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(57) Gidi phdp hitu ich dé xuét quy trinh tao mo seo dang soi trong nuodi cdy mo

rong sun Kappaphycus alvarezii, trong d6 quy trinh ndy bao gom céc budc: i)

chuén bi rong nguyén liéu, (ii) tao nguyén liéu vo trung va (iii) cam @ng tao mo

seo va cham séc.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Gidai phép hitu ich dé cép dén quy trinh tao mo seo dang sgi trong nudi cady mo

rong sun Kappaphycus alvarezi.
Tinh trang ky thuft ciia giai phap hiru ich

Déi vai rong sun Kappaphycus alvarezii, nhan gidong bang nudi cay mo khong
nhitng san xuét duge s6 lugng 16n gidng ma con cai thién dugc chét lugng rong. Theo
Reddy et al., 2003 va Yong et al., 2014, téc do ting trudng cia rong sun giong nudi
cdy mo cao hon rong gidng thuong tir 1,5-1,8 lan. Ham luong carageenan rong sun

nuoi cay md 1a 67% cao hon rd rét so véi rong giong thuong 1a 51%.

Trong cong nghé nudi cdy mo rong sun, tao md seo dang soi la buge quan
trong nhat vi mo seo dang soi la ngudn nguyén lidu dau vao cho viée tai sinh thanh tan
rong gibng. Hién nay, nudi cdy mo rong sun thuong duoc 4p dung theo quy trinh cua
Reddy, 2005 (US6.858.430 B1). Theo quy trinh nay, viéc tao mo s¢o phai thong qua
bude xir Iy ngdm rong nguyén liéu 48 gior trong hon hop nude bién + 2% PES + 3%
hdn hop khang sinh (gom penicillin-G 1g, streptomycin sulphat 2g, kanamycin lg,
nystatin 25mg, neomycin 200mg pha hdn hop trong 100ml nude cat). Khi ap dung o
Viét Nam, quy trinh nay cho ty 1€ mau céy sach rit cao (trén 90% tham chi dat 100%).
Tuy nhién, ty 1& mau chét rat cao, ty 1& hinh thanh mo seo rit thp va mé s¢o hinh
thanh khong dat tiéu chudn dé tai sinh thanh tan giong. Khi giam ndng dé hon hop
khang sinh khong cho hiéu qua tdt hon, nguoe lai ty 1¢ nhiém khuan ¢ mau cay tang

lén déng ké.

Xudt phat tir thue tidn nay, cac tac gia da tién hanh nghién ctru nham tim kiém
giai phap tao mo seo mdi ddm bao ting hiéu qua tao mod seo ca vé chét va luon g lam
nguyén lidu tai sinh thanh tin rong gidng. Sau hai nam nghién ctru, quy trinh tao mo
seo dang soi ¢ rong sun st dung dung dich Javen (Sodium hypochlorite solution) lam

dung dich v triing thay cho hdn hop khang sinh di duoc hoan thanh.
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Ban chit ky thuit ciia gidi phap hiru ich
Giai phéap hitu ich dugc thue hién dé giai quyét van dé cu thé néu trén. Cu the.

giai phap hitu ich dé cdp dén quy trinh tao mod seo dang soi trong nudi cdy mo rong

sun Kappaphycus alvarezii.

Muc dich cuia giai phap hitu ich 1a tao ra dugc moé seo dang soi chat luong cao.
it tap nhiém lam nguyén li€u dau vao cho qua trinh tai sinh mo s¢o dang soi1 thanh

nhiéu tan rong sun giéng phuc vu trong thuong pham.

Quy trinh tao md seo dang sgi trong nudi cdy mo rong sun Kappahycus

alvarezii theo gidi phap hitu ich bao gdbm céc budc sau:
i. Chuan bj rong nguyén liéu

Chon tan rong kich thudc 16n, mau déac trung ngoai tu nhién dem vé nuoi trong
bé kinh véi ché do chiéu sang tu nhién, nhiét do 25-30°C, do man 28-32%o. suc khi
nhe va lién tuc. Hang tuan tién hanh rira rong, thay nudc maéi va bo sung mudi NHyCl

va KH2PO4 vé6i lugng Img/L.

Sau mot thang luu git, cdc tan rong sach, khoe manh chuyén sang nudi thich
nghi trong phong thi nghiém it nhat 01 tuan dudi anh sdng dén huynh quang 25-35
umol photon.m2.s, chu ky sang t6i L:D= 12:12, nhiét do 23+1°C, suc khi lién tuc.
Dung dao tach 1ay nhitng nhanh rong c6 dwong kinh 16n hon 3mm, rira sach 2 lan
bing nudc bién c6 ¢ man 28-32%o di tiét tring 1am nguyén liéu cho budc tiép theo.

ii. Tao nguyén liéu vo trung

Timg nhanh trén duge cit bé phan ngon, soi qua kinh soi n6i phong dai 40 lan
dé lua chon 14y nhiing doan c6 bé mat nhin bong, khong bi sinh vit bam va tao ky
sinh. Cét doan rong lua chon thanh tung doan 5-6 cm va ngdm vao nudc bién da tiét
trung.

Dung but 16ng (co v&) rira nhe nhang bé mat tirng doan rong 5-6¢m vai chat tay
rira sau d6 trang qua nudc bién da tiét trung rdi ngdm trong dung dich Povidon iot 2%
trong 3 phut va rira lai bang nudc bién da tiét tring.

Tiép theo, cac doan rong duoc ngam trong dung dich Javen (NaOCl) nong do

0,25% trong 5-10 gidy, sau d6 rira lai 3 1an bang nudc bién da tiét tring.

-3-
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iii. Cam ung tao mo seo va chdm sdoc

Timng doan rong 5-6cm duge lau kho rdi tiép tuc cét thanh ting doan ngin 2-
3mm. Tung doan 2-3mm duge lau sach cht nhay & vét cit roi cdy trén dia petri chua
20ml mai trudng PES 2% va thach (agar) 1-1,5%. Mdi dia petri cay 9-10 mau, day
nép, quén parafin va dit Up trén ké nudi mau o diéu kién nhiét do 23+1°C. anh sang S
pmol photon.m2.s”!, chu ky sang tdi L:D=12:12.

Sau 4-6 tudn, tién hanh céy chuyén mau céy da phat sinh mo seo sang dia petri
c6 moi truong PES mai. Sau 2-3 thang, mo seo tao ra phat trién khip bé mat vét cat
hodc miu céy thi tién hanh cat léy md seo dé nhan nhanh thanh cac mo seo khéc hodc
tai sinh thanh tan giéng.

M5 ta viin tit cac hinh vé

Hinh 1: thé hién rong sun nguyén liéu nudi cdy mé (hinh 1A) va céc doan rong
sau lya chon dudi kinh giai phau (hinh 1B).

Hinh 2: thé hién hinh 4nh minh hoa viéc xu ly véi Povidon 1ot (hinh 2A) va

dung dich Javen (hinh 2B).

Hinh 3: thé hién hinh anh minh hoa qua trinh cét (hinh 3A) va cdy mau tao mo

seo (hinh 3B).

Hinh 4: thé hién hinh 4nh md seo tao ra trén bé mat vét cat cac mau cay (hinh

4A) va hinh anh m6 seo & hai ddu mau cdy (hinh 4B) va toan bd mau céy (hinh 4C).
MBS ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, giai phap hitu ich s& duoc mo td mot cach chi tiét cac bude va cac
diéu kién can thiét dé thuc hién quy trinh tao moé seo dang soi.

Cu thé, quy trinh tao md seo dang soi theo giai phap hitu ich bao gdm céc budc:

i) Chudn bj rong nguyén li¢u

Chon tan rong sun nguyén ven c6 chiéu dai trén 0,3m, mau sang bong dac
trung (ndu hodc xanh) tir ngoai bién dem vé nudi cac trong bé dat & rfdm mat. ngoai
tro1 tranh chiéu sdng truc ti€p vao tan rong. Nhiét do nudc trong bé kinh duy tri tir 25-

30°C, do man 28-32%o, suc khi nhe va lién tuc.
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Hang tudn tién hanh rira cac tan rong, loai bo phan chét va tao bam dong thoi
thay nudc méi toan bo va bd sung mudi NH4Cl va KH>PO4 véi lugng Tme/l.. Sau it
nhéit mot thang luu gifr, lua chon nhing tan rong sach, mau sang bong chuyén sang
nudi thich nghi trong phong thi nghiém it nhét 1 tuan dudi anh sang dén huynh quang
25-35 umol photon.m?2.s™, chu ky sang t6i L:D= 12:12, nhiét do 23=1°C, suc khi nhe,

lién tuc.

Sau thoi gian nudi thich nghi phong thi nghiém, chon tan rong mau sang bong.
khong bénh, khong mét ngon lam nguyén liéu. Dung dao sdc tach ldy nhimg nhanh
rong ¢6 dudng kinh 1én hon 3mm tir tan rong da chon, sau do ria sach 2 lan bang

nude bién c6 d6 man 28-32%o da tiét trung lam rong nguyén lidu cho budc tiép theo.
ii) Tao nguyén liéu vo tring

Tai phong thi nghiém, timg nhanh rong nguyén li¢u trén duge cat bo phin ngon
6 dudng kinh nhé hon 3mm, sau d6 dem soi dugi kinh soi noi & do phong dai 40 lan
dé cit 14y nhitng doan c6 bé mit nhin béng, khong bi sinh vat bam va tao ky sinh. Cac
doan rong lua chon dugc tiép tuc cat thanh tung doan 5-6 cm va ngam vao nudc bién

c6 do min 28-32%o da tiét trung.

Diing bit 16ng (co v&) rira nhe nhang toan bo bé mit ting doan rong S-6¢m voi
chét tiy rira & ndng do 0,5% tir 1- 3 phut/doan. Sau dé, rong duge trang qua nude bién
da tiét trung rdi ngdm trong dung dich Povidon iot 2% (0,5% w/v) trong 3 phtt va rira

lai bang nude bién c6 dd man 28-32%o da tiét trung.

Tiép theo, céc doan rong dugc ngam trong dung dich Javen (NaOCl) nong do
0,25% trong 5-10 gidy sau d6 nhanh chong rira lai 3 1an bang nude bién co do man 28-
32%o da tiét tring dé loai bo Javen bam trén doan rong. Trong qué trinh ngam Javen.
chu y lic déu tay dé dung dich Javen ngam vao khe, ké trén bé mat cua doan rong.
Toan bd qua trinh tir bude ngdm Povidon 1ot phai dugc thuc hién trong budng ciy vo

trung.
iii) Cdm ung tao mo seo va chdm soéc

Trong budng cdy vo trung, timg doan rong S-6¢m sau qué trinh xUr ly trén duge
lau kho bing gidy thdm da tiét tring roi cit thanh timg doan ngan 2-3mm (goi la mau

cay), loai bo hai phan dau cua doan rong. Tung mau cay duoc lau sach chat nhay ¢ vét

-5-
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cit roi cdy trén dia petri (loai ¢6 duong kinh 9cm cua Birc) chira 20ml moi truong
PES 2% va thach (agar) 1-1,5%. Mbi dia petri cay 9-10 mau va dé khoang cach gitra
cac mau twong dbi déu nhau dam bao viéc hip thu dinh dudng triét dé. Cac dia sau do
duoc day ndp, quin parafin va dat Gp trén ké nudi mau o didu kién nhiét do 23+1°C.

anh sang 5-7 pmol photon.m2.s™!, chu ky séng t6i L:D= 12:12.

Viéc phat sinh md seo s& bat dau sau khoang 5 ngay nudi cdy. Sau 4-6 tuan.
tién hanh cdy chuyén mau cdy da phat sinh md seo sang dia petri c6 moi truong PES
mai. Sau 2-3 thang, mo seo tao ra phat trién khép bé mat vét cit hoac mau céy thi tién
hanh cét léy mo seo dé nhan nhanh thanh cac mé seo khac hodc tai sinh thanh tan
gidng.

Vi du thuc hién gidi phap hitu ich

Phéan vi du dudi ddy nham minh hoa cho giai phap httu ich, tuy nhién pham vi
bao hd cua giai phap hitu ich khong nham gidi han bdi cdc ndi dung néu trong phan vi

du nay.
Vi du tao 10 dia mé seo rong sun (twong dirong 90-100 mau cdy 2-3mm)
i) Chudn bj rong nguyén liéu

Rong sun Kappaphycus alvarezii duge thu tir ving bién Cam Ranb- Khanh
Hoa dem nudi trong bé tudn hoan nudc trong nha kinh. Ché do chiéu sang tu nhién.
nhiét d6 dn dinh 25-30°C va suc khi nhe va lién tuc. D6 man nudc bién nudi rong duy
tri 28+1%o. Hang tudn ria rong, thay nudc, bd sung dinh dudng (NH4Cl, KH,POL) voi
luong 1mg/L. Sau mdt thang luu gitr 6 nha kinh, lua chon nhiing tan rong sach, khoe
chuyén sang nudi thich nghi trong phong thi nghiém 3 tudn dugi anh sang dén huynh
quang 25-35 pmol photon.m?.s!, chu ky sang t6i L:D= 12:12, nhiét do 23+1°C. suc

khi lién tuc.

Sau khi thich nghi phong thi nghiém, lya chon 01 tan rong kich thudc Ién (1on
hon 0,3m, ning 0,5kg), mau ndu dic trung, khong dap nat, khong mat ngon lam
nguyén liéu (Hinh 1A) sau d6 tich 14y nhanh c6 duong kinh 16n hon 3mm ra khoi tan
rong. Timg nhanh rong duogc soi qua kinh giai phau véi do phong dai 40 lan dé xac

dinh va cat bo nhitng viing bi ton thuong, bi sinh vat bam va tao ky sinh. Sau khi kiém
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tra dudi kinh, cac nhanh rong dugc rira sach 2 lan bang nudc bién 28%o da tiét trung

(Hinh 1B).
ii) Tao nguyén lieu vo trung

L4y 200ml nuéc bién da hép tiét trung, bd sung Iml nude rira chén tinh chat Lo
Hoi ctia Han Quéc,n db vao khay rua va khuéy déu. Céc nhéanh rong lua chon o budc
dAu tién duoc cét thanh ting doan 5-6 cm, loai bé phan ngon va ngam trong cic coe
dong chtra 200ml nudc bién da tiét trung. Chon lay 10 doan dep nhat lan lugt dem co
sach bé mat béng but long (co v€) trong khay dung chét téy rira vira chuan bi trén voi
tbc do 1 doan/phut rdi ngdm lai trong binh tam gidc chita 200ml nude bién da tiél
tring. Muoi doan rong sau khi tdy rira duoc trang lai nudc bién da tiét trung roi dem
ngdm trong 200ml dung dich Povidon iot (HD PHARMA) 2% (0,5% w/v) trong 3
phut va rira lai bing nudc bién da tiét trung trong budng cdy vo trung (Hinh 2A). Tiép
theo, cac doan rong nay duoc ngdm va lic nhe trong binh tam giac chira 200m! dung
dich Javen (NaOCI) ndng dd 0,25% trong 5-10 gidy sau d6 nhanh chéng ria lai 3 lan

va ngdm trong binh tam gidc chtra 200ml nu¢c bién da tiét tring (Hinh 2B).
iii) Cam ung tao mo seo va chdm soc

Tung doan rong Scm dugce lau kho bang gidy tham da tiét tring, sau do cat bo
4mm & hai dau rdi cét dut khoat thanh doan ngan 2-3mm bang dao mo vo trang (Hinh
3A). Tung doan 2-3mm duoc lau sach chét nhéy & vét cat roi céy trén dia Petri (Durc)
chtra méi trudmg PES 2% va thach 1,5% da chudn bi sin. Mdi dia Petri cay 9-10 mau
& cac khoang cach twong ddi déu nhau dé dam bao hap thu di dinh dudng (Hinh 3B).
Céc dia duogc day nép, quén parafin va dat ap trén ké, nuoi mau & diéu kién nhiét do
23+1°C duy tri bang diéu hoa nhiét do, anh sang huynh quang 5 wmol photon m2.s™.
chu ky sang t6i L:D= 12:12. Sau 4-6 tudn, tién hanh cdy chuyén mau cdy da phat sinh
md seo sang dia Petri c6 moi truong PES méi. Sau 2-3 thdng, mo seo tao ra phat tricn

khap bé mat vét cit hodc mau cdy (Hinh 4A-B).
Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Quy trinh tao mo seo theo giai phdp hitru ich sé& phat sinh mo seo sau 5 ngay
nudi cay. Sau 2-3 thang nudi cdy, mo seo tao ra co thé s dung dé tai sinh thanh cay

rong méi. Két qua thtr nghiém cho thdy quy trinh tao md seo nhu trén cho ty 1é mau
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cdy vo khuan dat khoang 80%. Ty 1¢ mau cdy hinh thanh mo sco dat trén 80-90%.
trong d6 mo seo loai tbt dat trén 50%. Két qua nay cao hon rd rét so véi viée ap dung
quy trinh thong thuong st dung hdn hop khéng sinh. Ngoai ra, viéc khir trung bang
dung dich Javen con tiét kiém thoi gian (thoi gian rat ngan tir 48 gio xudng chi con 3-
10 gidy) va giup giam chi phi rdt nhiéu do gia cac loai thudc khang sinh (penicillin-G.
streptomycin sulphat , kanamycin, nystatin va neomycin) cao gap nhiéu lan so vi

dung dich Javen.



2245
YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh tao md seo dang soi trong nudi cay mod rong sun Kappaphycus

alvarezii, trong d6 quy trinh nay gébm cac budc sau:
i) chuan bj rong nguyén liéu

chon tan rong kich thuge 1én, mau dic trung ngoai tw nhién dem vé nuoi trong
bé kinh v6i ché do chiéu sang tu nhién, nhiét do nude trong bé tir 25-30°C, do man
28-32%o, suc khi nhe, hang tuan tién hanh rira rong, thay nudc méi va bo sung mudi
NH4Cl1 va KH2PO4 véi lugng Img/L; sau mot thang luu gilr, cac tan rong sach, khoe
manh chuyén sang nudi thich nghi trong phong thi nghiém it nhat | tuan dudi anh
sang dén huynh quang 25-35 umol photon.m?2.s™', chu ky sang toi L:D= 12:12, nhiét
do 23+1°C, suc khi lién tuc; ding dao tach ldy nhiing nhanh rong c6 dudng kinh lon
hon 3mm, rira sach 2 1an bang nude bién ¢6 dd man 28-32%o da tiét trung lam nguyén

liéu cho budc tiép theo;
i1) tao nguyén liéu vo triung

ting nhanh rong trén duoc cit bé phan ngon, soi qua kinh soi ndi phong dai 40
l4n dé lya chon léy nhiing doan cé bé mat nhin bong, khong bi sinh vat bam va tao ky
sinh, cdt doan rong lya chon thanh tirng doan 5-6 cm va ngdm vao nudc bién co do

man 28-32%o da ti€t trung;

dung but 16ng (co v&) rira nhe nhang bé mat timg doan rong 5-6¢m vai chét tay
rira & ndng do 0,5% tir 1- 3 phut/doan, sau do trang qua nude bién da tiét trang roi
ngam trong dung dich Povidon iot 2% trong 3 phut va rira lai bing nudc bién da tiét
trung; tiép theo, cac doan rong dugc ngdm trong dung dich Javen (NaOCl) nong do
0,25% trong 5-10 gidy, sau d6 rira lai 3 1an bang nude bién co do man 28-32%o0 da tiét
trung;
iii) cam 1tng tao mé seo va chdam soc

tung doan rong 5-6cm thu dugc ¢ budce ii) duge lau kho roi ti€p tuc cat thanh
timg doan ngan 2-3mm, tirng doan nay duoc lau sach chat nhdy & vét cat roi cdy trén

dia petri chira 20 ml moi trudong PES 2% va thach 1-1,5%; mdi dia petri cdy 9-10 mau.



2245

dy nip, quin parafin va dat up trén ké nudi mau & diéu kién nhiét do 23=1°C, anh
sang 5 pmol photon.m™2.s™!, chu ky sang t6i L:D= 12:12;

sau 4-6 tuan tién hanh cdy chuyén mau cdy da phat sinh mo seo sang dia petri
c6 modi truong PES mdéi, sau 2-3 thang, mo seo tao ra phat trién khép bé mat vét cat
hodc mau céy thi tién hanh cét léy mo seo dé nhan nhanh thanh cidc méd sco khéc hoic

tai sinh thanh tan gidng.
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Hinh 1A
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Hinh 1B
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Hinh 2A

Hinh 2B
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Hinh 3A

Hinh 3B
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Hinh 4B

Hinh 4C
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CONG THUC MOI TRUONG PES
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Theo Provasoli L (1968) Jap Soc Plant Physiol. Tokyo 63-75

Buwéc 1: Tao céc dung dich géc theo cdng thirc sau:

o

50 mg/100 ml
10 mg/100 ml
: 500 mg/100 ml!

1 ml
210 ml

10 ml

=79 ml

PES gbc Pha cdc vitamin gic
NaNOs3 1350 mg Biotin
Glycerin Phosphat . Na  : 50 mg Cy.ano?obalmin
Thiamin HCI

Fe EDTA (2 Na) : 18,8 mg
* Hon hop kim loai goc 125 mi * Hén hop vitamin goc
* Hdn hop vitamin goc 1 ml Biotin gbc
Tris - 500 mg Cyanocobalmin goc
Chinh pH vé 07,8 Thiamin HCI gbc
Nudrc cét : 100 ml Nude it
* Hén hop kim loai gbc

EDTA — Na; lg

FeCls. 6H20 : 48,5 mg

(hodc FeCls : 29,2 mg)

MnCl.4H,0 : 143 mg

ZnCly : 10 mg

CoCl,. 6H20 4 mg

(hodc CoCl2 22,2 mg)

H3BOs 1,176 g

Nude cat : 1000 ml

Buée 2: Tao méi trwong PES: Cho 20 ml dung dich PES gdc vao 1 lit nudc bién.
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