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Summary 
Haematococcus pluvialis is a freshwater, green unicellular microalga capable of accumulating 

high levels of astaxanthin. The capacity to accumulate carotenoid and phenolic antioxidants of H. 
pluvialis was evaluated when cultured under BBM, OHM, BG11 and MD4 media. The results 
showed that carotenoid and phenolic contents of H. pluvialis was achieved at high values when 
cultured in OHM medium. However, phenolic content per cells (pg gallic acid/cell) of H. pluvialis was 
highest when cultured in MD4 medium. The antioxidant capacity of H. pluvialis was the greatest 
when grown in OHM. The antioxidant capacity of H. pluvialis showed a positive correlation with 
carotenoid and phenolic contents when cultured in different media. Thus, H. pluvialis demonstrated 
the potential of accumulating high carotenoid and phenolic antioxidants when grown in OHM media. 
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Đặt vấn đề 
Haematococcus pluvialis là một loài vi tảo lục 

nước ngọt, đơn bào, thuộc lớp Chlorophyceae, 
bộ Volvocales, họ Haematococcaceae và phân 
bố ở nhiều môi trường sống trên toàn thế giới [1]. 
H. pluvialis ngày càng nhận được nhiều sự quan 
tâm và được xem là nhà sản xuất astaxanthin 
(3,3’-dihydroxy-β,β-carotene-4,4-dione) tốt nhất, 
một loại carotenoid có hoạt tính chống oxy hóa 
cao gấp khoảng 10 lần so với các carotenoid 
khác, như zeaxanthin, lutein, canthaxanthin và 
β-carotene, và lớn hơn α-tocopherol hơn 500 
lần. Các đặc tính chống oxy hóa của astaxanthin 
được cho là có vai trò chính trong việc bảo vệ 
chống lại tia UV, viêm, ung thư, nhiễm vi khuẩn 
Helicobacter pylori, lão hóa và thoái hóa điểm 
vàng do tuổi tác, tăng cường đáp ứng miễn 
dịch, chức năng gan, tim, mắt, sức khỏe khớp 
và tuyến tiền liệt [2], có giá trị cao với các ứng 
dụng trong dược phẩm dinh dưỡng, mỹ phẩm, 
các ngành công nghiệp thực phẩm và thức ăn 
chăn nuôi [3]. 
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Vi tảo lục H. pluvialis có hai cơ chế chống 
oxy hóa chống lại stress oxy hóa môi trường: 
Các enzym chống oxy hóa trong tế bào sinh 
dưỡng và ketocarotenoid astaxanthin chống oxy 
hóa trong tế bào nang [4]. Khả năng chống oxy 
hóa của phần astaxanthin diester cao hơn 60% 
so với astaxanthin monoester và hai lần so với 
astaxanthin tự do [5]. Nghiên cứu gần đây của 
Klejdus và CS. (2010) cho thấy một số lớp 
flavonoid như isoflavone, flavanone, flavonol và 
dihydrochalcone có thể được tìm thấy trong vi 
tảo và vi khuẩn lam. Carotenoid và các hợp chất 
phenolic góp phần đáng kể vào khả năng chống 
oxy hóa của các loài vi tảo [6]. 

Môi trường và điều kiện nuôi cấy có ảnh 
hưởng lên sự tích lũy các hợp chất carotenoid, 
phenolic và khả năng chống oxy hóa của tế bào 
H. pluvialis. Sự tích lũy astaxanthin và các chất 
chống oxy hóa ở vi tảo Haematococcus gây ra 
bởi các yếu tố môi trường làm hạn chế sự phát 
triển của tế bào như điều kiện ánh sáng bất lợi, 
đói phosphor, nitơ, ức chế độ muối và nhiệt độ [7]. 
Nghiên cứu này nhằm đánh giá tiềm năng tích 
lũy các hợp chất carotenoid, phenolic và khả 
năng chống oxy hóa của vi tảo H. pluvialis nuôi 
cấy ở 4 môi trường BBM, OHM, BG11 
và MD4. 
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Nguyên liệu và phương pháp 
Chủng Haematococcus pluvialis 

và điều kiện nuôi cấy 
Chủng vi tảo Haematococcus pluvialis 

(UTEX2505) được nuôi cấy tại Phòng Thí 
nghiệm Hóa sinh – Độc chất, Trường Đại học 
Nguyễn Tất Thành.  

Để đánh giá hiệu quả tích lũy carotenoid, 
phenolic và khả năng chống oxy hóa, vi tảo 
H. pluvialis được nuôi cấy trên 4 môi trường 
BBM [8], OHM [9], BG11 [10] và MD4 [11] với  
200 mL dịch môi trường (gồm môi trường mới 
và dịch tảo) trong các erlen 250 mL đạt mật độ 
tế bào ban đầu khoảng 0,3 x 106 tế bào/mL. 
Điều kiện nuôi cấy: sục khí liên tục, chiếu sáng 
với cường độ ánh sáng 30 µmol photon/m2/s và 
chu kì sáng tối 12:12 giờ, nhiệt độ 25oC ± 2oC. 
Sau 21 ngày nuôi cấy tiến hành phân tích hàm 
lượng carotenoid, phenolic và khả năng chống 
oxy hóa của tế bào H. pluvialis. 

Các phương pháp nghiên cứu 
Xác định mật độ tế bào Haematococcus 

pluvialis 
100 µL mẫu tảo được lấy và cố định bằng 

lugol. Số lượng tế bào được đếm bằng kính 
hiển vi quang học (100X) với 10 µL dịch tảo.  

Xác định hàm lượng carotenoid 
Lấy 1 mL dịch nuôi cấy, ly tâm ở 13.000 vòng 

trong 5 phút, bỏ dịch lấy phần cắn tảo bên dưới, 
thêm 1 mL HCl 4 M vào hòa tan cắn sau đó đem 
đun cách thủy ở 70 oC trong 2 phút. Thêm 3 mL 
ethanol: hexan (2:1 v/v), vortex cẩn thận. Thêm 
vào 4 mL n-hexan, vortex kỹ. Hỗn hợp được ly 
tâm 3000 vòng trong 5 phút. Lớp sắc tố có 
hexan bên trên được đọc ở các bước sóng 450, 
662, 645 nm. Hàm lượng carotenoid tổng được 
xác định theo công thức [12]: 

Carotenoid (µg/mL) = A450 x 25,2 
Xác định hàm lượng phenolic 
Lấy 1,0 mL dịch tảo ly tâm 12.000 vòng trong 

05 phút, loại bỏ dịch. Thêm 1 mL methanol tuyệt 
đối vào cắn, trộn đều. Ly tâm 10.000 vòng trong 
5 phút, bỏ cắn thu được dịch chiết. Lấy 0,5 mL 
dịch chiết cho vào ống eppendorf 2 mL, cho 
thêm 0,5 mL thuốc thử folin ciocalteu’s phenol, 
tiếp tục cho từ từ 0,5 mL dung dịch Na2CO3 10%. 

Ủ 90 phút trong tối. Đo quang ở bước sóng 
750 nm [6]. Đường chuẩn phenolic: Sử dụng 
nồng độ acid gallic chuẩn 10 đến 200 mg/L và 
xác định nồng độ phenolic trong mẫu H. pluvialis 
bằng phương trình: y = 30,263x – 0,0638; 
R² = 0,9948. 

Xác định khả năng chống oxy hóa 
Pha thuốc thử DPPH: Dung dịch DPPH được 

pha loãng bằng cách hòa tan 0,004 g DPPH 
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) trong 100 mL 
methanol.  

Lấy 1,0 mL dung dịch tảo ly tâm 12.000 vòng 
trong 5 phút, loại bỏ dịch. Thêm 1 mL ethanol 
tuyệt đối vào cắn, trộn đều và ủ 4 tiếng ở 40C. 
Ly tâm 10.000 vòng trong 5 phút, bỏ cắn lấy 
dịch chiết. Lấy 0,5 mL dịch chiết cho vào ống 
eppendorf 2 mL, cho thêm 1 mL thuốc thử 
DPPH trộn đều. Ủ 30 phút trong tối, ở nhiệt độ 
phòng. Đo quang ở bước sóng 517 nm. Khả 
năng chống oxy hóa (I%) được tính dựa trên 
khả năng khử gốc tự do của DPPH theo công 
thức sau [13]:  

I% = (AĐối chứng – AMẫu)/ AĐối chứng x 100 
Xử lí số liệu 
Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Số liệu 

được xử lí bằng Microsoft office Excel và phân 
tích oneway ANOVA bằng phần mềm SPSS 
20.0 với độ tin cậy 95%. Tất cả các số liệu trong 
thí nghiệm được trình bày dưới dạng: Trung 
bình (Mean) ± Sai số chuẩn (SE). 

Kết quả và bàn luận 
Hàm lượng carotenoid của H. pluvialis 
Ở môi trường BBM và OHM, hàm lượng 

carotenoid của H. pluvialis đạt giá trị cao hơn 
môi trường BG11, MD4. Trong đó, vi tảo nuôi 
cấy trên môi trường OHM tích lũy carotenoid 
cao hơn so với các môi trường còn lại (p < 0,05) 
(hình 2). Kết quả cho thấy các tế bào H. pluvialis 
nuôi cấy ở môi trường BBM, OHM và MD4 tế 
bào chuyển màu cam đỏ toàn bộ tế bào, tế bào 
còn màu xanh ở môi trường BG11. Tuy nhiên, ở 
môi trường MD4 mật độ tế bào thấp nên dẫn 
đến hàm lượng carotenoid thấp (hình 1). Thành 
phần dinh dưỡng trong môi trường đặc biệt là 
nitơ và phosphor là yếu tố quan trọng ảnh 
hưởng lên sự tích lũy carotenoid của tế bào 
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H. pluvialis. Theo Collins và CS. (2011) các tế 
bào H. pluvialis trong điều kiện nuôi cấy hạn chế 
nitrate, sau 24 giờ carotenoid được hình thành 
tạo thành một vùng đỏ ở trung tâm tế bào, sau 
5 ngày tế bào chuyển sang dạng bào tử, vùng 
màu đỏ lan rộng và chiếm cả tế bào. Carotenoid 
được xác định trong các tế bào H. pluvialis chủ 
yếu là astaxanthin [14]. Nguồn nitrat dồi dào trong 
môi trường BG11 (1500 mg/L) giúp kéo dài 

giai đoạn tăng trưởng sinh dưỡng của 
H. pluvialis. Trong khi đó, môi trường MD4 
thành phần dinh dưỡng đa lượng trong môi 
trường thấp, tế bào chuyển sang giai đoạn bào 
tử và tích lũy astaxanthin sớm. Vì vậy ở hai môi 
trường BG11 và MD4 tế bào H. pluvialis đạt 
hàm lượng carotenoid thấp. Môi trường OHM 
phù hợp cho nuôi cấy tích lũy carotenoid của 
H. pluvialis. 

 
 

 
 

Hình 1. Hình thái tế bào H. pluvialis nuôi cấy  
trên môi trường BBM (a), OHM (b), BG11 (c) và MD4 (d) 

 

 
 

Hình 2. Hàm lượng carotenoid trên thể tích (µg/mL)(a),  
trên tế bào (pg/tế bào)(b) của vi tảo Haematococcus pluvialis  

 
Hàm lượng phenolic của H. pluvialis 
Hàm lượng phenolic của vi tảo H. pluvialis 

được thể hiện ở hình 3. Hàm lượng phenolic 
trên đơn vị thể tích (µg/mL) đạt giá trị cao khi 
nuôi cấy ở các môi trường BBM, OHM và BG11. 
Trong đó, môi trường OHM H. pluvialis tích lũy các 
hợp chất phenolic cao nhất  (p < 0,05).Tuy nhiên, 
hàm lượng phenolic trên tế bào (pg/tế bào) ở môi 
MD4 đạt giá trị cao nhất do trong môi trường 
MD4 mật độ tế bào thấp, tế bào chuyển dạng 

bào tử màu đỏ cam tổng hợp astaxathin nhanh 
hơn các môi trường còn lại (hình 1). Các hợp 
chất phenolic là một trong những loại chất chống 
oxy hóa tự nhiên quan trọng nhất và ngày càng 
nhận được sự quan tâm của người tiêu dùng 
cũng như các nhà sản xuất thực phẩm vì lợi ích 
sức khỏe của chúng. Hàm lượng phenolic chứa 
trong các hạt oleoresin của tế bào H. pluvialis 
khoảng 74,08 mg acid gallic/g cao hơn so với kết 
quả dịch chiết trực tiếp từ tế bào vi tảo [15].  
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Hình 3. Hàm lượng phenolic tổng trên thể tích (µg/mL)(a),  
trên tế bào (pg/tế bào)(b) của Haematococcus pluvialis 

 
 
Khả năng chống oxy hóa của H. pluvialis 
Khả năng chống oxy hóa (I%) của 

H. pluvialis nuôi cấy ở môi trường OHM cao 
hơn so với ở môi trường BBM, BG11 và MD4 
(p < 0,05). Kết quả cho thấy khả năng chống 
oxy hóa của H. pluvialis tương quan dương với 
hàm lượng carotenoid và phenolic. Kết quả cho 
thấy khả năng chống oxy hóa của H. pluvialis 
tương quan dương với hàm lượng carotenoid 
và phenolic. H. pluvialis là một vi tảo tích lũy 
lượng lớn astaxanthin, chất có hoạt tính chống 
oxy hóa cao. Theo Cerón và CS. (2006), hoạt 
tính chống oxy hóa là chức năng của cả 
carotenoid và acid béo, hoạt tính chống oxy hóa 
của astaxanthin diester cao hơn 60% so với 
astaxanthin monoester và gấp đôi astaxanthin 
tự do. Các tế bào H. pluvialis có màu đỏ tích lũy 
nhiều astaxanthin có hoạt tính chống oxy hóa 
cao hơn tế bào màu xanh ở giai đoạn tăng 
trưởng sinh dưỡng [16]. Như vậy vi tảo 
H. pluvialis tích lũy các hợp chất chống oxy hóa 
cao khi được nuôi cấy trên môi trường nuôi cấy 
OHM và thấp ở các môi trường BBM, BG11 
và MD4. 

 

 
 

Hình 4. Khả năng chống oxy hóa trên thể tích 
(µg/mL)(a), trên tế bào (pg/tb)(b) của H. pluvialis 

trên các môi trường nuôi cấy 
 
Kết luận 
Vi tảo lục Haematococcus pluvialis có tiềm 

năng tích lũy các hợp chất chống oxy hóa 
carotenoid và phenolic khi nuôi cấy trên các môi 
trường BBM, OHM, BG11 và MD4. Trong đó, 
môi trường OHM thích hợp cho H. pluvialis tích 
lũy các hợp chất chống oxy hóa hơn môi trường 
BBM, BG11 và MD4. Khả năng chống oxy hóa 
của H. pluvialis có môi tương quan dương với 
hàm lượng carotenoid và phenolic khi nuôi cấy 
trên các môi trường nuôi cấy khác nhau.  
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