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TÓM TẮT 

 i         Haematococcus pluvialis     g       g             hi      hi      gi                   hi     g 

 ượ   ử d  g  hư mộ   h  h  hầ  di h dưỡ g,  h  gi   h    hẩm, mỹ  hẩm v  dượ   hẩm            ầ    iệ  

  ôi     g vi         H. pluvialis già          hi   ượ   iế  h  h  he  q y   ì h   ôi   y h i  h   Ph  mộ ,     

 ượ    ôi ở  iề  kiệ   hí h hợ   h  q     ì h  i h   ưở g v   h  h i,      ượ   h yể  v     ôi ở      iề  kiệ  

b    ợi ( hiế  về di h dưỡ g,   h    g    ,  hiệ   ộ     v v)  ể  h   ích  ũy         hi   T   g b i b     y, kế  

q    ghi    ứ    h hưở g  ủ      yế   ố   ôi   y kh    h        i h   ưở g  ủ   hủ g H. pluvialis HB trong 

bì h  h   10 L  ể  ạ   ượ  mậ   ộ  ế b        h   ở  h  mộ ,  í h  ũy         hi      ở  h  h i v     h  hiế  

        hi  bằ g dầ   h   vậ   ẽ  ượ    ì h b y  Ở  h  mộ , mậ   ộ  ế b    ạ       h      4,14   10
6
 TB/mL ở 

 g y   ôi  hứ 20 với  iề  kiệ   hiế     g    16: 8 giờ (   g:  ối) với 10 giờ ở  ườ g  ộ   h    g     85 µm  /m
2
s và 6 

giờ kế  hợ   ườ g  ộ   h    g     v   i       ím (30 µm   µm  /m
2
 )  ù g với  hươ g  hứ    ôi   y  e f  i    

Khi  h yể  gi i   ạ     g  h  h i, dưới  iề  kiệ  bổ    g 100 mM bi   b    e,  hủ g HB  h yể  gi i   ạ   ừ 

 ế b    i h dưỡ g    g  ế b    y       g 5  g y v  h m  ượ g         hi   í h  ũy  ạ  39,6 mg/g  i h khối khô  

Ng  i   ,         hi     h  hiế   ừ  i h khối     H. pluvialis HB    h ạ   í h  hố g   y hóa      với gi      IC50 

 ạ  4,09 mg/ mL,     ứ g  i    h ẩ      g y    iệ   h            h    hẩm b   vệ  ứ  khỏe  h   gười.  

Từ khóa: Astxanthin, Haematococcus pluvialis, h i gi i   ạ ,   ôi   y  e f  i  , vi        . 

MỞ ĐẦU 

Astaxanthin là một xanthophyll có sắc tố màu đỏ cam có tính chất hóa học độc đáo dựa trên cấu trúc phân tử của 
nó với hai nhóm hydroxyl và 11 liên kết đôi liên hợp trong chuỗi polyene (An et al., 2024). Thị trường astaxanthin 

trên toàn cầu là 1,0 tỷ USD vào năm 2019 và dự đoán sẽ tăng với tốc độ tăng trưởng kép lên 3,4 tỷ USD vào 
năm 2027. Astaxanthin tự nhiên có đặc tính chống oxy hóa rất mạnh và được ứng dụng trong ngành công nghiệp 
thực phẩm, mỹ phẩm và dược phẩm. Khả năng chống oxy hóa của astaxanthin tự nhiên lần lượt lớn hơn 500 lần 
và 38 lần so với vitamin E và β-carotene (An et al., 2024). Astaxanthin tự nhiên có nguồn gốc từ vi khuẩn biển, 
nấm men, thực vật bậc cao và vi tảo, trong đó vi tảo lục Haematococcus pluvialis là nguồn astaxanthin tự nhiên 
dồi dào nhất. Tế bào H. pluvialis có dạng hình cầu, chứa lục lạp, có hai roi nên chúng có khả năng di chuyển 
trong giai đoạn tế bào sinh dưỡng (An et al., 2024). Trong giai đoạn đầu tiên, các tế bào liên tục phân chia vì vậy 
cần nhiều dinh dưỡng, các tác nhân như cường độ ánh sáng, nhiệt độ và pH đều có ảnh hưởng tới sinh trưởng 
của tảo. Rizzo và đồng tác giả (2022) đã thông báo về quy trình nuôi cấy hai giai đoạn nhằm đạt được sinh 
trưởng cao nhất (pha 1) và tích lũy astaxanthin cao nhất (pha 2) đối với chủng H. pluvialis CCAP 34/1D. Ở pha 1, 
urê là nguồn nitơ cho chủng CCAP 34/1D sinh trưởng cao nhất đạt 4,98 x 10

5
 TB/ mL. Ở pha 2, cảm ứng tích lũy 

astaxanthin đạt được cao nhất là 0,711 ± 0,143 mg/g sinh khối khô (SKK) dưới điều kiện bất lợi về ánh sáng cao, 
hạn chế nitơ và có mặt natri axetat với nồng độ 0,25% (Rizzo et al., 2022). Pereira và Otero (2020) đã công bố 
sự tích lũy astaxanthin liên quan đến sự phá vỡ cân bằng nội môi, khiến các tế bào phải tự bảo vệ chống lại các 
điều kiện bất lợi do suy giảm khả năng quang hợp của tế bào. 

Nhiều nghiên cứu đã được tiến hành để tìm ra phương pháp tối ưu cho nuôi trồng vi tảo H. pluvialis với hàm 

lượng astaxanthin cao như phương thức nuôi quang tự dưỡng và dị dưỡng. Kết quả cho thấy khi nuôi dị dưỡng 
(sử dụng acetate như nguồn C), hàm lượng astaxanthin thấp 3-4 lần khi so với nuôi cấy quang tự dưỡng trong 
môi trường thiếu nitơ được bổ sung bicarbonate (HCO3

-
) hoặc CO2 liên tục và chiếu ánh sáng ở cường độ cao 

(Lưu Thị Tâm et al., 2012). Hiện nay nuôi trồng H. pluvialis theo quy trình nuôi cấy 2 pha đã thu được nhiều kết 
quả nổi bật. Ở Việt Nam, một số công bố về H. pluvialis như tối ưu điều kiện nuôi trồng và tích lũy astaxanthin (ở 
môi trường có nồng độ nitrate cao và  ết hợp với việc điều ch nh chế độ chiếu sáng, làm mới môi trường đã 
được chứng minh là phương pháp hiệu quả cho mật độ tế bào (MĐTB) đạt cực đại là 3,2 × 10

6 
TB/mL sau                   
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22 ngày nuôi ở môi trường RM-4X (Đặng Diễm Hồng et al., 2012). Trong hệ thống bể phản ứng quang sinh 
(Photobioreactors-PBRs), sinh trưởng H. pluvialis đạt tối đa 40,74 g/m

2
 và hàm lượng astaxanthin đạt 1,3% (w/w) 

sau 10 ngày nuôi cấy với ánh sáng từ đèn LED đỏ hoặc xanh (Do et al., 2021). Các hệ thống PBRs có gắn màng 
sinh học ở quy mô nhỏ (0,05 m

2
) và quy mô lớn (2 m

2
) đã được thiết kế thành công để nuôi cấy H. pluvialis với 

năng suất SKK đạt 12 g/m
2
/ngày (có hàm lượng 3% astaxanthin) và 11,25 g/m

2
/ ngày (2,8% astaxanthin) sau 10 

ngày nuôi cấy (Tran et al., 2019). Trong quy trình nuôi cấy hai pha, việc tăng MĐTB tảo ở pha 1 và tìm ra yếu tố 
chính gây tích lũy astaxanthin ở pha cảm ứng là rất quan trọng để nâng cao hiệu quả sản xuất astaxanthin trong 
thời gian ngắn ở H. pluvialis. Vì vậy, trong bài báo này, kết quả nghiên cứu tối ưu điều kiện nuôi cấy hai pha để 
tích lũy astaxanthin cao và bước đầu đánh giá hoạt tính chống oxy hóa của astaxanthin tách chiết từ sinh khối vi 
tảo lục H. pluvialis HB sẽ được trình bày.  

VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP 

Vật liệu: Chủng Haematococcus pluvialis HB được phân lập từ các hồ nước ngọt của t nh Hoà Bình, Việt Nam 

năm 2008 và được lưu giữ tại phòng Công nghệ tảo, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công 
nghệ Việt Nam. Chủng này được nuôi cấy trên môi trường C dưới điều  iện nhiệt độ 25 ºC, cường độ chiếu sáng 
40 µmol/m

2
s, quang chu  ỳ sáng:tối là 12:12 giờ, lắc bằng tay 2 lần/ngày. 

Phƣơng pháp 

Xác định sinh trƣởng của tảo: Sinh trưởng của tảo được đánh giá thông qua MĐTB, SKK được xác định theo 

mô tả của Đặng Diễm Hồng (2019).  

Phƣơng pháp tách chiết astaxanthin: Sinh khối tảo  hô được nghiền với cát thủy tinh nhằm phá vỡ tế bào theo 

phương pháp cơ học. Sau đó bột tảo được chiết với acetone 90% theo t  lệ 5 mg sinh khối: 10 mL dung môi, quá 

trình này được lặp lại 2 lần để chiết được astaxanthin lớn nhất, dịch chiết được đưa vào - 4C hoặc giữ ở nhiệt 
độ phòng trong 30 phút. Sau đó, dịch chiết được ly tâm ở 8.000 vòng/phút trong 5 phút bằng máy ly tâm Sorvall 
Legen RT 1900W (Kendro, Germany) và đo OD (mật độ quang) ở bước sóng 480 nm sau 24 hoặc 48 giờ tách 
chiết trên máy quang phổ UV-1601 (Shimazu, Nhật Bản) để có hiệu suất tách chiết astaxanthin cao nhất. Hàm 
lượng sắc tố astaxanthin được xác định theo công bố của Strickland và Parson (1972). 

Lựa chọn môi trƣờng thích hợp cho sinh trƣởng của Haematococcus pluvialis. Các môi trường được sử dụng 
trong thí nghiệm gồm RM, C, OHM, BG-11 cải tiến. Thành phần môi trƣờng RM gồm (g/L):) NaNO3 - 300,0; 

K2HPO4 - 80,0; KH2PO4 - 20,0; MgSO4.7H2O - 10,0; CaCl2. 2H2O - 58,5; EDTA - 7,5; NaCl - 20; H3BO3 - 0,3; 
MnSO4. H2O - 1,5; ZnSO4.7H2O - 0,1; (NH4)6Mo7O24. 4H2O - 0,3; CuSO4. 5H2O - 0,008; Co(NO3)2. 6H2O - 0,26; 
FeCl3. 6H2O - 17. Thành phần môi trƣờng C gồm (mg/L): Trisaminomethane - 500,0; Ca(NO3)2 - 150,0; KNO3 - 

100,0; -Na2glycerolphosphate - 50,0; MgSO4.7H2O - 40; EDTA-Na2 - 2,71; MnCl2. 4H2O - 0,108; FeCl3. 6H2O - 
5,888; Vitamin B12 - 0,0001; Biotin - 0,0001; Thiamine-HCl - 0,01; ZnSO4. 7H2O - 0,066; Na2MoO4. 2H2O - 
0,0075; CoCl. 6H2O - 0,012. Thành phần môi trƣờng OHM (mg/L): KNO3 - 410,0; Na2HPO4 - 30,0; MgSO4. 

7H2O - 246,0; CaCl2. 2H2O - 110,0; Vitamin B12 - 0,0150; Biotin - 0,025; Thiamine - 0,0175; MnCl2. 4H2O - 0,98; 
Na2MoO4. 2H2O - 0,12; CuSO4. 5H2O - 0,012; CoCl. 6H2O - 0,011; Fe (III)citrate H2O - 2,62; Cr2O3 - 0,075; SeO2 
- 0,005. Thành phần môi trƣờng BG-11 gồm (mg/L): NaNO3 - 1500,0; K2HPO4 - 320; MgSO4. 7H2O - 200,0; 

CaCl2. 2H2O - 36,0; axit citric - 6,0; ammonium ferric citrate - 6,0; EDTA-Na2 - 1,0; Na2CO3 - 100; H3BO3 - 2,86; 
MnCl2. 4H2O - 1,81; ZnSO4.7H2O - 0,22; Na2MoO4. 2H2O - 0,39; CuSO4. 5H2O - 0,08; Co(NO3)2. 6H2O - 0,05. 
Nuôi cấy tảo ở các bình tam giác 250 mL có chứa 150 mL môi trường, chiếu sáng 40 µmol/m

2
s, quang chu kỳ 

sáng: tối là 12:12 giờ, ở 28
 o

C, không sục khí và lắc bằng tay 2 lần/ngày. MĐTB nuôi cấy ban đầu là 6 x 10
4
 TB/mL. 

Mỗi công thức thí nghiệm lặp lại ba lần. Lấy mẫu hai ngày một lần để xác định MĐTB và hàm lượng sắc tố.  

Ảnh hƣởng kết hợp của chế độ chiếu sáng, nồng độ nitrat lên sinh trƣởng H. plulivas HB ở pha 1: Thí 

nghiệm được thực hiện trong bình nhựa 10 L chứa 4 L môi trường RM. MĐTB ban đầu là 0,5 x 10
6
 TB/mL, sục 

 hí liên tục, ở 25 ± 0,5
 
C. Có 3 công thức thí nghiệm là: (1) Đối chứng: Vi tảo được nuôi cấy trên môi trường  

RM - 4X (chứa nồng độ nitrat cao gấp 4 lần môi trường cơ bản RM) chiếu ánh sáng 50 µmol/m
2
s có chu  ỳ sáng: 

tối là 12:12 giờ; (2) Thí nghiệm 1 (TN): Nuôi cấy tảo trong môi trường RM - 4X chiếu ánh sáng 85 µmol/m
2
s có 

chu  ỳ sáng: tối là 16:8 giờ; (3) Thí nghiệm 2 (TN + UV): Vi tảo được chiếu ánh sáng cao 85 µmol µmol/m
2
s  ết 

hợp với tia cực tím (UV; cường độ 30 µmol µmol/m
2
s) với chu  ỳ sáng: tối là 16: 8 giờ. Thứ tự chế độ chiếu sáng 

là 5 giờ ánh sáng trắng cao, 6 giờ ánh sáng trắng  ết hợp tia UV và cuối cùng là 5 giờ ánh sáng trắng cao. Khi 
thể tích dịch nuôi đã đạt tối đa (5 L) so với bình nuôi, tiến hành  ỹ thuật nuôi perfusion, trong điều  iện sục  hí 
liên tục (tốc độ sục  hí là 0,5 L/phút). Trong 7 ngày nuôi cấy đầu tiên, nuôi cấy perfusion được tiến hành như sau: 
300 mL môi trường RM - 4X được bổ sung hàng ngày vào môi trường nuôi cấy ở tất cả các công thức. Sau đó, tế 
bào tảo của 300 mL dịch nuôi cấy được thu hoạch bằng cách ly tâm ở 5.000 vòng/ phút trong 5 phút. Sau đó, giữ 
lại tế bào và đưa chúng trở lại bình nhựa nuôi cấy bằng cách bổ sung 500 mL môi trường RM - 4X mới. Quá trình 
này được lặp lại cho đến  hi MĐTB nuôi cấy  hông thay đổi (pha tĩnh trên đường cong sinh trưởng của vi tảo), 
nồng độ tế bào đạt cao mà  hông có sự thay đổi về hình thái, nhưng từ ngày nuôi thứ 16 tiến hành thu 1/3 thể 
tích môi trường nuôi cấy và ly tâm ở 5.000 vòng/phút trong 5 phút. Sau đó, tế bào được giữ lại và sinh  hối thu 
được hòa tan trở lại vào chai nhựa nuôi cấy. Để tiếp tục duy trì tế bào ở dạng sinh dưỡng với MĐTB cao và hình 
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thái tế bào  hông thay đổi, bổ sung 500 mL môi trường RM - 4X có nồng độ gấp 10 lần và hỗn hợp các vitamin 
như vitamin B1, vitamin H và vitamin B12 ở nồng độ 0,026; 1,0 và 0,02 mg/L, tương ứng, cho đến  hi thể tích 
nuôi cấy cuối cùng bằng thể tích ban đầu. 

Ảnh hƣởng của nồng độ bicacbonat lên khả năng tích lũy astaxanthin của H. pluvialis HB ở pha 2: Các tế 

bào sinh dưỡng của H. pluvialis HB trong giai đoạn sinh trưởng được cô đặc bằng lắng tự nhiên nhằm tạo ra sự 

tích lũy astaxanthin. Sau  hi  ết thúc pha 1, MĐTB đạt được cao nhất, các tế bào được giữ trong trong điều kiện 

lạnh (5-10
o
C) trong 2-3 tuần nhằm làm cạn kiệt dinh dưỡng trước khi bắt đầu chế độ cảm ứng astaxanthin. Ở 

pha 2, dịch tảo được pha loãng bằng nước máy tỷ lệ 1:6 (v:v) và bổ sung dung dịch muối natribicarbonate để đạt 

được nồng độ cuối cùng trong môi trường nuôi là 60, 80, 100, 120 và 160 mM. Ở pha này, tảo được nuôi cấy 

trong điều kiện sục khí liên tục (0,5 L/ phút) và chiếu sáng cao (85 µmol/m
2
s), chu kỳ sáng: tối là 16: 8 giờ trong 5 

ngày. Thí nghiệm được lặp lại ba lần.  

Lựa chọn dung môi thích hợp cho tách chiết astaxanthin từ sinh khối tảo H. pluvialis HB: Nghiên cứu ảnh 

hưởng của dung môi đến quá trình tách chiết astaxanthin bao gồm: dầu neptune, oliu, palm (dầu cọ), soy bean 

(dầu đậu tương) và acetone 90%. Thí nghiệm được tiến hành tách chiết với 0,5 g sinh khối khô. Mỗi công thức 

lặp lại 3 lần. Hàm lượng astaxanthin được xác định theo phương pháp HPLC có dùng chất chuẩn tại Trung tâm 

Tiêu chuẩn đo lượng chất lượng, Bộ Khoa học và công nghệ (Luu TT et al., 2021). 

Xác định hoạt tính chống oxy hóa của astaxanthin bằng phƣơng pháp DPPH: Phân tích DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl, purity 95%, Alfa Aesar, Japan) được thực hiện theo công bố của Dang và đồng tác giả (2023). 

Hỗn hợp phản ứng gồm 100 μL dung dịch DPPH 0,2 mM trong methanol và 100 μL astaxanthin (nồng độ 10-500 

mg/L). Axit ascorbic (ở nồng độ 4, 20 và 100 µg/mL) được sử dụng làm đối chứng dương. Hỗn hợp phản ứng 

được ủ trong tối ở nhiệt độ phòng trong 30 phút; sau đó, độ hấp thụ của DPPH được đo ở bước sóng 517 nm để 

xác định  hả năng  hử gốc DPPH của chất chống oxy hóa. Mỗi thí nghiệm được tiến hành ba lần. Khả năng 

trung hoà gốc tự do (Scavenging – SA) sinh ra từ DPPH của mẫu thử được tính theo công thức sau: 

% SA = (ODđối chứng – ODmẫu thử)*100/ODđối chứng (%) 

Trong đó: ODđối chứng: Độ hấp thụ tại giếng không chứa chất thử; ODmẫu thử: Độ hấp thụ tại giếng chứa chất thử. 

Giá trị IC50 (Half maximal Inhibitory Concentration) được tính dựa vào đường chuẩn y = ax + b. Hoạt tính chống 

oxy hóa của mẫu càng cao, thể hiện qua giá trị IC50 loại bỏ gốc tự do càng nhỏ.  

Xử lý số liệu 

Số liệu thí nghiệm được xử lý bằng phần mềm Excel và xử lý thống  ê ANOVA một thành phần ở mức ý nghĩa  

p < 0,05 bằng phần mềm SPSS 16.0.  

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Lựa chọn môi trƣờng tối ƣu cho nuôi trồng chủng HB: Kế thừa các nghiên cứu trước về điều kiện nuôi trồng 

tối ưu của chủng HB là nhiệt độ 25
o
C, cường độ ánh sáng 2-5 klux và pH 7-9 (Đặng Diễm Hồng et al., 2012; Lưu 

Thị Tâm et al., 2012), chúng tôi tiếp tục khảo sát sinh trưởng của vi tảo ở 4 môi trường RM, C, OHM, BG-11 cho 

thấy chủng HB sinh trưởng tốt trong môi trường RM và C (Bảng 1). Kết quả Bảng 1 cho thấy sau 30 ngày nuôi cấy 

MĐTB, SKK, tốc độ sinh trưởng đặc trưng tối đa ở tảo đạt được là 51,286 x 10
4
 TB/mL; 0,581 g/L và 0,071 µ/ngày. 

Ngoài ra, quá trình nuôi cấy từ ống nghiệm vào bình tam giác 250 mL bằng cách bổ sung 50% thể tích môi 

trường nuôi mới với tần suất 2 - 4 ngày/lần là cần thiết để duy trì tế bào phát triển ở pha sinh dưỡng trong thời 

gian dài. Môi trường C cũng là môi trường nuôi tốt cho sinh trưởng của loài tảo này tuy nhiên trong môi trường C 

có chứa -Na2glycerolphosphate nên giá thành của môi trường này cao hơn  hoảng 10 - 12 lần so với môi 

trường RM. Do vậy, khi tiến hành nuôi cấy vi tảo H. pluvialis HB trên các thể tích bình nuôi lớn hơn, môi trường 

RM vẫn là môi trường tối ưu nhằm giảm chi phí sản xuất sinh khối tảo giàu astaxanthin. 

Bảng 1. Sinh trƣởng của tảo H. pluvialis HB trong các môi trƣờng nuôi khác nhau 

Môi trƣờng MĐTB ( x10
4
 TB/mL) SKK (g/L) Tốc độ sinh trƣởng đặc trƣng (µ/ngày) 

RM 51,286± 2,867
a
 0,581±0,004

a
 0,071± 0,004

a
 

C 40,165± 3,752
b
 0,455±0,008

b
 0,031± 0,005

b
 

OHM 22,150± 2,712
c
 0,251±0,005

c
 0,049± 0,004

c
 

BG11 cải tiến 14,771± 3,210
c
 0,136±0,002

c
 0,037± 0,001

c
 

Ghi chú: Chữ cái a, b, c chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê sinh học giữa các công thức thí nghiệm (p < 0,05). Số liệu được 

đưa ra dưới dạng giá trị trung bình ± SD (n = 3). 
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Ảnh hƣởng kết hợp chế độ chiếu sáng, nồng độ nitrate lên sinh trƣởng của H. pluvialis: Wong và đồng tác 
giả (2016) đã ch  ra rằng chế độ và chất lượng chiếu sáng rất quan trọng cho sinh trưởng của tảo H. pluvialis. Kết 
quả ở Hình 1 ch  ra rằng trong giai đoạn sinh trưởng, sự kết hợp thay đổi nồng độ nitrate và chế độ chiếu sáng 
được coi là hiệu quả, giúp tăng MĐTB của chủng HB ở giai đoạn sinh dưỡng. MĐTB cao nhất đạt 3,16 x 10

6
 

TB/mL ở ngày nuôi thứ 20 dưới điều kiện chiếu sáng với chu kỳ sáng: tối 16: 8 giờ trong đó thời gian sáng là 10 
giờ đối với cường độ ánh sáng cao (85 µmol/m

2
s) và 6 giờ cường độ ánh sáng cao kết hợp với chiếu tia UV (30 

µmol/m
2
s). Ở điều kiện này, hàm lượng astaxanthin cao nhất đạt 3.201 µg/L ở ngày nuôi thứ 12. Để tăng MĐTB 

tảo ở giai đoạn sinh dưỡng, môi trường RM - 4X được bổ sung bằng phương pháp nuôi cấy perfusion sau ngày 
nuôi thứ 16. Kết quả cho thấy, MĐTB sinh dưỡng của chủng HB tăng lên đáng  ể khi nuôi ở công thức thí 
nghiệm (TN + UV) so với đối chứng (môi trường RM - 4X) có nồng độ cao gấp 10 lần, trong đó có bổ sung hỗn 
hợp vitamin theo phương thức “perfusion” với MĐTB cao nhất đạt 4,14 x 10

6
 TB/mL sau 22 ngày nuôi cấy. 

Viñegla và đồng tác giả (2006) đã công bố sinh trưởng tảo bị ảnh hưởng đáng  ể bởi tia UV, đặc biệt là UV-A 
(320-400 nm) và UV-B (280-315 nm). UV-A cần thiết để điều hoà quá trình quang hợp và các enzyme chính tham 
gia vào quá trình chuyển hóa C và N ở Fucus spiralis và Ulva olivascens như carbonic anhyfrase và nitrat 
reductase ngay cả khi có mặt ánh sáng và tia UV-B. Do đó bức xạ tia cực tím có thể hỗ trợ thúc đẩy sự phát triển 
của tảo (Viñegla et al., 2006). Tuy nhiên, theo báo cáo của Cabello-Pasini và đồng tác giả, nồng độ nitrat cao làm 

giảm tác động bất lợi của bức xạ tia cực tím và tăng  hả năng phục hồi của các enzyme chuyển hóa quan trọng 
(Cabello-Pasini et al., 2011). Như vậy, việc kết hợp nhiều yếu tố bao gồm việc tăng hàm lượng nitrate trong môi 
trường nuôi, thay đổi quang chu kì của tảo trong đó bao gồm cả cường độ chiếu sáng, chất lượng ánh sáng và 
áp dụng  ĩ thuật làm mới một phần môi trường trong quá trình nuôi trồng đã làm tăng MĐTB tảo, góp phần quan 
trọng trong việc nâng cao hiệu quả sản xuất astaxanthin trong quy trình nuôi cấy hai pha loài vi tảo H.pluvialis HB. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 1. Mật độ tế bào (A), hàm lƣợng astaxanthin (B) và mô hình nuôi cấy hai pha của H. pluvialis (C) dƣới điều kiện 
kết hợp chế độ chiếu sáng, nồng độ nitrate và phƣơng thức nuôi cấy perfusion 

Ghi chú: Đối chứng: H. pluvialis HB được nuôi cấy trong môi trường RM - 4X dưới ánh sáng 50 µmol/m
2
s sáng: tối là 12:12 giờ; 

Thí nghiệm (TN): Nuôi cấy vi tảo trong môi trường RM - 4X dưới ánh sáng 85 µmol/m
2
s có chu kỳ sáng: tối là 16: 8 giờ; (TN + 

UV): điều kiện chiếu sáng có cường độ 85 µmol/m
2
s kết hợp tia cực tím (UV) ở cường độ 30 µmol µmol/m

2
s với chu kỳ sáng: tối 

là 16:8 giờ. 

Ảnh hƣởng của nồng độ HCO3
-
 đến sự tích lũy astaxanthin: Tỷ lệ cacbon/nitơ (C/N) là một yếu tố quan trọng 

trong quá trình tích lũy astaxanthin ở H. pluvialis. Theo Ertur  B và đồng tác giả (2019) ch  ra tăng tỷ lệ C/N bằng 
cách bổ sung bicarbonate vào môi trường nuôi giúp đẩy nhanh quá trình và tăng hiệu suất tích lũy astaxanthin. 
Do đó, trong nghiên cứu này chúng tôi thử nghiệm dùng bicarbonate (HCO3

-
) để cảm ứng mạnh sản xuất 

astaxanthin ở H. pluvialis HB kết hợp thiếu hụt chất dinh dưỡng. Ảnh hưởng của nồng độ bicarbonate trong môi 
trường nuôi cho thấy, tế bào tảo chủ yếu ở dạng cyst và tích lũy astaxanthin bên trong tế bào. Khi nồng độ 
bicarbonate tăng từ 0 lên 80 mM, hàm lượng astaxanthin trong tế bào cảm ứng tăng từ 4,76 lên 32,41 mg/g SKK 
và thời gian cảm ứng  éo dài là 5 ngày. Hàm lượng astaxanthin tối đa đạt được là 39,6 mg/g SKK khi bổ sung 
bicarbonate 100 mM. Khả năng tích lũy astaxanthin bị ức chế khi nồng độ bicarbonate lớn hơn 160 mM do dư thừa 
bicarbonate, độ kiềm của môi trường nuôi cao dẫn đến giảm sự phát triển của tảo cũng như sự tích lũy astaxanthin.  

A 
B 

C 
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Hình 2. Sinh trƣởng và tích lũy astaxanthin ở H. pluvialis HB dƣới các nồng độ bicacbonate (HCO3

-
) khác nhau.  

Số liệu được đưa ra dưới dạng giá trị trung bình ± SD (n = 3). 

 
Hình 3. Sắc ký đồ astaxathin chuẩn (A) và astaxanthin đƣợc tách từ sinh khối H. pluvialis HB (B) 

 

Hình 4. Hiệu suất tách chiết và hàm lƣợng astaxanthin thu đƣợc từ sinh khối H. pluvialis HB  
ở các dung môi khác nhau 

Phân tích hàm lƣợng astaxanthin trong mẫu sinh khối H. pluvialis HB sau khi kết thúc pha hai: Mẫu sinh 

khối chủng HB đã chuyển đỏ được thu sinh khối và xác định hàm lượng astaxanthin đạt 3,96% SKK bằng phương 
pháp HPLC (Hình 3) có sử dụng astaxanthin chuẩn.  

Lựa chọn dung môi thích hợp cho tách chiết astaxanthin từ sinh khối tảo H. pluvialis HB: Ảnh hưởng của 

các dung môi khác nhau (dầu neptune, oliu, palm (dầu cọ), soy bean (dầu đậu tương) và acetone 90%) đến quá 
trình tách chiết astaxanthin (Hình 4) đã cho thấy dầu oliu có hiệu suất tách astaxanthin là cao nhất (87%), tiếp 
đến là soy bean- dầu đậu tương (81%), acetone 90% (78%), palm- dầu cọ (64%) và cuối cùng là neptune (62%). 
Mẫu tảo có hàm lượng astaxanthin 3,96% SKK được xác định là 100%. Sự sai  hác này có ý nghĩa thống kê (p< 
0,05). Cũng theo công bố của Kang và Sim (2007) thì sử dụng các loại dầu thực vật thông thường thì astaxanthin 
tích lũy trong các tế bào nang hóa được chiết với hiệu suất thu hồi đạt trên 87,5 % (Kang và Sim, 2008). Đây 
được đánh giá là quy trình tối ưu để tách chiết astaxanthin trong ngành công nghiệp thực phẩm do sử dụng quy 
trình sinh học dung môi đơn giản do giảm bớt được giai đoạn thu hoạch tế bào. Tuy nhiên, giá thành của các loại 
dầu soy bean, dầu palm và dầu oliu cao hơn dầu neptune từ 1,2; 1,9 và 4,8 lần, tương ứng, và chúng thường 
 hó mua tại thị trường Việt Nam. Chính vì vậy, sử dụng dầu neptune để tách chiết astaxanthin từ sinh khối chủng 
H. pluvialis HB sẽ có hiệu quả kinh tế hơn về giá thành khi tách chiết ở quy mô lớn.  

A 

B 
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Hình 5. Ảnh minh hoạ nhân nuôi và tách chiết astaxanthin từ H. pluvialis HB 

Nhân nuôi tảo H. pluvialis HB ở pha 1 (A) (1 và 2: Bình thí nghiệm được chiếu ánh sáng cao, chu kì sáng: tối là 16: 8 giờ;  
3 và 4: Bình thí nghiệm được chiếu ánh sáng cao và tia UV, chu kì sáng tối: là 16:8 giờ); Nhân nuôi chủng HB ở pha 2 (B),  

Sinh khối tảo chủng HB ở pha 2 (C); Astaxanthin tách chiết bằng dầu thực vật từ sinh khối chủng HB (D). 

Hoạt tính chống oxy hóa của astaxanthin: Việc sản xuất quá nhiều gốc tự do và giảm lượng chất chống oxy 
hóa trong cơ thể dẫn đến tăng nguy cơ tổn thương tế bào và là nguyên nhân gây ra nhiều bệnh. Các hợp chất 
chống oxy hóa có trong vi tảo có thể ngăn chặn những tác dụng này (Dang et al., 2023). Trong nghiên cứu này, 
astaxanthin được tách chiết từ sinh khối tảo chủng HB có hoạt tính chống oxy hóa cao, với giá trị IC50 đạt 4,09 mg/mL 
(Bảng 2). Theo AL-Tarifi và đồng tác giả, (2020) đã thông báo, astaxanthin tách từ H. pluvialis có khả năng chống 
oxy hóa thông qua phần trăm trung hòa gốc tự do DPPH với IC50 đạt 12,9 mg/mL và hoạt tính chống oxy hóa của 
astaxanthin tách chiết phụ thuộc vào phương pháp tách chiết và dung môi tách. Kết quả thu được của chúng tôi 
cho thấy astaxanthin được tách chiết từ sinh khối chủng HB có hoạt tính chống oxy hóa tốt có thể là nguồn 
nguyên liệu làm thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho người.  

Bảng 2. Hoạt tính chống oxy hóa của astaxanthin tách chiết từ sinh khối chủng H.pluvialis HB 

Astaxanthin Ascorbic acid 

Nồng độ (mg/L) 
Phần trăm trung hòa gốc tự do 

DPPH (%) 
Nồng độ (µg/L) 

Phần trăm trung hòa gốc tự do 
DPPH (%) 

0,1  6,59 ± 0,23
a
 4 33,49 ± 0,57

a
 

0,4 11,73 ± 0,05
b
 20 62,24 ± 1,10

b
 

2 27,56 ± 0,44
c
 100 92,41 ± 1,52

c
 

IC50 (mg/ mL) 4,09 ± 0,25 IC50 (µg/ mL) 17,68 ± 0,84 

Ghi chú: Ascorbic acid: Đối chứng dương, Astaxanthin tách chiết từ sinh khối chủng H. pluvialis HB. Hoạt tính chống oxy hóa 
của astaxanthin được xác định bằng phương pháp DPPH. Chữ cái a, b, c chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê sinh học giữa các 

công thức thí nghiệm (p < 0,05). Số liệu được đưa ra dưới dạng giá trị trung bình ± SD (n = 3). 

KẾT LUẬN 

Điều kiện thích hợp cho nuôi cấy hai pha của vi tảo lục H. pluvialis HB gồm pha một là môi trường RM có hàm 
lượng nitrate cao gấp 4 lần (NaNO3 là 1200 mg/L), quang chu kỳ chiếu sáng 16: 8 giờ (sáng: tối) với 10 giờ chiếu 
cường độ ánh sáng cao 85 µmol/m

2
s và 6 giờ kết hợp cường độ ánh sáng cao và tia cực tím (30 µmol/m

2
s) cùng 

với phương thức nuôi cấy perfusion, mật độ tế bào đạt cao nhất là 4,16 x 10
6
 TB/mL ở ngày nuôi thứ 20; ở pha 

hai có bổ sung 100 mM bicarbonate, chủng HB chuyển giai đoạn từ tế bào sinh dưỡng sang tế bào cyst trong 5 
ngày và hàm lượng astaxanthin tích lũy đạt 39,60 mg/g SKK. Ngoài ra, astaxanthin tách chiết từ sinh khối tảo H. 
pluvialis HB thể hiện hoạt tính chống oxy hóa cao với giá trị IC50 đạt 4,09 mg/mL có thể là nguồn nguyên liệu để 
sản xuất thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho người.  

Lời cảm ơn: Nghiên cứu được hỗ trợ bởi đề tài “Nghiên cứu tác dụng chống oxy hóa và bảo vệ thần kinh của astaxanthin 
được tách chiết từ sinh khối vi tảo lục Haematococcus pluvialis giàu astaxanthin trên dòng tế bào thần kinh đệm C6” mã số 
CSCL08.07/23-24 (do TS. Nguyễn Cẩm Hà làm chủ nhiệm đề tài). 
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SUMMARY 

The green microalga Haematococcus pluvialis is widely known as a high-value natural source of astaxanthin. 
Potential applications of astaxanthin in nutritional ingredient, food color additive, cosmetic, and pharmaceutical 
is spreading globally. The cultivation of H. pluvialis is performed through a two-phase cultivation process. The 
first phase is dedicated to biomass accumulation under favorable growth conditions, and the second phase is for 
astaxanthin accumulation under various stress conditions (lack of nutrients, high light, high temperature, etc.). 
This paper investigated the effect of different culture conditions on the growth of H. pluvialis HB in 10 L plastic 
bottles to achieve the highest cell density in the first stage and high astaxanthin accumulation in the second stage 
and extraction of astaxanthin using vegetable oil is presented in this study. In the first phase, the highest cell 
density reached 4.14 x 10

6
 TB/mL on the 20

th
 under a photoperiod of 16: 8 h (light: dark) with 10 h for high light 

intensity of 85 µmol/m
2
s and 6 h for combination of high light intensity and UV (30 µmol/m

2
s) with a perfusion 

culture process. When transitioning to the second phase, under 100 mM bicarbonate supplementation conditions, 
the HB strain transitioned from vegetative cells to cyst cells within just 5 days and accumulated a significant 
amount of astaxanthin, reaching 39.60 mg/g of dry cell weight. Furthermore, the extracted astaxanthin demonstrated 
considerable antioxidant activity with IC50 value of 4.09 mg/mL, meeting standards as a raw material for health 
human protective food production. 

Keywords: Haematococcus pluvialis, astxanthin, two-phase, perfusion culture, green microalgae.  
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