nhiing yéu té quyét
dinh hiéu quéa pha v& thanh té bao va chat lugng
protoplast thu dugc & rong Ulva. Céc nghién ctru
trén thé gidi cho thiy cellulase dugc sir dung
trong khoang nong d6 hep nhung ti wu, thuong
tir 1-2% (w/v), trong khi nong d6 cao hon khong
nhimg khong lam ting hiéu suat ma c6 thé gay
tén thuong té bao. Reddy va Fujita (2006) da
chimg minh rang 2% Cellulase Onozuka R-10 1a
ndng do ti wu dé tao protoplast & Ulva spp., cho
74,4 - 88,6 x 10° protoplast/g khéi luong twoi véi
ty 1& song 1én toi 89-92%. Khi ting néng do
cellulase vuot qua mic nay, sd lugng protoplast
khong ting twong tng, trong khi ty 18 té bao bi
ton thuong mang ting 1én, cho thay su bdo hoa
tac dong enzyme d6i v6i cau trac thanh té bao
cellulose vi sgi cua Ulva (Reddy va cong su,
2006). Két qua nay khang dinh rang hiéu qua pha
v& thanh té bao phu thudc nhiéu hon vao kha
nang tiép can co chét clia enzyme hon 1 viéc gia
tang ndng do tuyét dbi.

Céc nghién ctru trén thé giéi & nhiéu loai Ulva
cho thy thoi gian xtr 1y enzyme t6i wu thudng
tuong ddi ngén so vo1 thuce vat bac cao, do thanh
té bao rong khong chira lignin. Reddy va cong su
(2006) di tién hanh thir nghiém xur Iy enzyme
phan giai thanh té bao trong cac khoang thoi gian
khac nhau tir 1 dén 5 gio. Két qua cho thdy thoi
gian xir Iy 2 gio 1 t6i wu dé giai phong luong 16n
té bao tran, dat téi 102,8 x 10° té bao tran/g khbi
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lwong twoi d6i v6i M. oxyspermum, dao dong tir
74,4 - 88,6 x 106 té bao tran/g khdi luong tuoi &
bay loai Ulva va tir 82,5 - 95,4 x 10° t& bao trin/g
khéi luong tuwoi & ba loai Enteromorpha. Viéc
kéo dai thoi gian xtr ly khong nhiing khong 1am
tang ma tham chi con lam giam lugng té bao tran
mot cach rd rét, dong thoi lam ting ty 16 té bao bi
t6n thuong. Khi thoi gian xt 1y dai (5 gid), luong
té bao tran giam chi con bang mot phan tu so véi
lwong té bao tran tao ra trong thdi gian xir 1}'/ 2 gio
(Reddy va cong su, 2006). Tac gia cho rang sau
khi thanh té bao bi phan g1a1 hoan toan sur tiép xuc
kéo dai v6i enzyme c6 thé gdy mat 6n dinh mang
té bao tran, dan dén giam ty 1¢ séng trong nudi cay.
O Ulva rigida, Bjork va cong su (1992) ciing quan
sat thdy hién tuong v protoplast khi thoi gian xir
Iy vuot qua ngudng tdi uu.

Két luan

Nghién ctru d3 x4c dinh duge mot sb thong sé ki
thudt cho qua trinh phan tach té bao tran rong cai
bién. Chat khur trung vat liéu rong cai bién thich
hop nhat cho nudi cay té bao tran 1a sir dung dung
dich natri hypochloride v4i nong d6 0,5% cho ty
1€ mau song dat 90% va mau sach dat 80%. Viéc
st dung enzyme cellulase Onozuka R10 v&i ndng
do 2% trong thoi gian 2 gio cho hiéu qua phan
1ap té bao cao nhat, dat 3,68 + 0,26 x 10°té bao/g
khoi lugng tuoi. Chat lugng té bao tran thu dugc
déu nguyén ven va co ty 1 séng 100%. Ket qua
nghién ctru 14 tién dé cho cac nghién ciru vé qua
trinh tai sinh té bao tran thanh tan rong cai bién
U. lactuca. Bén canh do, két qua c6 thé ap dung
cho qué trinh phan tach té bao tran trén cac doi
tugng rong bién twong tu khac.
Théng tin tdi trg: San pham la két qud nghién ciu ciia dé
ai “Thir nghiém cong nghé nudi cdy té bao tran san xuat
giong rong cai bién Ulva lactuca tai Viét Nam”.
Loi cdm on: Nhom tac gia xin chan thanh cam on Trung
tam Nghién ciru Hai san phia Bac - Vién Khoa hoc thiiy
san Viét Nam cung chu r’zhiém de tai da tao diéu kién
thudn loi cho ching t6i tién hanh thi nghiém nghién citu,
thu thdp so liéu dé hoan thanh bai bdo nay.
Tuyén bé vé khi nang tiép cgn dit ligu nghién ciru: Di
ligu ho tro cho cdc ket qua cua nghién ciru nay co thé duoc
cung cap boi tac gia lién hé theo yéu cau hop y.
Tuyén bo vé déng gop cua tac gia: Pham Thi Mat: Bé tri
thi nghiém va phan Idp té bao tran, viet ban thdao bai bao,
Lé Thanh Tung: Xay dung thi nghiém, chinh sia ban thao
bai bao,; Nguyen Van Nguyén: Chinh sia ban thdo bai bao.

Tuyén bé vé sie dung GenAI: Cic cong cu Al chi dwoc sir
dung cho viéc chinh swra ngon ngir, dién dat/dinh dang ma
khong dwoc dung dé tao néi dung khoa hoc. Toan b¢ dir
liéu, phdn tich va dién gidi déu do cdc tdc gid thuwc hién va
kiém chiing, va cdc tac gia hoan toan chiu trach nhiém doi
voi bdn thao.

Tuyén bo vé xung dot lpi ich: Céc tac gia tuyén bo khong
co xung dot vé loi ich.
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Abstract
Research on Protoplast Isolation from Seaweed Ulva lactuca in Vietnam

Protoplast technology is a crucial approach in plant and seaweed biotechnology, enabling the mass production of clean
and unifor m seed stocks for aquaculture. The isolation of protoplasts is a key factor in the success of this technology.
This paper focused on investigating the effects of several key factors in protoplast isolation from the seaweed U. lactuca,
such as sterilization method, enzyme types, enzyme concentrations, and enzyme processing time used to cell wall
degradation. The results showed that 0.5% sodium hypochlorite (NaOCIl) provided the best sterilization efficiency, with
a survival sample rate of 90% and an axenic sample rate of 80%. Seven enzymes were evaluated, including cellulase
Onozuka R-10, cellulase (Merck-Sigma), driselase (Merck-Sigma), hemicellulase (Merck-Sigma), pectinase
(Novozyme), cellulast (Novozyme), and Viscozyme (Novozyme). The results showed significant differences in cell wall
degradation efficiency of seven enzymes. Cellulase Onozuka R-10 yielded the highest isolation efficiency, reaching 3.68
x 10¢ protoplasts/g fresh weight. The concentration and treatment duration of enzymes also significantly affected
protoplast efficiency and showed a positive correlation within a certain threshold. The most suitable enzyme concentration
was 2% with a treatment duration of 2 hours. These findings contribute to improving the scientific basis for seaweed seed
production using protoplast technology.

Keywords: cellulase enzyme; isolation; protoplast; sterilization; Ulva lactuca
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